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Introduccion

I.1. ADN ANTIGUO

A principios de la década de los 80, se publicaron los primeros trabajos
donde se recuperaba e incluso se analizaba el ADN de restos de
organismos extintos (ADN antiguo, ADNa) (HIGUCHI et al, 1984,
PAABO, 1985). Posteriores estudios demostraron la presencia de ADN en
los restos de diversos organismos de gran antigiiedad, como el caso de
tosiles de dinosaurios, insectos preservados en ambar, fésiles de hojas de
magnolia, restos 6seos o restos dentarios (HAGELBERG ef al, 1989;
HANNI e al, 1990; GOLENBERG e al, 1990; CANO et al, 1993;
WOOWARD e# al., 1994). Al optimismo de estos trabajos que tuvieron un
enorme impacto en la comunidad cientifica, le siguié una etapa de
escepticismo (PAABO y WILSON 1991; ZISCHLER ¢ al., 1995), debido a la
dificultad de reproducir algunos trabajos como el del ADN de
cloroplastos de plantas fosiles del Mioceno (GOLENBERG ef al., 1990), el
ADN de insectos preservados en ambar (CANO ez al., 1993) o el ADN
mitocondrial (ADNmt) de dinosaurios del Cretacico (WOOWARD ef al.,

1994).

La informacién que se obtiene del ADNa es muy util, ya que permite
resolver cuestiones relacionadas con distintos campos de la ciencia
(Figura L.1):

- La reconstruccién de la historia evolutiva y demografica de las
poblaciones antiguas mediante su caracterizaciéon genética
(ALZUALDE et al, 2005, 2006, 2007; HAAK et al, 2005;
SAMPIETRO e¢f af., 2005, 2007; MACA-MEYER e¢f al., 2005; CASAS ef
al., 2006; FREGEL ¢t al., 20092, 2009b; BRAMANTI ef al., 2009;

MALMSTROM ¢ al., 2009; GHIROTTO et al., 2010).
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- La reconstrucciéon de las filogenias entre las especies extintas y
sus parientes actuales mas cercanos, como por ejemplo el caso de
los neandertales y Homo sapiens anatémicamente moderno
(HSAM) (KRINGS ¢ al., 1997; 2000; OVCHINNIKOV et al., 2000,
HOSS et al, 2000; SCHMITZ et al, 2002; SERRE et al, 2004;
LALUEZA-FOX et al, 2005; 2006; 2007; CARAMELLI et al., 2000;
ORLANDO ¢ al., 2006; DALTON, 2006; DELSON y HARVATI,
2006; FINLAYSON ¢ a/.,, 2006; KRAUSE e¢f al., 2006; FORHAN e 4.,
2008; GREEN ¢f al., 2006; NOONAN ef al., 2000).

- Estudios de la dieta y el comportamiento de las especies extintas
(HOSS et al., 1992; HOFREITER ef al., 2000).

- Estudios ambientales basados en la extraccion de ADN de
organismos macroscopicamente indetectables en el sedimento
(HOFREITER ¢/ al., 2000).

- Identificacién de patdgenos en los restos 6seos recuperados,
como pueden ser Mycobacterinm tuberculosis (ARRIAZA et al., 1995),
Mycobacterium  leprea (MONTIEL et al, 2003). Yersinia pestis
(DRANCOURT et al., 1998)

- Estimaciéon del sexo y las relaciones familiares entre distintos
individuos de un mismo yacimiento (ALZUALDE et al, 2007,
FERNANDEZ ef al., 2008).

- Analisis de la flora y la fauna, asi como el origen de su
domesticacién (VIGNE ef al., 2009, LIRA ef al., 2010; CHEN e/ al.,
2010).

En el primer estudio basado en ADNa (HIGUCHI e al, 1984), se

recuperé el ADN de Eguus quagga, un équido del Sur de Africa
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extinguido hace aproximadamente unos 140 anos. Se compararon los
resultados obtenidos del Eguwus quagga, con otros équidos proximos
filogenéticamente (cebra, vaca y caballo), observandose una relacién mas
estrecha entre esta especie y las cebras. Un afio después de la publicacién
de este estudio, PAABO (1985) logré recuperar ADN de restos humanos

momificados, de mayor antigiiedad 2.500 afios.

Figura I.1. ADN antiguo. Material de partida y aplicaciones

Posibles fuentes de ADN antiguo

i P

Sedimento  Restos en ambar Tejido momificade  Pelo Diente Hueso cropolitos

Extraocion de ADN Estudios genealégicos

Analisis

Casos forenses

Estudios evolutivos
,/Q Genética de poblaciones

L Estudios ambientales
Estudios de dieta y comportamiento...

El desarrollo de la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa; Polymerase
Chain Reaction) (MULLIS et al., 1986; 1987), supuso una enorme ventaja
frente a otras metodologias que se venfan utilizando hasta entonces
(como por ejemplo la clonacioén), debido a su capacidad de obtener
millones de copias a partir de incluso una unica molécula de ADN. Asi,
gracias a la técnica de la PCR, fue posible analizar el ADN recuperado de

tejido 6seo y dentario (HAGELBERG y CLEGG, 1991; HANNI ez 4/, 1990),
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mucho mas numerosos en museos y colecciones arqueolégicas, lo que

permitié llevar a cabo estudios a nivel poblacional.

Sin embargo, esta ventaja que presenta la PCR es, asimismo, su principal
inconveniente, ya que es posible amplificar cualquier molécula de ADN
actual que contamine las muestras antiguas, aunque estén en una
proporcioén inferior. En un corto periodo de tiempo se hizo evidente el
alto riesgo de contaminacion de las muestras antiguas, debido sobre todo
a la mala preservaciéon del ADNa, favoreciendo la amplificacion de

cualquier posible ADN contaminante presente en el extracto de ADNa.

A medida que se publicaban los trabajos de ADNa, también surgian
dudas a cerca de la fiabilidad de los resultados. PAABO (1989) y PAABO e#
al. (1989) describieron las principales caracteristicas del ADNa y sefialo
las principales dificultades a la hora de trabajar con este tipo de material
genético: la poca cantidad de moléculas de ADN, la fragmentacion del
ADN vy las secuencias dafiadas debido a la presencia de modificaciones
moleculares e inhibidores de la PCR (PAABO, 1989; PAABO ef al, 1989;
LINDAHL, 1993). Debido a ello, propuso una serie de precauciones y
criterios de autentificacién para minimizar y detectar la posible
contaminacion del ADNa, criterios que se han ido ampliando durante las
ultimas décadas (PAABO, 1989; PAABO et al., 1989; 2004; HANDT et al.,
1994; COOPER, 1994; COOPER y POINAR, 2000; POINAR e¢# al, 1996;
HOFREITER ¢f al., 2001; MONTIEL ef al., 2001; BANDELT, 2005; GILBERT
et al., 2003; GILBERT, 2005; GILBERT e/ a/,2005; GILBERT y WILLERSLEYV,
2006; WILLERSLEV ¢f al., 2004, WILLERSLEV y COOPER, 2005; FREGEL ¢#

al,, 2009b).
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I.1.1. Causas y efectos de la degradacion del ADNa

Cuando un organismo muere, comienza el proceso de degradacion de
sus biomoléculas, entre ellas el ADN, debido a la liberacién de enzimas
autoliticas de los lisosomas, entre las cuales se incluyen las endonucleasas
y las exonucleasas. A continuacion, las bacterias y hongos contindan con
el proceso de descomposicion y finalmente, los procesos de hidroélisis y
de oxidacién completan la degradacion del material genético (HOSS e7 al.,

1994, 1996; HANDT et al., 1994).

a) Hidrolisis
La hidrdlisis provoca la ruptura directa de los enlaces fosfodiester (unién
entre desoxirribosas) y los enlaces N-glicosilicos (uniéon de las
desoxirribosas con las bases nitrogenadas). La ruptura de los enlaces
fosfodiester, provoca la fragmentacion del ADN, razén por la que es
dificil encontrar fragmentos >150 pares de bases (pb) de longitud en la

mayoria de los extractos de ADNa.

Por otro lado, la ruptura del enlace N-glicosilico da lugar a una posicién
sin base, proceso denominado “despurinizacion” cuando las bases son
puricas 'y “despiriminizacion” cuando las bases son pirimidinicas. A
consecuencia de ello, el ADN queda debilitado produciéndose la ruptura
de éste en esa posicion. Ademas la Tag polimerasa es incapaz de seguir
leyendo a partir de ese nucledtido despurinizado o  despiriminizado
(HOFREITER ¢/ al., 2001a, 2001b; WILLERSLEV e¢f al., 2005; WILLERSLEV y
COOPER, 2005; GILBERT e¢# al, 2003, 2005; GILBERT y WILLERSLEV,
2006; HEBSGAARD ¢ al., 2005) (Figura 1.2a).
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La desaminaciéon hidrolitica es otro mecanismo de degradacion del
ADN, que provoca un proceso de mutagénesis espontanea al cambiar
una citosina (C) por un uracilo (U) y una timina (T) por una 5-
metilcitosina. Asimismo, aunque con una tasa menor, también ocurre el
cambio de una adenina (A) por una hipoxantina, un analogo de la
guanina (G), y de la guanina (G) por la xantina, un analogo de la adenina
(A) (HOFREITER e al, 2000a, 2001b; WILLERSLEV e¢f al, 2005;
WILLERSLEV y COOPER, 2005; GILBERT ef al, 2003, 2005; GILBERT y

WILLERSLEV, 2006; HEBSGAARD et al., 2005) (Figura 1.2a).

b) Oxidacion
Los radicales libres (superéxido [O,], peroxido de hidrégeno [H,O,] e
hidroxilo [OHY), provocan la oxidacién del ADN. A consecuencia de
esta oxidacién, se producen modificaciones en los azucares,
transformaciones pirimidinicas, posiciones abasicas y puentes cruzados,
que inducen el bloqueo de la Tag polimerasa durante la fase de extensioén

de la reaccién de amplificacion (HOSS ez al., 1994, 1996).

La mayorfa de los cambios oxidativos, consisten en la transformacion de
las bases pirimidinicas (Citosina (C) y Timina (T)) en 5-hidroxihidantoina
0 5-hidroxi 5-metil hidantoina, asi como la transformacion de las bases
puricas (Guanina (G) y Adenina (A)) en 8-hidroxiguanosina (HOSS ez al.,
1994; 1996) (Figura 1.2b).

Las transformaciones en las bases pirimidinicas inhiben la accién de la
Tag polimerasa y en el caso de las transformaciones en las bases puricas,
provocan la incorporacién de un nucleétido incorrecto en la fase de

extension de la PCR. (HOFREITER ef a/., 2000a, 2001b; WILLERSLEV e¢f al.,
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2005; WILLERSLEV y COOPER, 2005; GILBERT ¢t al., 2003, 2005; GILBERT
y WILLERSLEV, 2006; HEBSGAARD ¢ al, 2005). Todas estas lesiones que
degradan el ADNa, provocadas por la-oxidacion e hidrdlisis, pueden ser
detectadas y estimadas mediante analisis estadisticos e inferencia

bayesiana (SPENCER y HOWE, 2004; HO ez al., 2007).

Figura I.2. Dafio oxidativo e hidrolitico del ADN. a) Lugares de accién de los
procesos de hidrolisis y oxidacién. b) Transformacién de las bases puricas y
pirimidinicas tras el proceso de oxidaciéon. (Figuras modificadas de HOFREITER e .,

2001a y HOSS ef al., 1996)
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c) Condiciones de enterramiento
Existen otros factores, que se mencionan a continuaciéon, que influyen en
la preservacion del ADN de restos antiguos y que actian de forma

conjunta.




Variacion temporal del ADNmt en poblaciones de la C. Cantibrica

-Temperatura
La temperatura es un factor que condiciona la preservacion del ADN.
Las bajas temperaturas ayudan a que el material genético se conserve de
forma 6ptima, ya que las reacciones bioquimicas que degradan el ADN
se ralentizan (LINDAHL, 1993; BURGER ef al, 1999). Por el contrario, a
altas temperaturas, obtendremos una mala preservacion del ADN. HOss
et al. (1996), determinaron que la reduccién de la temperatura a 20°C,
disminufa entre 10-25 veces la tasa de las reacciones de degradacion. Sin
embargo, también se ha observado que las elevadas temperaturas a las
que se ven sometidos algunos inhumados (momias), favorecen la
deshidrataciéon parcial del ADN, impidiendo que una parte de los
procesos de hidrolisis tengan lugar. Ademas, si a esto le sumamos la
ausencia de oxigeno que pueda reaccionar con el ADN, se favorece la

conservacion del ADN (LINDAHL, 1993).

-Humedad
La humedad ejerce un efecto negativo en la conservacion del ADN, ya
que permite la filtracién de sustancias del sedimento a los restos
antiguos, lo cual puede provocar la inhibiciéon de la PCR. Asimismo, la
humedad, favorece las reacciones de hidrélisis y de oxidacion, cuyas

consecuencias ya han sido mencionadas (BURGER ¢7 a/. 1999).

-E/pH
Si el pH del sedimento en el que se encuentran enterrados los restos, es
neutro o ligeramente alcalino, se favorece la preservacion del ADN
(LINDAHL, 1993). Las altas concentraciones de sal, cuarzo y acido

humico, favorecen su uniéon al ADN, de modo que el ADN quedaria

10
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protegido frente a la accién de las enzimas liticas que lo degradarfan;
aunque por otro lado, estas sustancias también son elementos que

actuarfan como inhibidores de la Tag polimerasa.

Por lo tanto, bajo ciertas condiciones de enterramiento, se puede afirmar
que la degradacion del material genético puede llegar a retrasarse.
Aquellas condiciones en las que la concentracién salina es cercana a la
fisiologica, la temperatura oscila alrededor de los 15 °C; y el pH es
cercano a la neutralidad, es concebible analizar el ADN recuperado de

restos de hasta 100.000 afios (LINDHAL, 1993; HOFREITER ¢f al., 2001a).

Por otro lado, el proceso de degradaciéon del ADNa puede continuar
durante la excavaciéon y almacenamiento de los fésiles (BURGER et al.,
1999; PRUVOST et al, 2005). El lavado del material arqueolégico, por
ejemplo, genera una disminucién del pH y del contenido salino. Si a esto
le sumamos un almacenamiento durante afios a temperatura ambiente,
provoca que las muestras conservadas en museos tengan una menor

eficiencia de amplificaciéon que él material recién excavado.

1.1.2. La contaminacion del ADNa

El primero en apuntar el riesgo de la contaminacién con ADN exégeno
fue PAABO (PAABO, 1989; PAABO ef al., 1989). La gran sensibilidad de la
PCR hace que, en ausencia o en bajas cantidades de ADN molde
endégeno, pueda producirse la amplificacion preferencial de ADN
intacto, de otra fuente distinta (ADN exégeno). Un ejemplo, son los
primeros trabajos en los que se recuper6 ADNa de organismos con una

gran antigliedad (CANO ez al, 1993; WOODWARD e/ al., 1994), siendo este

11
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ADN el resultante de secuencias humanas y/o microbianas que
contaminaban las muestras antiguas (ZISCHLER e al, 1995). Pero,

¢cuando se puede producir la contaminacién del ADNa?

El ADNa se puede contaminar con ADN exdgeno procedente de otros
organismos proximos. Durante el tiempo que el resto permanece enterrado
puede producirse la contaminacién por el ADN de microorganismos,
hongos y fauna putrefacta. L.a contaminacién con ADN de organismos
de una especie diferente a la que se pretende estudiar, no tiene por qué
representar un gran problema. Si la regién a caracterizar esta lo
suficientemente diferenciada a nivel de especie, gracias al disefio de
cebadores especificos y unas condiciones restrictivas de la PCR, se

amplificara el ADN enddégeno.

En el caso de enterramientos colectivos, los restos pueden contaminarse
con el ADN de los organismos enterrados proximos. Sin embargo, dada
la baja cantidad de ADN recuperada de los restos antiguos, no parece
una fuente de contaminacién probable. Ademds, los restos son
sometidos a un proceso abrasivo de limpieza de la superficie externa para
eliminar cualquier ADN que se encuentre contaminando la superficie del

material.

Sin embargo, la principal fuente de contaminacién en los estudios de
ADNa es el ADN exdgeno procedente de humanos actuales. Este ADN puede
contaminar los restos antes, durante y después de su analisis
(MALMSTRON ¢ al, 2005; BANDELT, 2005; GILBERT y WILLERSLEV,

2006; SAMPIETRO ef al., 2005; WILLERSLEV ¢ al., 2007)

12
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El ADN contaminante de origen humano, puede introducirse
directamente en la muestra mientras ésta es manipulada por los
arquedlogos, el personal del museo o los propios investigadores; por
ejemplo, a través de la descamaciéon de la piel o de los aerosoles
producidos durante la respiraciéon. Por este motivo el ADN de todo el
personal que haya manipulado los restos sera analizado para comprobar
la posible contaminacién de los restos por parte de estas personas

(BANDELT, 2005; GILBERT ¢ a/, 2005).

Asimismo, cuando se trabaja con ADNa humano, es adecuado llevar a
cabo el andlisis de algin resto faunistico asociado a los restos humanos y
amplificarlo con los cebadores especificos de humanos. La falta de
amplificacion de secuencias humanas en los restos faunisticos, indicaria
que el proceso de descontaminaciéon de las muestras ha eliminado el

posible ADN humano actual contaminante.

Otro vehiculo de contaminaciéon puede ser el material y reactivos
empleados durante el analisis genético de los restos. Esta contaminacion,
se puede detectar facilmente incluyendo los controles correspondientes,
a la extraccion y a la amplificacion (HANDT e7 a/, 1994). Estos controles
permitiran que detectemos la posible contaminacién que habria podido

ocurrir durante las etapas de extraccion y de la amplificacion.

Una fuente importante de contaminacién son los amplicones
provenientes de los experimentos previos realizados en el laboratorio. La
apertura de los tubos que contienen productos de PCR, provocan la

contaminacién del ambiente del laboratorio.
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Este tipo de contaminacién se evita utilizando laboratorios
independientes, uno para la extracciéon y preparacion de la PCR de
ADNa y otro fisicamente aislado del anterior, para analizar los productos
de PCR (HOFREITER ¢f al.,, 2001a, 2001b; GILBERT e/ al., 2005; BANDELT,
2005).

A pesar de la incorporaciéon de todos estos controles y precauciones, la
unica manera de asegurarnos que los resultados obtenidos no son fruto
de la contaminacién, es la extraccion de varias muestras del mismo
individuo para determinar que se ha obtenido el mismo resultado en
todas las réplicas (PAABO, 1989; PAABO e# al, 1989; 2004; HOFREITER e#
al., 2001; BANDELT, 2005; GILBERT ef al., 2005).

I.2. ADN MITOCONDRIAL

El analisis de los polimorfismos clasicos, en la década de los cincuenta,
puso de manifiesto la existencia de variabilidad genética entre y dentro
de las poblaciones humanas. Actualmente, el analisis de la variabilidad
genética de las poblaciones se lleva a cabo analizando los marcadores
moleculares tanto del ADN mitocondrial (ADNmt), como del ADN
nuclear. A continuacién, se presentan las caracteristicas y la utilidad del

ADNmt, dada su relevancia en los estudios de ADNa.

El genoma mitocondrial es una pequefia molécula circular (16.569 pb)
que se encuentra localizada en el citoplasma celular, en el interior de las
mitocondrias y supone el 0,0005% del genoma humano (Figura 1.3a). Su
secuencia en humanos se conoce desde el afio 1981 (ANDERSON ef al.,

1981).
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Cerca del 90% del genoma mitocondrial es codificante y contiene la
informaciéon de 37 genes: 2 ARN ribosémicos, 22 ARN de transferencia
y 13 proteinas. De estas 13 proteinas: 7 participan en el complejo 1
(NADH deshidrogenasa), 3 son componentes del complejo IV
(citocromo ¢ oxidasa), 2 son subunidades del complejo V (ATP sintetasa)
y por ultimo el citocromo 4 que es una subunidad del complejo I11. El
genoma mitocondrial se completa con una pequefia regiéon no
codificante de unas 1.100 pb de longitud, denominada regiéon control,
segmento hipervariable (HVS) o D-/lop, donde se encuentra el origen de

replicacién del genoma mitocondrial (Oy) (Figura 1.3).

Figura 1.3. ADN mitocondrial humano. a) Esquema del genoma
mitocondrial. b) Region control.
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Dentro de la regiéon control del ADNmt se encuentran dos segmentos
denominados segmento hipervariable I (HVS-I), que comprende las
posiciones nucleotidicas 16.024-16.365 y el segmento hipervariable 1I
(HVS-1I), que comprende las posiciones nucleotidicas 73-340. El
primero tiene mayor variabilidad, por ello es mas utilizado en los

estudios poblacionales (Figura 1.3b).

1.2.1. Caracteristicas del ADNmt

Las siguientes caracteristicas del ADNmt, hacen que sea un marcador

especialmente util para los estudios de evoluciéon humana.

*  Poliplasmia.
El ADNmt presenta un elevado nimero de copias por célula eucariota.
Una mitocondria puede contener entre 2-10 moléculas de ADNmt, por
lo tanto el numero de copias por célula eucariota, oscila entre 1.000-
10.000 (MALYARCHUK et al., 2002), facilitando asi, su supervivencia y
recuperacion, lo cual es una enorme ventaja cuando se trabaja con

ADNa.

*  Elevada tasa de mutacion
El ADNmt presenta una elevada tasa de mutacién, de 5-10 veces
superior al estimado para el ADN nuclear (BROWN, 1980; INGMAN ef 4/,
2000; PAKENDOREF ¢ al., 2005). Esto es debido a la ausencia de histonas
que lo protejan, como en el caso del ADN nuclear, se encuentra
continuamente expuesto a los radicales libres generados en el
metabolismo oxidativo de las mitocondrias. Por otro lado, el genoma

mitocondrial tampoco presenta un sistema eficaz de reparacion.
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El ADNmt sélo se encuentra unido a unas proteinas (briding proteins)
conformando una estructura denominada nucleoide, siendo esta estructura

la inica barrera de proteccion que presenta el genoma mitocondrial.

Todos estos factores hacen que la molécula de ADNmt sea adecuada
para el estudio de la reconstruccion de la historia evolutiva reciente de las

poblaciones humanas (SIGURDARDOTTIR ¢ al., 2000).

*  Herencia materna
El ADNmt se transmite unicamente por via materna, esto significa que
aunque hombres y mujeres lo presentan, sélo las mujeres lo pueden
transmitir a su descendencia (Figura 1.4a). Esto es debido a que durante
la fecundacién del 6vulo, las mitocondrias presentes en la cola de los
espermatozoides, no penetran en el 6vulo. Las mitocondrias presentes en
el citoplasma del cigoto proceden unicamente del 6vulo (Figura 1.4b).
Por este motivo el tamafio poblacional efectivo es un cuarto de los /oc
autosémicos, debido a ello el ADNmt se ve sometido en mayor medida

por los efectos fundacionales y la deriva genética.

*  Ausencia de recombinacion
El ADNmt no se recombina, los cambios de una generaciéon son
resultado unicamente de las mutaciones, pudiendo interpretar de forma
directa la variabilidad que presenta. Sin embargo, se ha cuestionado de
forma puntual u ocasional, el hecho de la posible recombinacién de esta
molécula en estudios familiares. EYRE-WALKER e7 a/. (1999) sugieren que
la elevada tasa de homoplasia existente en el ADNmt, es debida a la

existencia de recombinacién en el ADNmt, pero este estudio y otros
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puntuales han sido rechazados o rectificados (ELSON ef al, 2001;
HAGELBERG et al., 2003). Actualmente la evidencia de recombinacién en

el ADNmt no ha sido demostrada, siendo un tema en continuo debate.

Figura I.4. Herencia matrilineal. a) Genealogia del ADNmt. Triangulo rosa,
representa a una mujer; circulo azul, representa a un hombre. b) Fecundacién del
ovulo por el espermatozoide.
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*  Heteroplasmia
El concepto de heteroplasmia en el genoma mitocondrial se define como
la presencia de distintas secuencias de ADNmt en la misma mitocondria,
célula o individuo; siendo el concepto de homoplasia la presencia de la
misma secuencia de ADNmt en la misma mitocondria, célula o
individuo. La heteroplasmia puede producirse a causada del dano
oxidativo o durante la replicacion del ADN. Originalmente, la existencia
de heteroplasmia se limité a las regiones neutras del ADNmt (la regioén
control), pero aparecian con una frecuencia muy baja (MONNAT y REAY,
1986; COMAS ¢z al, 1995; PARSONS e IRWIN, 2000; TANG y HUANG,
2010). Actualmente se ha considerado que la heteroplamia actda con una

tasa mayor (TULLY y LEVIN, 2000; CALLOWAY ef /., 2000).
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* Inserciones de fragmentos del ADNmt en el genoma
nuclear (NUMTDNA)

Los NUMTDN.A consisten en la transposiciéon de algunos fragmentos de
ADNmt en el genoma nuclear, donde pueden evolucionar a un ritmo
mas lento que en el genoma mitocondrial y han sido descritos en
distintos organismos, incluyendo la especie humana (COLLURA y
STEWART, 1995). Estos NUMTDN.A representan un potencial de falsos
positivos, a la hora de analizar el ADNmt. La identificacién de estas
NUMTDNA es posible gracias al disefio de cebadores especificos de la

region analizada.

Todas estas caracteristicas aconsejan a interpretar con cautela los
resultados obtenidos a partir del ADNmt, ya que debido a su naturaleza
no recombinante se comporta como un unico /eus y al heredarse de
forma exclusiva por via materna, so6lo se reconstruye la historia

demografica de las mujeres.

1.2.2. Variabilidad del ADNmt

La variabilidad observada en las secuencias mitocondriales se puede
clasificar en diferentes conjuntos denominados haplogrupos, que son
una agrupacion de haplotipos que se diferencian por presentar una serie
de mutaciones estables y especificas. Estos haplogrupos tienen una
distribuciéon geografica en la especie humana, que coincide con los
grandes continentes, lo que permite llevar a cabo analisis filogeograficos.
Un aspecto importante del andlisis filogenético y genealogico de la

variabilidad del ADNmt, es la estimaciéon de las edades de coalescencia
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de los linajes mitocondriales y sus tiempos de dispersion, mediante la

utilizacion del reloj molecular.

En los ultimos afios, la obtencién de secuencias completas del genoma
mitocondrial ha aumentado la resoluciéon del arbol filogenético
mitocondrial mundial y ha mejorado el potencial de los analisis

filogeograficos (MACAULAY y RICHARDS, 2008).

La tasa de mutacion del genoma mitocondrial humano utilizado
comtnmente para la regién codificante es de 1.26 x10® por nucledtido
por afio (MISHMAR ¢/ al, 2003). Esta tasa de mutacién asume una
relaciéon lineal entre la tasa de acumulacion de sustituciones y el tiempo,
independiente de la accién de la seleccion natural. Ademas, esta tasa
ignora una parte importante de la informaciéon de las regiones no

codificantes, que representan un tercio de la variacion.

En un estudio reciente (SOARES e al., 2009), mediante la utilizaciéon de
2.000 genomas mitocondriales completos, se ha evaluado la variacion de
la tasa de mutacién del ADNmt, introduciendo el efecto de la seleccién
purificadora en las diferentes regiones del genoma. Con estas
estimaciones se puede describir a una escala mundial, cuales son las
variantes mitocondriales especificas de las distintas regiones geograficas

de la poblacién humana.

Los analisis del ADNmt de la poblacién actual, muestran que en la
poblacién africana actual, aparecen tres linajes: los haplogrupos L1, L2 y

L3. El haplogrupo L1 es el mas antiguo (130 kya) y contiene la raiz de la
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filogenia mundial del ADNmt (FOSTER, 2004). Algunos linajes de este
clado son exclusivos de ciertas regiones africanas. Asi, el linaje L1b,
aparece en Africa occidental, I.1d y L1k entre grupos bosquimanos de
Africa del Sur, el clado Lic se localiza en el oeste y centro de Africa y los
clados Lle y L1f en ciertas poblaciones del Este de Africa (WATSON et 4.
1997) (Figura 1.5).

Los haplogrupos que presentan una mayor distribucién en Africa son el
1.2 y 1.3. Estos haplogrupos se originaron en Africa hace 80 y 60 kya,
respectivamente, expandiéndose posteriormente por todo el continente
desplazando, a su vez, a los L1 preexistentes (WATSON ez al. 1997)

(Figura 1.5).

Fuera de Africa los linajes mitocondriales se engloban en dos grandes
super-clusters: el M y el N, descendientes ambos del haplogrupo L3.
Segun diversos autores, estos datos sugerirfan que el grupo que se habria
expandido desde Africa hacia FEurasia, habria estado compuesto
esencialmente por portadores del linaje L3, el cual se habrifa diferenciado
posteriormente, bien dentro del continente africano o bien fuera del
mismo, en los haplogrupos M y N (JOHNSON e7 a/., 1983; CANN et al.,.
1987; HORAI y HAYASAKA, 1990; HORAL, 1995; HORAI ¢ al., 1995;
VIGILANT ¢ al, 1991; INGMAN ¢/ 4/, 2002; RELETHFORD, 2001;

MACAULAY y RICHARDS, 2008; SOARES ef al., 2010).
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Figura L5. Arbol filogenético de los diferentes haplogrupos mundiales (SOARES e al,
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2009)
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I.3. J.A VARIABILIDAD GENETICA DE LA
POBLACION EUROPEA

Existen diversas hipotesis sobre el origen de la variabilidad genética de
los humanos actuales, todas ellas otorgan a las expansiones demograficas
ocurridas durante la prehistoria un papel primordial en la constitucién
genética de las poblaciones actuales, cuyo efecto final ha dado lugar a la

homogenizaciéon genética de las poblaciones.

Entre los eventos demograficos que han podido contribuir a la
variabilidad genética de la poblaciéon europea actual, se encuentran
principalmente: 1)- la llegada de HSAM a Europa, a inicios del
Paleolitico Superior (hace 50-40.000 afios), 2)- la recolonizacién de
Europa después del ultimo maximo glacial (hace unos 15 kya), 3)- la
difusion del Neolitico (hace 10-6 kya) y 4)- otros movimientos
poblacionales post-Neoliticos. El impacto de todos estos eventos sobre
la composicién genética de las poblaciones europeas actuales ha sido
evaluado a través del analisis de diversos marcadores genéticos, tanto

clasicos como del ADN.

1.3.1. Colonizacion de Europa por Homo sapiens anatomicamente
moderno

Actualmente, existen dos teorfas acerca del origen de los humanos
anatomicamente modernos (HSAM), la teoria del Out of Africa y la teoria
multirregional. La teorfa del Out of Africa propone, que el origen de los
humanos modernos ocurrié en Africa hace aproximadamente entre 150-

200 kya, desde donde salieron y colonizaron en fechas posteriores
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Eurasia (Europa, hace ~40 kya, y Asfa, hace ~60 kya), reemplazando a

las formas locales que existian en esos lugares.

Por otro lado, la teorfa multirregional propone que el origen de los
humanos modernos se remonta a hace 2 m.a. cuando Homo erectus salié
de Aftica y coloniz6 Eurasia. Estas formas suftirfan una evolucién s situ
de forma independiente, tanto en Asia, Africa, como Europa. A
consecuencia de los 2 m.a. transcurridos hasta la actualidad y las
diferentes condiciones ambientales especificas de cada region, las
diferentes poblaciones de Homo erectus, habrian ido acumulando las
diferencias poblacionales que actualmente observamos entre europeos,
asiaticos y africanos. Mientras que un flujo génico permanente entre las
distintas regiones geograficas habria mantenido la especificidad de la

especie de Homo sapiens.

El rapido desarrollo de la genética molecular y la emergencia de
herramientas informaticas, ha facilitado la reconstruccion de la historia
evolutiva de nuestra especie. Uno de los primeros estudios basados en
los datos de ADNmt (datos que solo permiten reconstruir la historia
evolutiva de las mujeres), fue el realizado por CANN ez a/. (1987), donde
concluyeron que el origen de la variabilidad mitocondrial se remonta a
Affica ~200 kya, denominando a esta teorfa, la teorfa de la “Eua

mitocondrial’.

Posteriormente, se publicaron otros estudios que confirmarfan esta
hipétesis (JOHNSON e al., 1983; HORAI y HAYASAKA, 1990; HORAIL,

1995; VIGILANT et al., 1991; RELETHFORD, 2001; INGMAN e¢# al., 2002).
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Estos estudios, indican que el origen de la variabilidad genética actual es
muy reciente, siendo este dato incompatible con la teorfa multirregional,
la cual propone que el origen de la variabilidad actual se encuentra en
Africa hace 2 m.a. Pero estos datos no son una prueba directa para
apoyar la teoria del Owt of Africa, trataindose solo de un dato compatible
con esta teorfa y de un unico marcador para la reconstruccion de la
historia evolutiva humana. El analisis de diferentes marcadores del ADN,
podria conducir a distintas conclusiones o hipdtesis (RELETHFORD,

2001; TEMPLETON, 2007).

El analisis de los arboles construidos a partir del cromosoma Y y un
numero de regiones autosémicas nucleares (TAKAHATA ef al, 2001),
muestran que el antecesor comuin mas reciente se encuentra en Africa, ya

que la raiz de estos arboles se situa en poblaciones de este continente.

Estudios mas recientes utilizan la comparaciéon de multiples /oc, siendo el
trabajo mas representativo el realizado por TEMPLETON, (2005), en el
que se examinan 25 regiones del ADN: ADNmt, cromosoma Y, 11
marcadores del cromosoma X y 12 marcadores autosémicos. Estos
marcadores muestran que no hubo una unica salida y expansiéon desde
Africa, sino que fueron tres: una hace 1,9 m.a. (I. C: 0.99-3.10), otra hace
650 kya (I. C: 390.000-970.000), y la dltima, hace 130 kya (I.C: 9.600-
169.000)

Estas tres expansiones desde Africa se han correlacionado con las
evidencias fésiles (RELETHFORD, 2008): La primera expansion coincidiria

con la salida y dispersion de Homo erectus fuera de Africa; la segunda
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coincide con el rapido incremento de la capacidad craneana ocurrido
dentro del género Homo, que tuvo lugar hace 700 kya, con la aparicion de
H. heildelbergensis; y finalmente, la ultima expansion y la mas reciente,
coincide con el origen y dispersiéon de los humanos anatémicamente
modernos. Estas tres expansiones apoyarian la teorfa multirregional. Sin
embargo, este estudio fue criticado puesto que los intervalos de
confianza (I.C.) de cada una de las expansiones eran muy amplios, por lo
que no se consideraban fiables para apoyar esta teorfa (RELETHFORD,
2008).

Esta ultima expansion coincide con la teoria del Owt of Africa. Sin
embargo, TEMPLETON, (2005), argumenta que la existencia de signos de
expansiones anteriores a la del Out of Africa, rechazarfan esta teoria. El
reemplazamiento total que supuso la expansion de los humanos
modernos segun la teorfa del Owut of Africa, tendria que haber borrado la

huella de expansiones poblacionales anteriores.

No toda la comunidad cientifica acepta estos planteamientos, es posible
que cupleran otros modelos dentro de los patrones de variabilidad
genética actual (RELETHFORD, 2008). Los datos de muestras actuales no
son una evidencia directa de la variabilidad genética del pasado, sino solo

una inferencia.

Si se analizan los datos de la variabilidad genética obtenidos en diferentes
trabajos, la poblaciéon que presenta los valores mas elevados es la sub-
sahariana, observaciéon que se obtiene a partir de datos del ADNmt

(CANN et al., 1987), microsatélites nucleares (RELETHFORD ef al., 1999),
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inserciones A/ (WATKINNS e¢f al., 2001) y marcadores del cromosoma 16
(ALONSO y ARMOUR 2001). Si asumimos que los cambios se van
acumulando a lo largo del tiempo, cabria esperar que segun la teoria del
Out of Africa, las poblaciones africanas, mas antiguas, hubieran acumulado
mayor cantidad de diferencias, aumentando asi su diversidad genética.
Posteriormente estas poblaciones africanas se habrian dispersado, dando

lugar a las poblaciones euroasiaticas, menos diversas.

Sin embargo, otra posible explicaciéon de la elevada diversidad de las
poblaciones africanas frente a las no africanas, serfa debido a factores
demograficos, tales como diferencias regionales en el tamafio
poblacional. Se espera que la diversidad sea proporcional al tamano
efectivo de la poblacion. Asi, en una poblacién de pequefio tamano
efectivo, el efecto de la deriva genética serfa mayor, y por tanto, los
niveles de diversidad mas bajos, en comparacién con poblaciones de
mayor tamafio efectivo, donde se observaria una mayor diversidad, caso

de la poblacion africana.

Otra cuestion a valorar antes de aceptar una de las dos hipotesis
existentes acerca del origen de la variabilidad genética actual, es si los
neandertales deben ser considerados una subespecie de Homo sapiens o si
por el contrario se trata de una especie diferente. La cuestion clave es si
los neandertales y humanos modernos se cruzaron. Aunque la respuesta
a estas cuestiones, ha sido durante mucho tiempo objeto de estudio a
partir del registro fésil, en la dltima década se ha producido un rapido
incremento de conocimientos genéticos de los Neandertales, que nos

permiten abordar esta cuestion desde el punto de vista de la genética.
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El trabajo pionero de KRINGS et al. (1997) fue el primero en abordar esta
cuestion directamente, a partir del analisis del ADN recuperado de restos
de neandertales. A este estudio se le sumaron otros posteriores,
conseguido hasta el presente, la informacién genética de la misma regién
del ADNmt en 11 fésiles de neandertal (GREEN ef al, 2006). Estas
secuencias resultan ser muy similares entre ellas, obteniéndose una baja
diversidad genética (KRINGS e7 a/., 2000), aunque en el futuro, el analisis
de un mayor numero de neandertales, podrian dar lugar a cambios
importantes en los valores de diversidad (CARAMELLI ef al, 2000;

ORLANDO ¢ al., 2000).

La comparacion de las secuencias de ADNmt de los neandertales y los
humanos modernos, nos indica que el numero de diferencias entre
ambas especies es mayor que la observada entre los humanos modernos,
lo que se ha interpretado en contra de la posible hibridacién entre ambas
especies (KRINGS ¢t al, 1997). Por otro lado, estos datos nos han
proporcionado unos tiempos de divergencia entre ambas especies de

~5.000 kya (RELETHFORD, 2008).

Sin embargo, la principal prueba en contra de una posible hibridacién
entre neandertales y nuestra especie, es que ninguna de las secuencias
mitocondriales obtenidas en los neandertales analizados, se han
encontrado en los humanos actuales (CARAMELLI ¢# al., 2003; SERRE e#

al., 2004).
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Esta notable diferencia genética entre estas dos especies puede ser
explicada de dos maneras: en primer lugar, como consecuencia de la
extincion de los neandertales, sin que contribuyeran a nuestro poo/
génico; o bien por la perdida a lo largo del tiempo debido a la deriva
genética de las secuencias especificas de los neandertales (RELETHFORD,

2008).

El desarrollo tecnolégico de los ultimos afios ha permitido obtener
secuencias del ADN nuclear del neandertal. Se han aplicado dos
metodologias diferentes, la metagendmica y la pirosecuenciacion, a un fésil de

neandertal de la cueva de Vindija (Croacia), que se remonta a 38 kya.

Con la metodologfa de la metagenémica se han secuenciado 62.500 pb
(NOONAN ef al., 2006) y con la pirosecuenciaciéon, mas de un millén de
pb (GREEN e al, 2006). Estos estudios han confirmado la diferencia
genética observada en los estudios anteriores, entre los neandertales y los
humanos actuales, y asimismo han datado la separacién del linaje de
neandertales y el nuestro, hace [b00-700 kya. L.a comparacién de los
alelos de humanos y neandertales (utilizando estimaciones de maxima
verosimilitud), no ha mostrado signos de mezcla entre las dos formas
(NOONAN ¢t al., 20006). Sin embargo, teniendo en cuenta los amplios
intervalos de confianza (0-20%), no se puede descartar un pequefo

porcentaje de mezcla entre los neandertales y humanos modernos.

El trabajo de GREEN ¢ a4/ (2006) ha utilizado un enfoque analitico
diferente para estimar el grado de mezcla entre las dos formas,

consistente en la comparacién de las secuencias del ADN de neandertal,
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europeos actuales y chimpancés, estos ultimos representarian el estado
ancestral. Los alelos derivados encontrados entre los humanos y el
neandertal representarian a los alelos del antepasado comun mas reciente
entre humanos y neandertales. El neandertal presenta alelos derivados en
mas del 30% de los SNPs, una cifra que es demasiado grande para ser
compatible con un modelo sencillo de reemplazamiento de los
neandertales por HSAM, por lo que estos autores aceptaban cierto grado

de hibridacién entre humanos modernos y neandertales.

WALL y KiM (2007), analizaron mas detalladamente las diferencias
observadas entre los estudios de GREEN e# a/. (2006) y NOONAN ef 4.
(2000), llegando a la conclusién de que estas diferencias podrian ser
debidas a contaminacién o errores debidos a la degradaciéon del ADN en
el primer estudio. Por tanto, a la hora de interpretar los resultados del
estudio de GREEN e¢7 4/ (20006), no se puede descartar la contaminacién

de estas muestras con ADN ex6geno de humanos actuales.

El avance en las técnicas de extraccion y amplificacion de ADNa, ha
permitido obtener informacién de fragmentos del ADNmt, el genoma
mitocondrial completo y de un porcentaje del genoma nuclear de un
conjunto de neandertales de diferente procedencia (KRINGS e¢f al., 1997,
2000; OVCHINNIKOV ef al., 1998; 2000; SCHMITZ ¢f al., 2002; SERRE ef al.,
2004; LALUEZA-FOX ef al, 2005, 2006, 2007; KRAUSE e al, 2007,
CARAMELLI ¢/ al., 2006; ORLANDO e al., 2006; DALTON, 2006; DELSON
y HARVATI, 2006; FINLAYSON ef al.,, 2006; GREEN et al., 2006; HOSS e? al.,

2000; NOONAN et al, 2006). Todos estos estudios estan permitiendo
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obtener una vision mas detallada del proceso evolutivo que dio lugar al

origen de nuestra especie.

1.3.2. Reexpansion en Europa tras Ia iiltima glaciacion

Durante el ultimo maximo glacial (Last Glacial Maximun; I.GM) hace 25-
19.5 kya, las poblaciones humanas se refugiaron en zonas aisladas en el
suroeste de Europa, los Balcanes, el Levante y el este de Europa
(GAMBLE ¢t al., 2004, 2005). Varias lineas de investigacion han indicado
que la variabilidad genética actual, proviene en gran medida de la
reexpansion a partir de estos refugios glaciales, hacia el centro y sur de
Europa después del LGM, hace 15 kya (Figura 1.6). Un gran namero de
linajes mitocondriales descritos en la poblacién actual, presentan edades
de coalescencia correspondientes con este periodo prehistorico; éste es el
caso de los haplogrupos V, H5 H1, H3, y U5b1lb (TORRONI ¢/ al,, 1998,
2001, 2006; TAMBEST e# al., 2004; ACHILLI ¢/ al., 2004, 2005; ALVAREZ-

IGLESIAS et al., 2007; SAJANTILA et al., 1996).

El haplogrupo H es el mas frecuente en Europa, con un porcentaje de
aproximadamente un 45%, y un origen probable en el Préximo Oriente
hace 18 kya (TORRONI e al, 1998, 2001, 20006). Sin embargo, en un
estudio reciente se estima su origen hace ~15 kya (SOARES ¢7 /., 2009), lo

que sugiere que su origen fue posterior al LGM.

Asimismo, los haplogrupo V, H1, H3, H5 y U5b3, presentan unas
edades de coalescencia que coinciden con el inicio de la época post-
glacial: H5 y U5b3 presentan edades entre 13-14 kya y V, H1 y H3 de 11-
11.5 kya (SOARES et al., 2009).
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Teniendo en cuenta las fechas de coalescencia de estos linajes, estos
haplogrupos se podrian considerar los marcadores de la reexpansion de
los grupos poblacionales de Europa, desde los refugios glaciales después

del LGM.

Los datos obtenidos del cromosoma Y, también nos indican la existencia
de haplogrupos que presentan un origen en los refugios glaciales del sur
de Europa, siendo I1 y Ilbl originarios de los refugios Franco-
Cantabrico e 12al del refugio de los Balcanes (ROOTSI ef al, 2004
MARJANOVIC ¢ al., 2005).

Todos estos estudios indican que una alta proporcién de la variabilidad
actual, tanto del ADNmt como la del cromosoma Y, proviene del
Mesolitico, época en la que en Europa se observa una transicion entre la
ultima glaciacién y una época calida. (TORRONI 2006; RICHARDS ¢7 al,
2000; SEMINO et al., 2000; RICHARDS, 2003).

1.3.3. La difusion del Neolitico

El término “Neolitico” fue propuesto por primera vez, por LUBBOCK en
1856, refiriéndose exclusivamente al cambio tecnolégico consistente en
la apariciéon de la piedra pulimentada, que vendria a sustituir a la piedra
tallada asociada al Paleolitico. Esta primera definiciéon de Neolitico en
base a los hallazgos arqueoldgicos, se ha visto completada por otro
conjunto de transformaciones de aparicibn mas o menos simultanea:
cambios econdmicos, con la transformacién de una economia de
subsistencia (cazadora-recolectora) en una economia de produccién

(agricola y ganadera), resultado del desarrollo de la domesticacion de
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plantas y animales, con el consiguiente desarrollo de la agricultura y la
ganaderfa. Cambios sociales, como la aparicibn de poblados a
consecuencia de la sedentarizacioén asociada al desarrollo de la agricultura

y la ganaderia; y cambios materiales, como la aparicion de la ceramica.

El Neolitico es definido como un periodo prehistorico de grandes
transformaciones de caracter tecnolégico, social, cultural y econémico,
claves para el desarrollo de las sociedades humanas modernas. Por eso,
se otorga el término de mneolitizacion al conjunto de procesos que
operaron en la transicion del modo de vida cazador-recolector al

productor (agricultura y ganaderia).

Existe un gran debate sobre como se produjo la transicion de estos
modos de vida, que actualmente sigue sin resolverse. La naturaleza de
estos mecanismos y su adopciéon como método de subsistencia,
continuan todavia sin aclararse, siendo objeto de un continuo debate. Sin
embargo, existe un consenso sobre el origen de las innovaciones
asociadas al Neolitico, ocurrié hace aproximadamente 10 kya en ciertas
regiones del Préximo Oriente, como son los territorios actuales de Siria e

Israel, desde donde se expandi6 al resto de Europa (Figura 1.6).

El fenémeno de la neolitizaciéon en Europa, fue establecido mediante las
dataciones radiocarbonicas de los depédsitos de ceramica y las evidencias
de domesticaciéon de los yacimientos neoliticos mas tempranos. La
proyeccion de estas fechas sobre un mapa muestra, un gradiente sureste-

noroeste que sugiere que la transiciéon al modo de vida neolitico en
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Europa habria tardado en completarse ~2.500 afios (CLARK e al, 1965;

AMMERMAN y CAVALLI-SFORZA, 1984) (Figura 1.8a).

Figura 1.6 Principales eventos demograficos documentados arqueolégicamente.
Flechas verdes: colonizacion paleolitica. Circulos naranjas: refugios glaciales. Flechas
naranjas: reexpansién mesolitica. Flechas moradas: difusion démica asociada al
Neolitico.

Se han postulado dos rutas de expansion de la neolitizacién desde el
Préximo Oriente, asociados a tres grandes complejos ceramicos (Figura

L7):

1. Asociada a la cerdmica cardial, a través de la costa mediterrinea
hacia Italia, Francia y finalmente la Peninsula Ibérica.

2. Asociada al complejo cerdmico lineal (LBK), hacia el centro y norte
de Europa, quedando en la zona de los Balcanes y Anatolia. la

cultura de la cerdmica pintada (GRONENBORN e al., 2007).
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Ciertos hallazgos contradicen la difusiéon conjunta de los elementos que
forman parte del fendmeno de la neolitizacion, ya que existen evidencias de
domesticacién de especies animales y vegetales anteriores a las fechas

proporcionadas por las dataciones radiocarbonicas, citadas anteriormente

(PRICE, 2000).

Figura I.7. Principales focos de dispersiéon de la neolitizaciéon asociada a los
complejos ceramicos: LBK (marrén) y cardial (rosa).

Como ya se ha mencionado, existe un consenso sobre cual fue el foco de
origen de los agricultores neoliticos, pero no ocurre lo mismo sobre el
proceso de dispersion de la neolitizacion. Se han propuesto dos modelos
para explicar el proceso de dispersion del neolitico: uno es el modelo de

difusion démica y el otro el modelo de aculturacion.

El modelo de difusion démica, propone que la transicion neolitica en

Europa se produjo como consecuencia de una sustituciéon poblacional de
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los grupos de cazadores-recolectores, por parte de una comunidad
agricola en expansion procedente del Préximo Oriente (AMMERMAN y
CAVALLI-SFORZA, 1984). Por otro lado, el modelo de aculturacion,
propone que la transicién neolitica tuvo lugar mediante la adopcién de
este sistema productivo por parte de los grupos indigenas locales, sin

reemplazamiento poblacional (DENNELL, 1985).

Entre ambas hipotesis se postula un modelo intermedio consistente en
un cierto grado de mezcla entre los inmigrantes con una economia
productora y los grupos locales cazadores-recolectores, respaldada por
diferentes mecanismos como la difusion démica (AMMERMAN vy
CAVALLI-SFORZA, 1984), dominancia de un grupo (RENFREW ¢7 a/., 1987)

o la colonizacién pionera (ZILHAO, 2001; RENFREW e a/., 2000).

La aceptacion de uno u otro modelo tiene diferentes implicaciones sobre
el origen de la composiciéon genética de las poblaciones europeas
actuales. De haberse dado el modelo de la difusion demica, 1a variabilidad
genética de las poblaciones actuales procederfa esencialmente del
Proximo Oriente y no se remontarfa mas alla del origen neolitico (~10
kya). Se esperarfa por lo tanto encontrar una gran similitud genética entre

las poblaciones Europeas y las del Préximo Oriente (Figura 1.0).

Por el contrario, de haberse dado el modelo de aculturacion, la expansion
del Neolitico no habria modificado la composicién genética de la
poblacion europea, que tendria su origen mas atras en el tiempo, en las
expansiones del Paleolitico (Figura 1.6) o antes si se tiene en

consideracion la Hipdtesis Multiregional. En ambos casos, la diferencia
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entre las poblaciones de Europa y el Proximo Oriente dependeria del

grado de diferenciacién genética acumulada de forma individual.

Estas dos hipotesis son las mas extremas y entre ellas se han definido
otros modelos para predecir la dispersiéon del neolitico en Europa.
RICHARDS (2003), basandose en las hipotesis propuestas por ZVELEBIL
(2000), publicéd siete modelos para la dispersién de la neolitizacion en
Europa, teniendo en cuenta para ello los datos genéticos existentes en la
bibliografia y asumiendo que las poblaciones del Préximo Oriente y las
de Europa eran genéticamente diferentes antes del neolitico. Con estos
modelos RICHARDS (2003), replantea que la dispersion del Neolitico no
s6lo se puede explicar mediante las dos hipdtesis extremas. Los siete
modelos que explican el fenémeno de la neolitizacion, junto con sus

implicaciones genéticas, se indican a continuaciéon:

1. Migracionista. HEste modelo postula la existencia de un
movimiento unidireccional de los agricultores del Proximo
Oriente hacia Europa, en el que existié un reemplazamiento
genético de los cazadores-recolectores indigenas. Por lo tanto, la
poblacién de Europa y la del Préximo Oriente no presentarian
diferencias genéticas, aunque éstas puedan existit debido a
eventos demograficos post-neoliticos.

2. Difusién démica. Como ya se ha mencionado, este modelo se
basa en la mezcla de los agricultores neoliticos con los cazadores-
recolectores, sin la existencia de un reemplazamiento total, lo que

conllevarfa la formacién de gradientes para algunos linajes.
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AMMERMAN y CAVALLI-SFORZA (1984) se basaron en este
modelo para elaborar el modelo de ola de avance.

3. Elite dominante. A inicios del neolitico una élite social de
agricultores y/o ganaderos penetraria en una zona e impondtia
su cultura a nivel local. En este caso, los grupos recién llegados
no dejarfan muchas evidencias genéticas en la zona colonizada.

4. Infiltracion de pequenos grupos especializados. Un pequefio
numero de individuos agticultores y/o ganaderos, se
introducirfan en nuevas areas, donde dejarian huellas de algunos
linajes de la poblacion original, sin dar origen a clinas. Se tratara
de una expansion en forma aleatoria en donde se irfan
introduciendo estos grupos especializados.

5. Leapfrog. Este modelo se basa en la colonizacién de areas
geograficamente limitadas, por parte de grupos de agricultores
y/o ganaderos de tamafio reducido, 6ptimas para su forma de
vida, quedando asi rodeados por los grupos indigenas. En este
modelo, se podrian hallar las huellas genéticas de la poblacién
original a la que pertenecen estos pequeflos  grupos
colonizadores.

6. Movilidad de fronteras. El intercambio genético tendrfan lugar
en las zonas fronterizas creadas entre los grupos de agricultores
neoliticos y los grupos de cazadores-recolectores indigenas.

7. Contacto regional o aculturacién. El contacto cultural entre
los cazadores-recolectores indigenas y los agricultores neoliticos,

darfa lugar Gnicamente a un intercambio cultural.
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Los estudios de la composicion genética de las poblaciones actuales de
Europa y del Préximo Oriente, han tratado de determinar el impacto de
las expansiones neoliticas sobre el poo/ génico europeo. Existe cierto
consenso general a la hora de rechazar las dos hipétesis extremas,

difusiéon poblacional con reemplazamiento o cultural.

El debate generado en torno a estos estudios afecta al grado relativo de
contribucién genética de la poblacion autdctona e inmigrante en el poo/
génico europeo actual. El estudio de las frecuencias de ciertos marcadores
clasicos en las poblaciones europeas, revel6 la existencia de diferentes
gradientes o clinas interpretadas como expansiones poblacionales del
pasado, siendo la expansioén del Neolitico desde el Proximo Oriente la
mas evidente (MENOZZI ¢f al., 1978; CAVALLI-SFORZA y PIAZZA, 1993;

PIAZZA et al., 1995; SEMINO et al., 1996).

El primero de estos estudios (MENOZZI ¢# al. 1978) se realizé a partir de
las frecuencias alélicas obtenidas del analisis de 10 /¢ diferentes: dos del
Sistema de Histocompatibilidad HLA (HLA-A y HLA-B) y el resto, de
diversos grupos sanguineos (ABO, Rh, MN, Lewis, Duffy), enzimas y
proteinas  plasmaticas (Fosfatasa ~ acida, = Fosfoglucomutasa,

Haptoglobina).

Se llevé a cabo un analisis de componentes principales, que sirvié de
base para trazar los mapas sintéticos correspondientes a cada
componente. El mapa correspondiente al primer componente principal
(30% de la varianza total), mostraba un gradiente Sudeste-Noroeste,

desde el Proximo Oriente, que se solapaba con el mapa de la expansion
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de la agricultura en Europa, reconstruido a partir de los datos de

radiocarbono (AMMERMAN y CAVALLI-SFORZA, 1984) (Figura 1.8a).

Estos resultados dieron lugar al modelo de difusién démica asociada a la
expansion del Neolitico en Europa (modelo 2). Posteriormente los
mismos autores ampliaron este estudio al analisis de 95 genes,
confirmando y completando los resultados obtenidos anteriormente
(CAVALLI-SFORZA ¢t al. 1994) (Figura 1.8b). Asimismo los estudios
realizados por PIAZZA et al. (1995) y SOKAL et al. (1991), también

apoyaron estos resultados.

Figura 1.8.Analisis de componentes principales. a) Mapa sintético de Europa y oeste
de Asia obtenido a partir del primer componente principal obtenido de marcadores
clasicos de CAVALLI-SFORZA 1994. b) Mapa de distribucién de las dataciones radio
métricas de los yacimientos neoliticos de Europa y el Préximo Oriente. (Figuras tomadas
de JOBLING et al., 2004)

2) b)
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Los patrones de diversidad mitocondrial europea actual, no sustentan las
conclusiones generadas por los estudios de marcadores clasicos y
sugieren un origen predominantemente Paleolitico para la diversidad de

las poblaciones europeas actuales.
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El estudio pionero fué realizado por RICHARDS ef al (1996), donde
analizaron la variabilidad del ADNmt de los europeos actuales e
iniciaron un debate entre los defensores de un modelo de difusion

démica y los del modelo de aculturacion.

El analisis de la variabilidad de la HVS-I del ADNmt de 821 individuos
pertenecientes a 14 poblaciones europeas diferentes, permiti6 clasificar la
variabilidad mitocondrial en cinco haplogrupos mitocondriales
principales, siendo la estima del TMRCA (Tzme for the Most Recent Comon
Ancestor) de cada uno de estos haplogrupos anterior a la difusién del
Neolitico, menos en dos subhaplogrupos distribuidos en el oeste (J1b1,

12,5 kya) y centro (J1a, 6 kya) de Europa.

Estos patrones de diversidad mitocondrial europea actual, se oponen a
las conclusiones de los marcadores clasicos, proponiéndose un origen
predominantemente Paleolitico de la diversidad mitocondrial europea,
con una contribuciéon Neolitica minoritaria (12%), restringida a las
variantes dentro del subcluster J. A partir de este estudio se generé un
modelo para explicar la expansiéon del Neolitico en Europa, en el cual
predomina la aculturacién y un escaso aporte neolitico debido a la

difusién démica.

En un estudio posterior, del mismo grupo de investigacion, se
incrementd el tamafio muestral de las poblaciones analizadas, tanto
europeas (RICHARDS ¢ al, 1998), como del Préximo Oriente

(MACAULAY et al., 1999; RICHARDS ¢ al., 2000). De este modo, se obtuvo
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una diseccion mas detallada de los diferentes haplogrupos mitocondriales

europeos (RICHARDS ¢ al., 1998).

Asimismo, se introdujo una nueva aproximacion metodolégica, el andlisis
fundador de los linajes mitocondriales. Este analisis se basa en la deteccion
de aquellas variantes mitocondriales originarias del Préximo Oriente que
habrfan migrado a Europa, para posteriormente estimar el tiempo en el

que tuvo lugar dicha migracion (RICHARDS ef af., 2000).

Gracias a este analisis, se pudieron identificar las variantes asociadas a
cada una de las expansiones poblacionales, que supuestamente han
modelado el poo/ génico de las poblaciones europeas actuales. Estos
resultados corroboraron la principal hipétesis del trabajo de RICHARDS e7
al. (1996), segun la cual la mayor parte de la variabilidad mitocondrial
europea actual tiene su origen en el Paleolitico, en la colonizaciéon del

continente ocurrida desde el Préximo Oriente por parte de HSAM.

Segun RICHARDS e a/. (2000), HSMA habria introducido el haplogrupo
U en Europa a inicios del Paleolitico Superior. Los haplotipos que
definen los haplogrupos HV, Ul y, posiblemente también, U2 y U4,
habrfan llegado mas tarde, durante el Paleolitico Superior Medio. A
finales del Paleolitico Superior, se habrian introducido en Europa desde
el Proximo Oriente algunos sub-clusters del haplogrupo H (H-CRS, H-
16304 y H-16362,16482). Unicamente aquellas variantes situadas en la
base de los haplogrupos J, T1, U3 y algunos sub-clusters de los
haplogrupos H y W, podrian haber sido introducidos en Europa durante

las expansiones del Neolitico (Figura 1.9).
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Segun estos estudios, el porcentaje de variabilidad genética actual
asociada a las expansiones neoliticas no serfa superior al 23%, con
valores entre 9-12% en las poblaciones mediterraneas y sensiblemente
superiores en centro Europa (15-22%). Posteriormente, el grupo de
TORRONI, tras analizar la frecuencia y distribucion actual de ciertos
haplogrupos europeos, como el V y los subgrupos H1 y H3, concluy6
que estos clusters, presentes ya en Europa a finales del Paleolitico
Superior, sufrieron nuevas expansiones desde la franja cantabrica hacia el
norte tras la tltima glaciacion, hace ~11 kya (TORRONI ¢7 @/, 1998; 2001;

ACHILLI ¢f al., 2004).

Figura 1.9. Edad y frecuencias estimadas para los principales
haplogrupos mitocondriales europeos. PS: Paleolitico Superior; PSM
Paleolitico Superior Medio y PST Paleolitico Superior Tardio. (Figura
modificada de RICHARDS ¢/ a/., 2000).
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Los defensores de la hipotesis de la difusion del Neolitico, cuestionan la
validez de la region control del ADNmt como marcador para la
reconstruccion del pasado de las poblaciones humanas, ya que ésta se
refiere tnicamente a la historia demografica de las mujeres (CAVALLI-

SFORZA y MINCH, 1997). Estos udltimos autores, sin embargo, han
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reconocido en posteriores trabajos que la contribuciéon de los
inmigrantes neoliticos al poo/ mitocondrial europeo fue de un 26% (SEMINO
et al., 2000), valor muy similar al deducido a partir de los estudios de

ADNmt.

Actualmente, con la revision y mejora del reloj molecular, se han variado
las cronologias de algunos haplogrupos mitocondriales (Tabla 1.1)
(SOARES e al., 2009). Estas nuevas cronologias, junto con los datos
arqueologicos y genéticos (ADNmt y cromosoma Y), han permitido
proponer cuatro fuentes de origen de la variabilidad genética europea

actual (SOARES ef al.,, 2010):

1. La colonizacién en el Paleolitico Superior por parte de HSAM

2. La recolonizacién de Europa después del LGM

3. Ladispersion de la economia productora asociada al neolitico

4. Las migraciones o intercambios econémicos a partir de la Edad

del Cobre

Con esta nueva calibraciéon, la mayoria de los clados mantendrian unas
edades similares a las estimadas mediante otros estadisticos. El
haplogrupo U5 sigue siendo el haplogrupo mas antiguo de Europa y se
asocia a la colonizacién de Europa por parte de HSAM, en el Paleolitico

superior (SOARES ¢ al., 2010).

En el caso del haplogrupo H, su edad de coalescencia es menor a la
estimada con otros estadisticos, mostrandose como un posible marcador
de la expansion desde los refugios glaciales europeos después del LGAM.
Asimismo, los linajes H1, H3, y V, también se asocian a esta reexpansion

(SOARES et al,, 2010).
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Tabla 1.1 Edad de los principales haplogrupos europeos segun distintos relojes
moleculares, estimadas con un intervalo de confianza del 95% de. P, estimador de la
diversidad; ML, maxima verosimilitud. 2, Secuencia completa del ADNmt (SOARES e#
al, 2009); P | cambios sinénimos (SOARES e al, 2009); ¢, transiciones sinénimas
(KIVISILD e¢# al, 2006; PEREGO ¢ al., 2009); 4, la region codificante (MISHNAR ef al,

2003; PEREGO ¢ al., 2009). Modificada de SOARES e7 /. (2010).

HG MLa Qa Qb Qc Qd

U  558(485-633) 50,7 (409-609) 527 (37,8-67,6) 50,4 (36,0-649) 544 (41,9 - 66,9)
U8  513(440-588) 491 (304-688) 529 (222-83,5 50,5 (44,0-588) 553 (31,2-79,5)
K 31,6(242-392) 251(169-363) 22,0 (154-286) 205 (14,1-269) 283 (17,0- 39,6)

K2a 88 (54-123) 6,8 (3,7-9,9) 7531-11,8) 72(3,0-114) 62(3,5-89)
U5 369 (27,5-46,6) 313 (21,4-41,5 31,7 (130-504) 303 (12,2-485) 29,7 (17,9 - 41,4)
Usbl 204 (149-261) 174(99-252) 256 (63-449) 246 (59-433) 19,6 (8,2-31,0)

Usbibl 83 (4.4-123) 9 (4,8 -133) 61(07-115)  59(07-114)  7,3(3,6-11,1)
Usb3  130(9,7-163) 132(82-182)  90(55-123)  81(49-11,3)  102(6,2-142)
U4 208 (158-260) 17,8 (12,3-234) 127 (7.9-17,5) 122(7,6-168) 204 (13,1 -27,8)
1 247 (19,0-30,5) 251 (169-33,6) 22,0 (154-28,6) 20,5 (142-269) 283 (17,0 - 39,6)
H  175(56-194) 157 (133-18,0) 162 (129-19,5 152 (121-184) 18,8 (14,6 - 21,6)
H1 11,1(93-128  108(88-128  95(72-11,7)  88(67-11,00 11,0 (9,1-12,9)
H3  11589-129) 108(85-132  95(63-126)  88(8-11,7) 11,1 (84-139)
H5  139(10,7-17,1) 124 (73-17,3) 151 (3,0-272) 146 (29-264) 16,1 (7,7 - 24,6)
\Y 1185-135  102(7,9-125 10,7 (7,6-13,8) 101 (71-131)  132(9,7-16,7)

Jala  77(1,7-139) 7,9 (27-133) 53 (0-134) 51 (0 - 13,0) 9,8 (1,8- 16,6)

La expansion del Neolitico vendria representada por los haplogrupos J y
K2a, en los que si se ha obtenido una redefinicion de la edad de
coalescencia. Segun la nueva redefinicién de las edades de coalescencia
del haplogrupo | y K2a, ésta coincidirfan con la dispersiéon de los grupos
de agricultores neoliticos, que se fueron dispersando por Europa desde el

Proximo Oriente (SOARES et al., 2010).
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En cuanto a los datos provenientes de la regiéon no recombinante del
cromosoma Y (NRY), se observa un gradiente sureste-noroeste muy
similar al que muestran algunos marcadores clasicos. Fsto ha sido
interpretado como la huella genética de la expansion neolitica (SEMINO ef

al., 1996, 2000; ROSSER ¢ al., 2000).

En el estudio de SEMINO ¢7 al. (1996), la deleccion 122, perteneciente al
haplogrupo | del cromosoma Y (segin ROSSER ef a/, 2000), se ha
identificado como un marcador de la dispersion del Neolitico en Europa.
SEMINO e¢f al. (2000) analizaron de forma detallada la filogenia del
cromosoma Y, estudiando 22 marcadores binarios que permitieron
identificar 6 haplogrupos diferentes. Entre éstos, el F, E3b, G y ]2
mostraban un gradiente de frecuencias compatible con la expansiéon del
Neolitico. La frecuencia de estos linajes en la poblacién actual, fue
utilizada para realizar una estima de la contribuciéon de los agricultores

neoliticos al poo/ génico europeo, siendo éste de un 22%.

Ademas de identificar las variantes actuales que presentan su origen en el
Neolitico, los tres estudios citados determinan también aquellos
haplotipos pertenecientes al sustrato Paleolitico, como es el caso del
haplotipo 15 (o haplogrupo R, segin ROSER ¢7 4/, 2000). SEMINO e al.
(2000) relacionaron los haplogrupos R e I con las culturas Aurifiaciense
(35-40 kya) y Gravetiense (22 kya) del Paleolitico Superior,

respectivamente.

La distribucién geografica de las frecuencias de otras variantes, con

maximos en ¢l centro-norte Europa (E, Rla) y en el este del Baltico
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(N3), ha sido interpretada como evidencia de las reexpansiones post-

glaciales desde los refugios de la Peninsula Ibérica y los Balcanes.

Recientemente, BALARESQUE e¢7 a/. (2010) han publicado un analisis de la
variabilidad del cromosoma Y en 2.574 muestras europeas, en el que
observan que el haplogrupo mas frecuente en Europa es el R1b1b2,
presentando una frecuencia en gradiente desde el este al oeste de
Europa. Asimismo, la estima de la edad de coalescencia en base a
marcadores microsatélites del cromosoma Y, arroja unas fechas en torno

a 7-6 kya.

La representacion de la filogenia del haplogrupo R1b1b2 presenta forma
estrellada, lo que indica un tnico foco de origen y dispersion, siendo la
poblacion de Turquia la que se presenta en el nodo central. Por lo tanto,
BALARESQUE e al. (2010), proponen que el haplogrupo R1b1b2 se
originé en Turquia, hace 7-6 kya, desde donde se dispersé al resto de
Europa portado por los hombres agricultores. Este estudio, se
contrapone con los andlisis de SEMINO ez @/ (2000) y ROSSER e/ 4.
(2000), quienes proponen que este haplogrupo podria ser un marcador
de la reexpansion mesolitica desde los refugios glaciales de la regioén

Franco-Cantabrica, los Balcanes y los Alpes.

Las estimas sobre los porcentajes de contribuciéon de la variabilidad
genética proveniente tanto del Neolitico como del Paleolitico al poo/ génico
europeo, han proporcionado resultados contradictorios. Tras el reanalisis
de los datos de SEMINO e7 a/. (2000), CHIKHI ¢f al. (2002) cuantificaron la

contribucién neolitica en FEuropa entre un 50-60%, valor superior al
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estimado hasta el momento [un 22% segun SEMINO e/ a/ (2000) y

RICHARDS ef al. (2000)].

En los trabajos de SEMINO ez 4/ (2000) y RICHARDS ef a/ (2000), la
medida de la aportacion neolitica se basa en la cuantificaciéon de las
variantes cuya distribucién de frecuencias sigue un patrén compatible
con la dispersién del Neolitico en Europa (un anico foco de origen en el
Proximo Oriente y un gradiente este-oeste en Europa). En el trabajo de
CHIKHI ¢t al. (2002) la composicion genética de las poblaciones neoliticas
y paleoliticas se estima a partir de sus poblaciones descendientes:
Turquia, Libano y Siria para las poblaciones neoliticas y Pafs Vasco o

Cerdefia en el caso de las poblaciones paleoliticas.

En el trabajo de CURRAT y EXCOFFIER (2005) se simula el patrén de
diversidad esperado en los SNPs a partir de la expansion neolitica,
teniendo en cuenta diferentes grados de mezcla con la poblacion
paleolitica. De estas simulaciones se concluye que incluso una
contribucién pequefa de genes del Paleolitico habria sido suficiente para
garantizar su persistencia hasta la actualidad y enmascarar la huella
genética de la difusién de los primeros agricultores desde el Préximo

Oriente.

Independientemente de los resultados obtenidos, todos los estudios
anteriormente mencionados parten de un conjunto de asunciones que

pueden ser cuestionadas:
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* El Préximo Oriente serfa el lugar de origen de la mayoria de las
expansiones prehistoricas, incluidas la del Paleolitico y la del

Neolitico.

* Las poblaciones ecuropeas y del Proximo Oriente eran
genéticamente diferentes en el momento en el que se produjeron

los diferentes eventos migratorios.

* Se considera que la variabilidad genética actual de las poblaciones
de Europa y del Préoximo Oriente es representativa en el
momento en el que se produjeron las migraciones paleoliticas o

neoliticas.

* Se asume la edad de un linaje, como la representacion de la edad

de una poblacién.

El ADN recuperado de restos 6seos y dentarios de los individuos
recuperados de yacimientos prehistoricos nos muestra directamente los
resultados acerca de la variabilidad genética existente en el pasado. De
este modo, es posible contrastar las hipotesis planteadas a partir de los

datos actuales.

Recientemente se han publicado diversos estudios acerca de la
composicion genética mitocondrial a partir de los restos recuperados
tanto en yacimientos de agricultores neoliticos como de cazadores-
recolectores del Paleolitico Superior, que permiten evaluar las diferentes

hipétesis sobre la expansion de la agricultura durante el Neolitico.
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El primer estudio de ADNa publicado, fue un analisis de la variabilidad
ADNmt en los primeros agricultores neoliticos (7.5-7 kya) de Europa
central (HAAK e al., 2005), donde se cuestiona la aportacién de los
primeros agricultores neoliticos de Europa Central en el poo/ génico de
los europeos actuales. Estos primeros agricultores neoliticos europeos
muestran una frecuencia elevada del haplogrupo Nla (25%), cuya
frecuencia es extremadamente baja en la poblacién europea actual
(0,02%). Asimismo, rechazan la posibilidad de que este haplogrupo haya
diluido su frecuencia en Europa por efecto de la deriva genética que

pudo haber acontecido en los tltimos 7.500 afios.

Asi, sus resultados indican una insignificante contribucién genética de
estos primeros agricultores neoliticos al poo/ génico de los europeos
actuales. En el caso de que hubieran existido cruzamientos con los
cazadores-recolectores, éste habria tenido lugar entre los hombres

agricultores y mujeres cazadoras-recolectoras.

Sin embargo, BALTER, (2005) y AMMERMAN e a/. (2006) han criticado el
trabajo de HAAK ez al. (2005), ya que segun estos autores, la difusion del
neolitico se pudo haber transmitido de diferentes formas en las distintas
regiones de Furopa. Por tanto, el fenémeno de neolitizacién propuesto

por HAAK et al. (2005), no tiene por qué generalizarse a toda Europa.

Asimismo, critican que las conclusiones propuestas se basan en un unico
marcador genético, el ADNmt, que ademas hace referencia unicamente a
las primeras mujeres con una economia productora (AMMERMAN e al.,

2006).
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Estos datos se deberfan completar con los provenientes del ADNmt de
individuos mesoliticos, para comprobar el entrecruzamiento de hombres
agricultores con mujeres cazadoras-recolectoras y con la informacién
obtenida de otros marcadores genéticos e incluso de datos

craneométricos.

Por ultimo, AMMERMAN ¢ al. (2000) critican el tamafio muestral
analizado y el hecho de que no todas las muestras analizas
corresponderian a los primeros agricultores neoliticos, ya que existe una

disparidad cronoldgica entre los yacimientos analizados.

En un estudio posterior, realizado por SAMPIETRO ef a/. (2007) basado en
el andlisis genético del ADNmt en once individuos de un yacimiento de
5.5 kya de Catalufia (“Cami de Can Grau”; Granollers) se muestran unos
resultados diferentes a los publicados por HAAK ez @/ (2005). Ninguno
de los individuos recuperados en este yacimiento pertenecen al
haplogrupo Nla, mientras que se confirma la existencia de linajes
mitocondriales caracteristicos de las poblaciones actuales de la Peninsula
Ibérica y de la zona mediterranea de Europa. Por lo tanto estos autores
proponen un modelo dual para explicar el proceso de dispersion de la
agricultura durante el Neolitico, por un lado se trataria de una difusién
démica en la zona mediterranea de Europa y por otro lado de

aculturacion en la zona central de Europa (SAMPIETRO e al., 2007).

Recientemente, BRAMANTI ¢ a/. (2009) han analizado una muestra de 22
individuos cazadores-recolectores y los han comparado con los neoliticos

de HAAK e al. (2005), y una muestra de europeos actuales de la misma
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region geografica, el centro de Europa. Las tres muestras poblacionales
(cazadores-recolectores, agricultores y europeos actuales), presentan
diferencias estadisticamente significativas, las cuales, segin un analisis de
simulaciones coalescentes, realizado por los autores, no se pueden
explicar por una continuidad genética desde los cazadores-recolectores,

pasando por los primeros agricultores hasta la actualidad.

Segin BRAMANTI e7 al. (2009), la transicién cultual neolitica acontecida
en la zona central de Europa, habria ido acompanada de un influjo de
gentes sustancial de las regiones adyacentes, al menos durante la fase
inicial del Neolitico, pero no se habrian mezclado significativamente con

las mujeres cazadores-recolectores locales.

Ademas, en este estudio proponen, que dado que en la poblacién actual
existen representantes de los haplogrupos encontrados en estas dos
muestras prehistoricas, pero con una frecuencia muy baja, no puede
explicarse que la variabilidad actual sea el reflejo de una mezcla de los
cazadores-recolectores y los primeros agricultores neoliticos, sino que
seria debido a eventos demograficos post-neoliticos, de los que no se han

encontrado pruebas de su existencia en el registro arqueologico.

El dltimo estudio realizado en muestras de cazadores-recolectores hasta
el momento, corresponde al analisis de una muestra de 19 individuos
cazadores-recolectores de Escandinavia de hace 4 kya, que subsistieron
en paralelo con los primeros grupos neoliticos en esta region geografica
(MALMSTROM ¢t al., 2009), donde obtienen las mismas conclusiones

propuestas por BRAMANTI ¢ a/. (2009). En este estudio investigan la
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posible ascendencia de los escandinavos actuales de esta muestra de

cazadores recolectores.

Los resultados muestran que la muestra analizada presenta elevadas
frecuencias de los haplogrupos U5 (35%) y U4 (47,4%) y ausencia de
haplotipos pertenecientes al haplogrupo N1la, manteniendo la hipdtesis
de la existencia de una discontinuidad genética entre las poblaciones
cazadoras-recolectoras y las neoliticas y actuales en esta zona.
MALMSTROM e al. (2009) han propuesto un evento de reemplazamiento

poblacional, tanto en el periodo Neolitico como post-Neolitico.

1.3.4. Movimientos poblacionales Post-Neoliticos

Los estudios genéticos actuales basados en el analisis de diferentes
marcadores moleculares, sitian el origen de la variabilidad genética
europea actual o bien en las expansiones del Paleolitico, o bien en la
difusién de los agricultores a inicios del Neolitico, en ambos casos desde
el Proximo Oriente. Sin embargo, muchas otras expansiones pudieron
haber dejado su huella en el poo/ génico europeo. Algunas de ellas,
podrian haber sido expansiones pre-neoliticas, que no se encuentran
documentadas en el registro arqueoldégico y otras, expansiones

posteriores al neolitico, que si se encuentran documentadas.

Entre las expansiones post-neoliticas se encontrarian, por ejemplo, la
dispersion del megalitismo durante el Calcolitico (6-5 kya) y la expansion
de la cultura campaniforme en la Peninsula Ibérica, Reino Unido, Francia y

Centro Europa.
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Finalmente, otros acontecimientos demograficos que pudieron haber
afectado al poo/ génico actual son: 1) la dispersion del pastoreo nomada que
dominé toda la estepa del este de Europa hace 5 kya y que
posteriormente se extendié hacia el sur de Europa, India, la peninsula de
Anatolia y Mesopotamia, hace 3.5 kya, 2) movimientos poblacionales
asociados a varias difusiones culturales como la edad de los metales o la
tradicion de los campos de wrnas (3.2 kya) y 3) otros acontecimientos
demograficos, como pueden ser algunas colonizaciones historicas, en las que
caben destacar las colonias griegas, las guerras pinicas, que introdujeron
contingentes norteafricanos en lIberia, la romanizacion, las invasiones

germadnicas, a las cuales les sucedieron la expansion del Isiam y las Cruzadas.

I.4. 1.A VARIACION GENETICA DE LA POBLACION DEL PAfS
VASCO

Los estudios del sistema ABO llevados a cabo por BOYD y BOYD (1937),
fueron los primeros datos genéticos que se obtuvieron en la poblacién
vasca. Desde entonces, se han publicado numerosos estudios, donde se
han podido observar diferencias entre la poblacion vasca actual y otras
poblaciones europeas, basados todos ellos tanto en marcadores genéticos
cldsicos (AGUIRRE e al., 1991; BERTRANPETIT y CAVALLI-SFORZA, 1991;
MANZANO ¢t al., 1996b; CALAFELL y BERTRABPETIT 1994a, 1994b),
como en el ADNmt (BERTRANPETIT ¢/ al, 1995; CORTE-REAL ¢/ al.,
1996; SALAS ef al, 1998; RICHARDS e¢f al., 1996, 2000; TORRONI ¢/ al.,
2000; LARRUGA et al., 2001; GONZALEZ et al., 2000), polimorfismos del
cromosoma Y (QUINTANA-MURCI ¢ al., 1999b; SEMINO et al., 2000;
ROSSER ¢7 al., 2000; LOPEZ PARRA et al., 2009) y marcadores autosimicos

(ALONSO y ARMOUR, 1998; IRIONDO ¢7 al., 2003).
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Por las caracteristicas de esta diferenciaciéon genética, la poblaciéon vasca
ha sido considerada como el grupo humano europeo que sufrié6 menor
impacto démico neolitico, por lo tanto, seria la poblaciéon que mejor
habrfa conservado el componente paleolitico original (CAVALLI-SFORZA

Y P1AZZA, 1993).

Sin embargo, algunos estudios basados en inmunoglobulinas (ESTEBAN
et al., 1998; GIRALDO ¢7 al., 2001), STRs autosomicos y microsatélites del
cromosoma Y (CALDERON e al., 2000, 2003; PENA ¢t al., 2002; BARBERO
2000), otros marcadores del cromosoma-Y, el ADNmt y SNPs de todo
el genoma (BOSCH e al., 2001; FLORES et al., 2004; ALONSO e# al., 2005;
ALFONSO-SANCHEZ ¢f al., 2008; ADAMS et al., 2008; GARAGNANNI ¢ a/.,
2009; LAAYOUNI ef al, 2010), no presentan diferencias entre las

poblaciones vascas analizadas y el resto de poblaciones vecinas.

Por otro lado, la existencia en la poblaciéon vasca de una frecuencia
relativamente elevada de linajes raros o una baja frecuencia para linajes
frecuentes en Europa, sugiere que la deriva genética ha acentuado las
peculiaridades genéticas de la poblacion vasca actual (RICHARDS e7 al.,
2000; ROSSER ¢z al., 2000).

Un ejemplo para ilustrar esta afirmacion, es la correlaciéon propuesta por
RICHARDS ¢ al. (2000) para la expansion del haplogrupo mitocondrial |
en Europa y la colonizaciéon europea por grupos de agricultores
neoliticos. Segin estos autores, si el Pais Vasco estuvo sometido a un

mayor aislamiento genético y una menor influencia de la difusién démica
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asociada al Neolitico, cabria esperar una baja frecuencia de este

haplogrupo en el Pais Vasco.

Sin embargo, en una muestra de la poblacion vasca actual la frecuencia
del haplogrupo | es de un 2% (RICHARDS e a/, 2000), en otra poblacién
de vascos actuales del Gohierri y del valle de Arratia la frecuencia es mas
elevada (14,6%) (ALFONSO-SANCHEZ et al., 2008). Asimismo, en varias
muestras prehistoricas vascas (SJaPL, 16,4% y Pico Ramos, 16,7%)
(IZAGIRRE y DE LA RUA, 1999) y una histérica (Aldaieta, 16,2%)
(ALZUALDE ef al, 2005, 20006, 2007), el haplogrupo ] presenta una
frecuencia en torno al 16%, lo cual cuestionaria el aislamiento genético
de los vascos frente a la influencia genética del neolitico, siempre y
cuando asumamos que el haplogrupo ] es el marcador de la colonizacién

de Europa por los agricultores neoliticos.

Asimismo en un trabajo realizado por ALONSO ¢7 al. (2005), donde se
analizaron 45 SNPs del cromosoma Y, se cuestiona el aislamiento de la
poblacién vasca, ya que se detecta flujo génico entre el Pais vasco y las
regiones adyacentes. Estos autores, aunque admiten una ocupacion en el
area vasca desde épocas pre-Neoliticas, no encuentran una base solida
para considerar a la poblaciéon vasca como la mas representativa de las

poblaciones paleoliticas (ALONSO ez al., 2005).

Recientemente se ha publicado un estudio en el que se analizan un gran
conjunto de SNPs de todo el genoma humano en muestras procedentes
de toda la Peninsula Ibérica (LAAYOUNI ef al, 2010). Los resultados

obtenidos en este trabajo muestran que las diferencias observadas entre
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la poblacién vasca y las poblaciones vecinas son similares a los valores
que se observan al comparar cualquier par de poblaciones del la

Peninsula Ibérica.

Por tanto, los vascos no presentarfan una diferenciacion genética
respecto a sus poblaciones vecinas, argumentando que los trabajos
realizados con los marcadores clasicos, es posible que sobreestimaran
esta diferenciacion de la poblacién vasca, al tratarse de marcadores

sometidos a la accion de la seleccion natural (LAAYOUNI et al., 2010).

En la actualidad, disponemos de una amplia base de datos de muestras
poblacionales humanas actuales, a partir de las cuales se han planteado
diversas hipétesis sobre el origen y expansion de los linajes
mitocondriales en Europa. Pero estas hipotesis soélo pueden ser
contrastadas mediante los datos obtenidos de poblaciones prehistéricas o

historicas.
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El objetivo general de la presente tesis doctoral, es el analisis genético
de poblaciones de la Cornisa Cantabrica, desde el periodo Magdaleniense
hasta la época actual, con el fin de analizar la influencia del Neolitico
desde una perspectiva biolégica y cultural. Este objetivo general se

llevara a cabo mediante los siguientes objetivos especificos:

1) Andlisis de la variabilidad del ADNmt de los individuos recuperados en
nueve yacimientos prebistéricos de la region cantibrica de la Peninsula

1bérica:

- Analisis de la variabilidad del HVS-I mediante
secuenciaciéon (posiciones nucleotidicas entre 15.998 vy

16.400).

- Analisis de los polimorfismos informativos para la
determinacién de los haplogrupos descritos en
caucasicos, que se encuentran dispersos en la region

codificante, mediante la técnica de PCR-RFLP.

- Analisis de la variabilidad existente en la posicion 73 de la

HVR-II mediante PCR-RFLP y/o secuenciacién.

2) Interpretar el comportamiento biosocial y el ritual de enterramiento de los
inbumados en los yacimientos de Paternanbidea y 1os Cascajos (los mds
representativos de la muestra analizada), mediante el analisis conjunto

de los datos genéticos y las evidencias arqueoldgicas recuperadas.
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3)

4

5)

Interpretar  la  variabilidad ~ genética encontrada en  los  yacimientos
prebistoricos  estudiades  en el contexto de las poblaciones
prehistoricas y actuales del Pais Vasco, Europa y Proximo

Oriente.

Contrastar las hipdtesis existentes sobre el fendmeno de la neolitizacion en
Europa, mediante el andlisis de diversas poblaciones prehistéricas

(cazadores-recolectores y agricultores) de la franja cantabrica.

Contrastar con los datos de ADNa, las hipdtesis filogeograficas basadas en
muestras actuales, sobre el origen y la distribucion de ciertos linajes

del ADNmt en la poblacién europea.

62



. MATERIAL






Material

En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio genético-poblacional de
los restos humanos recuperados de nueve yacimientos localizados en el
Pafs Vasco, C.A. de Navarra y Cantabria, los cuales presentan una
cronologia que abarca desde el periodo Magdaleniense hasta la Edad del

Bronce (Tabla IIL.1).

Figura III.1. Localizacion geografica de los yacimientos arqueologicos
estudiados en el presente trabajo: La Pasiega, La Chora, Urtiaga, Erralla, Marizulo,
Fuente Hoz, Los Cascajos, Paternanbidea y Aizpea.

La Chora Urtiaga
(San Pantaleén de Aras, (Deba, Guipuzcoa) Erralla
La Pasiega Cantabria) 3, — (Cestona, Guipuzcoa)
e

(Puente Viesgo, Cantabria)
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Los Cascajos
(Los Arcos, Navarra)

II1.1. MAGDALENIENSE

A pesar de que los restos humanos correspondientes a esta época son
escasos, se han podido analizar 3 muestras procedentes de 3 yacimientos
ubicados en la regién cantabrica de la Peninsula Ibérica (Figura I11.1): La
cueva de La Pasiega, I.a Chora y Erralla.

III.1.1. Cueva de La Pasiega (Puente Viesgo, Cantabria)
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Este yacimiento se encuentra ubicado en el municipio de Puente Viesgo
en Cantabria, préximo al rfo Pas. La cueva de la Pasiega es basicamente
una enorme galerfa de mas de 120 metros, perteneciente al periodo
Solutrense y Magdaleniense. En los muros que componen la cueva, se
han encontrado pinturas y grabados incisos que representan caballos,
ciervos 'y boévidos, asi como numerosos simbolos abstractos

(ideomorfos) (GONZALEZ-ECHEGARAY, 1952).

En el nivel Magdaleniense de la cueva se encontré un maxilar superior
humano, con los huesos del paladar rotos en su parte posterior. A pesar
de que los alvéolos del lado derecho aparecen casi intactos, tinicamente
se conserva el segundo molar. El maxilar pertenece a un individuo

adulto, seguramente de sexo masculino (GONZALEZ-ECHEGARAY, 1952).

IIT1.1.2. Cueva de La Chora (San Pantaleon de Ilas Aras, Cantabria)

La cueva de La Chora se encuentra ubicada en San Pantale6n de las Aras
en el municipio de Voto (Cantabria) (Figura III.1). La excavacién de la
cueva fue dirigida por P.J. Gonzalez-Echegaray y M.A. Garcia Guinea en
1.962. En esta cueva se encontré industria de materiales de silex, hojas de
dorso y raspadores, asi como arpones de hueso caracteristicos del

periodo Magdaleniense VI (GONZALEZ-ECHEGARAY ¢7 al., 1963).

Asociados a esta industria también se encontraron trestos Oseos

humanos, correspondientes a cuatro piezas antropoldgicas:

-Un fragmento de maxilar superior izquierdo con el canino, los

dos premolares y el primer molar 7z situ.
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-Un fragmento reducido de maxilar inferior con el primer molar
derecho 7 situ.
-Un segundo molar aislado del maxilar superior derecho.

-Un segundo molar aislado del maxilar superior izquierdo.

Segun los rasgos antropoldgicos, el fragmento del maxilar superior
pertenece a un individuo diferente al de los restantes. En general, todas
las piezas dentales estin muy abrasionadas, debido al régimen de

alimentacion (GONZALEZ-ECHEGARAY ¢ al., 1963).

II1.1.3. Cueva de Erralla (Cestona, Guipizcoa)

Esta cueva se encuentra localizada en el municipio de Cestona en
Guipuzcoa. Las excavaciones fueron llevadas a cabo en dos campafias
dirigidas por J. Altuna, una en el afio 1.977 y la otra al afio siguiente, en
1.978 (ALTUNA ef al. 1984; 1985). Durante estas campafias de excavacion
se recuperaron dos piezas dentarias: un primer molar superior derecho y
un canino superior derecho, que seguramente pertenecen al mismo
individuo (DE LA RUA, 1985). Estos restos humanos recuperados son
unos de los mas antiguos del Pais Vasco, correspondientes al periodo

Magdaleniense Final (~12.310 BP) (ALTUNA e7 al., 1985).

II1.2. M esoLiTICO

Este periodo se encuentra representado por el abrigo de Aizpea (Aribe,
Navarra), localizado en el Norte de Navarra, al oeste de los Pirineos, en
uno de los extremos del cafidén excavado por el rio Irati, a unos 720-740

m sobre el nivel del mar (Figura II1.1).

67



Variacion temporal del ADNmt en poblaciones de la C. Cantibrica

Las diferentes campafias de excavacion de Aizpea, dirigidas por A. Cava,
tuvieron lugar entre 1.989 y 1.991. La secuencia estratigrafica indica la
presencia de tres niveles: el nivel a, es superficial, practicamente estéril y
en su zona inferior se incluyen restos liticos, 6seos y ceramicas no
decoradas; el nivel b, se extiende desde el Mesolitico final hasta el
Neolitico, siendo el momento de maxima ocupacién del abrigo
(7.790£70 BP-6.370£70 BP); por ultimo, el nivel ¢ forma la base
estratigrafica del abrigo y es arqueoldgicamente estéril (BARANDIARAN,
2001).

En el nivel b se exhumaron los restos de un esqueleto gracil que
pertenecié a una mujer (segin la morfologia y el analisis de ADN), de
unos 30 afios de edad y que muestra una dataciéon de 6.600£50 BP (DE
LA RUA et al., 2001).

I11.3. NeoLiTiCO

El grueso central de los restos éseos analizados en esta tesis doctoral
pertenece al periodo Neolitico del Norte de la Peninsula Ibérica, estando
representado el Neolitico Antigno por los yacimientos de Paternanbidea
(Ibero, Pamplona) y Los Cascajos (Los Arcos, Navarra) y el Neolitico
Medio por Marizulo (Urnieta, Guiptizcoa) y Fuente Hoz (Antcita, Alava)
(Figura I11.1).

II1.3.1. Yacimiento de Los Cascajos (Los Arcos, Navarra)

El yacimiento de Los Cascajos se encuentra ubicado al sur del término

municipal de Los Arcos (Navarra), en la comarca geografica de Tierra
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Estella que comprende el extremo sur-occidental de Navarra (Figura
III1.1). El area excavada se extiende a una superficie de 4 hectareas,
mostrando en ella evidencias arqueoldgicas que corresponden a un
poblado neolitico, estable y continuo, a diferencia de otros yacimientos
coetaneos de esta regién que se presentan dispuestos en cuevas y abrigos,
como son Pefia Larga (Cripan, Alava) y Mendandia (Siseta, Trevifio)

(GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001, 2007a).

A lo largo de las diferentes campafias de excavacion dirigidas por J.
Garcia Gazolaz y J. Sesma entre 1.996-1.999 se han recuperado mas de
550 estructuras, descritas todas ellas como dep6sitos en hoyo (GARCIA-
GAZOLAZ y SESMA, 1999; 2001; 2007a). Estas se clasifican en
construcciones, enterramientos, estructuras de combustion, depdsitos de  almacén,
basureros, silos y depdsitos rituales. Del total de las 550 estructuras, 34
corresponden a enterramientos, en los que se han recuperado restos
humanos de 36 individuos, en su mayoria dispuestos en fosas

individuales o simples.

Del total de 36 individuos inhumados en el yacimiento de Los Cascajos,
25 se agrupan en una superficie de 550 m? localizada justo en la zona
central del poblado, en la que no existe ninguna otra estructura, por lo
que podria tratarse de una necropolis (Figura 111.2a). El resto de los 11
individuos se encuentran dispersos por el poblado de forma heterogénea
con una distancia notable entre ellos. Un caso particular es el hallazgo de
un inhumado (CAS-517) dentro de una de las ocho cabafias del poblado
(GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001, 2007a) (Figura II1.2b).
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Todos estos datos arqueologicos de este yacimiento, hacen que Los
Cascajos sea una referencia fundamental sobre el mundo funerario de las
primeras comunidades campesinas, que establecieron su habitat al aire

libre en esta region (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999; 2001; 2007a).

Del total de las dataciones realizadas en este yacimiento, tanto las
obtenidas a partir de material 6seo como de otro tipo de material datable,

podemos observar dos amplias fases:

1) La Fase I correspondiente al Neolitico Antiguo, que en
dataciones absolutas se extiende entre 6.435%145 BP y 5.640£35

BP. A esta fase se asocian once individuos.

2) La Fase II perteneciente al Neolitico Medio, se extiende hasta
5.100£50 BP; fase a la que solo pertenecen dos individuos. El resto
de los individuos, que son la mayoria, se han asignado a una fase

denominada

Fase I-II, al no presentar ningun tipo de ajuar o caracteristica que
permita situarlos en alguna de estas dos fases (GARCIA-GAZOLAZ vy
SESMA, 2007a)
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Figura III.2. Plano del
yacimiento neolitico de Los
Cascajos (Los Arcos,
Navarra) facilitado por J.
Sesma y ] Garcia-Gazolaz. a)
Se muestra la seccién del mapa
cortespondiente a las
inhumaciones de la necrépolis.
B) Se muestran las secciones
del mapa correspondientes a
las inhumaciones dispersas por
el poblado. En rojo, las
estructuras correspondientes a
silos y basureros; en rosa la
empalizada; en azul estructuras
sin  determinar; en verde
estructuras de combustion; en
amarillo estructuras
correspondientes a
inhumaciones y en marrén
estructuras tipo poste.
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La mayoria de las inhumaciones son individuales en fosa simple tipo
hoyo, variando tnicamente el tipo de planta (circular, ovalada o en forma
de ocho) y las dimensiones (diametro, profundidad). Cabe destacar la
existencia de asociaciéon de inhumaciones, donde se observan dos
casuisticas: a) individuos superpuestos (CAS-193 superior e inferior) y b)
individuos inhumados en fosas adyacentes (CAS-202-CAS-203 y CAS-
257-CAS-258) (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999; 2001; 2007a).

El ritual funerario conlleva unanimemente la colocaciéon del inhumado
en posicion flexionada, bien sobre un costado (en el 60% de los casos) o
decubito supino (en el 30%). Las extremidades se repliegan hacia el
tronco y éste se vuelca ligeramente al frente. Esta postura contraida, la
presentan todos los cuerpos, independientemente de la forma vy

dimensiones de la fosa (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007a).

El ajuar recuperado asociado a las inhumaciones es escaso,
presentandose solo en 16 individuos. Mayoritariamente se trata de
ceramicas, molinos de mano y cuchillos de silex. También se han
recuperado cuentas discoides, colgantes y diademas de concha o hueso,
entre otros adornos personales. Ademas, dos de las inhumaciones estan
cubiertas con una gran losa de arenisca y otras siete con tierra, pudiendo
presentar estas ultimas cereal carbonizado, piedras y fragmentos de

molinos de mano (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001, 2007a).

II1.3.3. Yacimiento de Paternanbidea (Ibero, Pamplona)

Se trata de un yacimiento al aire libre ubicado dentro del término

municipal de Ibero en la cuenca de Pamplona (hacia el suroeste) (Figura
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IIL.1). El registro se sitia sobre el tercer nivel del rio Arga que atraviesa

Navarra de norte a sur. La datacién absoluta a partir de fragmentos 6seos
ofrece una cronologia absoluta entre 6.090£40 BP y 5.960£40 BP

(GARCIA-GAZOLAZ,1998; GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007b).

La excavacién de este yacimiento ha sido dirigida por J. Sesma y J. Garcia
Gazolaz obteniéndose un total de 34 estructuras de tipo depdsitos en hoyos,
correspondiendo cuatro de ellas al area de enterramiento (Figura I11.3).
La estructura 1 es un enterramiento multiple y las otras tres son dobles,
siendo dos de estos enterramientos simultaneos (estructura 2 y 4) debido
a la disposicion de los esqueletos en conexiéon anatémica y contacto
directo. En una de estas estructuras (fosa 2), un individuo lleva un
cuenco con decoracién impresa a un costado y el otro, un collar de dos
vueltas a base de pequefias cuentas circulares de hueso y una pulsera de 7
vueltas (variscita). Los inhumados en las estructuras restantes no
presentan elementos de adorno, pero si han ofrecido varias armaduras de
flechas asociadas (GARCIA-GAZOLAZ,1998; GARCIA-GAZOLAZ y SESMA,
2007b).

La cuarta estructura (la estructura 1) difiere del resto por tratarse de un
enterramiento multiple, con al menos cinco individuos inhumados, pero
no simultaneamente. Ademas, en esta estructura aparecen distintos tipos
de cuentas de collar sobre concha, piedra, hueso y variscita. Este

yacimiento ha proporcionado un nimero minimo de 11 individuos.
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Figura IIL.3. Plano del sector A del yacimiento de Paternanbidea:
Localizacién de las estructuras arqueologicas. En el recuadro gris se indican las

estructuras correspondientes a los enterramientos (Figura modificada de GARCIA
GAZOLAZ, 1998).

7"
SECTOR A
0 12m

La enorme cantidad de industria litica recuperada, de clara cronologia
neolitica, invita a pensar en la existencia de otras estructuras de
habitacion correspondientes a una fase antigua del Neolitico, ubicadas
fuera de la zona de excavacion (GARCIA-GAZOLAZ,1998; GARCIA-

GAZOLAZ y SESMA, 2007b).

II1.3.3. La cueva de Marizulo (Urnieta, Guiptizcoa)

Esta cueva se localiza en el flanco meridional del monte Pardaki, en el
barrio Goiburu del término municipal de Urnieta, a 295 m de altitud
(Figura II1.1). Su nombre significa el "agujero” o "la cueva de Mari" (ser
mitologico vasco). La cueva es pequefia, de sélo unos 5 m de
profundidad y tiene varias entradas muy estrechas, por lo que ofrece el

aspecto de una serie de pequefias galerias conectadas entre si.
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Fue descubierta en 1.961 por M. Laborde y fue excavada a lo largo de
cinco campafas de excavacion que comenzaron 1.962 y finalizaron en
1.967, dirigidas por M. Laborde, J.M. de Barandiaran y J. Altuna. El
yacimiento se encuentra junto a la boca principal y en él se han
identificado cuatro niveles de habitabilidad, el nivel I corresponde al
Calcolitico, el 1T al Neolitico y el III y IV al Epipaleolitico (LABORDE ef
al., 1966, 1967).

En la parte inferior del nivel I, se hall6 el esqueleto de un individuo
masculino, de unos 25 afios de edad que aparece enterrado en posicion
plegada, asociado a los huesos de un perro y un cordero; todo ello
rodeado de tres grandes piedras que cerraban la sepultura, excepto por el

este, orientacion a la que miraba el cadaver (Figura 111.4) (BASABE, 1971).

La datacién por C'* para este enterramiento proporcioné una fecha de
5.285£65 BP (ALDAY ef a/ 1995). Asimismo, en la parte interior de la
cueva, por encima de la sepultura individual mencionada, se han
recuperado los restos, revueltos y dispersos, de al menos cuatro
individuos, dos adultos, un juvenil y un individuo infantil, quienes
presentan un gran desgaste dental (ARMENDARIZ y ETXEBERRIA en,

http://personales.unicam.es/arrmendaa/cuevas%20 sepulcrales.htm.)

En el nivel I se han recuperado piezas de silex (raspadores, buriles,
truncaduras, microlitos geométricos...), entre las que destaca un gran
"cincel" de retoque invasor, numerosos fragmentos de ceramica,
punzones y otras piezas de hueso y asta, y varias cuentas de piedra,

lignito y hueso; sin embargo, no es posible relacionarlos, con seguridad,

76



Material

con las fases funerarias mencionadas, ya que pueden atribuirse tanto al

Neolitico, como al Calcolitico o a la Edad del Bronce (LABORDE, 1967).

Figura III.4. Cueva sepulcral de Marizulo: Inhumacién individual del nivel I. Figura
de LABORDE ¢ al., (1967)

II1.3.4. La cueva de Fuente Hoz (Aniicita, Alava)

La pequefia cueva de Fuente Hoz se ubica en la margen derecha del rio
Bayas junto al pueblo de Pobes en Alava (Figura I11.1). Fue excavada en

diferentes campanas entre 1.980 y 1.986, bajo la direccion de A. Baldeon.

La secuencia estratigrafica obtenida comprende desde el Epipaleolitico al
Neolitico (BASABE y BENNASSAR 1983). En el nivel I, de caracter
funerario, se distinguen dos subniveles, el Ia y el Ib. En el nivel Ia se
articulan dos niveles de enterramiento, el mas reciente constituido por
restos muy alterados de dos individuos y tras este aparece un

enterramiento con un numero minimo de tres individuos.
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En el nivel Ib se localiza un sujeto en posicién anatémica, bajo el cual
subyacen otros niveles de habitaciéon. No obstante, se ha de puntualizar,
que la exacta reparticion por capas de los individuos no esta clara, ya que
solo se mencionan 6 individuos, cuando el NMI es de 9. La cronologia
para este nivel I, es neolitica (5.240%£110 BP y 5.160£110 BC (BALDEON
1984; 19806).

El grupo de individuos se corresponde a un neonato, un adolescente y
seis individuos de edad adulta: (FH-1-FH-0) tratandose en su mayoria de

individuos masculinos (BASABE y BERNNASSAR, 1983)

I11.4. F.\DAD DE BRONCE

De este periodo prehistérico hemos analizado los restos humanos del
yacimiento guipuzcoano de Urfiaga (Deba, Guiptzcoa). Se localiza en la
falda de la colina Salbatore, en el barrio de Itziar del término municipal
de Deba, a 160 m de altitud (Figura II1.1). Las primeras excavaciones de
este yacimiento fueron realizadas por T. de Aranzadi y J.M. de
Barandiaran entre los afos 1.928-1.936, y posteriormente por J.M. de

Barandiaran entre 1.955-1.960.

La cueva comprende una serie de niveles que abarcan un periodo de
tiempo que va desde el Magdaleniense Final (Paleolitico Superior) al
Neolitico, donde se recuperaron numerosos restos humanos dispersos
entre los diferentes niveles arqueoldgicos. Al nivel D, perteneciente al
Magdaleniense Final, se atribuyeron el craneo Bl, un axis y varios
fragmentos craneales pertenecientes a otro sujeto; al nivel C, perteneciente

al Aziliense, se atribuyeron 4 craneos (al menos dos de ellos adultos, el A1,
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masculino y el A2, femenino), otros fragmentos craneales y huesos del

esqueleto postcraneal.

En los niveles B y A (Neo-Eneolitico y posterior) se hallaron restos
humanos esparcidos por casi toda la extension del yacimiento, que podrian
corresponder a un minimo de 16 individuos (BARANDIARAN, 1948).
Aunque actualmente se conservan unicamente restos correspondientes a 6

individuos (ARMENDARIZ y ETXEBERRIA 1983)

Las dificultades inherentes a la identificacién de la posicién estratigrafica
de estos restos han sido origen de amplias reservas, que los propios
excavadores no dudan en admitir (ARANZADI y BARANDIARAN, 1948; DE
LA RUA, 1988), sobre todo en los niveles mas antiguos. La principal
cuestion a resolver en este yacimiento es la referente a la identificacion

estratigrafica y asignacioén cronoldgica de la serie 6sea de Urtiaga.

El hecho de que se conozcan sendas dataciones de los niveles D y C
(ALTUNA y DE LA RUA, 1972), perfectamente concordantes con el periodo
Paleolitico-Epipaleolitico citado, no supone argumento suficiente para que
los craneos B1, Al y A2 se consideren de esa antigiiedad, dada la

problematica que plantea su adscripcion estratigrafica.

Algunas evidencias, como la existencia de utensilios de piedra tallada
tenidos con manchas verdosas de 6xido de cobre en los niveles B, C y D,
hacen pensar que durante la Edad del Hierro los niveles superiores de
Urtiaga fueron removidos hasta alcanzar el nivel C y D, y por tanto los

restos humanos hallados en estos niveles pertenecerfan a la poblacion de
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dicho osario del Neo-Calcolitico. Asi en 1.988, se llevé a cabo una nueva
., , . ,1° - 14 .
datacion de restos Oseos mediante un analisis de "C mediante acelerador

de particulas (Upspsala, Suecia) (ALTUNA y DE LA RUA, 1989).

Estas nuevas dataciones, inducen a asignar estos craneos a etapas mas
recientes de nuestra prehistoria, al considerar mas adecuados los valores
ofrecidos por el "C: el craneo Al y sendas muestras del crineo Bl
arrojaron los siguientes valores respectivamente, 3.430£100 BP,
3.475+120 BP y 3.445+110 BP. Estas dataciones vendrian a ratificar las
sospechas sobre la existencia de una posible remocién en algunos sectores

de Urtiaga, que podrian haber provocado el deslizamiento.

En consecuencia, los restos humanos que hasta ahora se crefan
pertenecientes al Aziliense y Magdaleniense, parece que deben atribuirse al
nivel B, quedando datado en la primera mitad del II milenio aC, fecha que
no desentona con el aspecto general de los ajuares funerarios recuperados
en dicho nivel, atribuibles al Bronce Antiguo o Pleno (ALTUNA y DE LA
RUA, 1989).

En la Tabla IIL.1, se indican los yacimientos estudiados en la presente
tesis doctoral, y el numero de individuos analizado en cada uno de los

Casos.
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Tabla IIL.1. Yacimientos prehistéricos estudiados en este trabajo, junto a su
localizaciéon geografica, cronologia, nimero minimo de individuos recuperados y el
tamafio muestral analizado. La dltima columna corresponde a las siglas que se le han
asignado a cada yacimiento.

Yacimiento

Localizacion

Cronologia

Ntotal

Nanal.

SIGLA

La Pasiega
La Chora
Erralla
Aizpea
Los Cascajos
Paternanbidea
Marizulo
Fuente Hoz

Urtiaga

Puente Viesgo,
Cantabria

San Pantaleén de
Aras, Cantabria
Cestona,
Guiptizcoa
Aribe,
Navarra

Los Arcos Navarra

Ibero,
Navarra

Utrnieta,
Guipuzcoa

Antcita, Alava

Deba, Guiptzcoa

Magdaleniense

Magdaleniense VI

Magdaleniense
(12.310 BP)
Mesolitico
(6.600£065 BP)
Neolitico
(6185-5185 BP)
Neolitico
(6.090-5.960 BP)
Neolitico
(5.285 BP)
Neolitico
(5.240-5.160 BP)
Edad de Bronce
(3.475-3.430 BP)

36

11

PS

CH

ERR

AZ

CAS

PAT

MZ

FH

URT
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Metodologia

IV.1. ANALISIS MOLECULAR DE MUESTRAS
PREHISTORICAS

Desde el punto de vista técnico, el analisis de ADNa requiere de una
gran precision y dedicacion metodologica, debido a la mala preservacion
de las muestras, lo que nos obliga a adaptar la metodologfa, casi, a cada

muestra.

IV.1.1. Seleccion de las muestras

En el presente estudio se ha trabajado principalmente con prezas
dentarias, ya que es el material de seleccién que ofrece mayores garantias
a la hora de recuperar ADN (KUROSAKI e¢f al., 1993; WOODWARD ¢f al.,
1994; OOTA et al., 1995; ZIERDT et al., 1996). Sin embargo, en algunos
casos hemos tenido que recurrir a los restos Jdseos para realizar la
extraccion de ADN, ya que era el unico material antropolégico

disponible.

Ademas, se ha tomado una muestra bucal de todo el personal que ha
manipulado los restos, de forma que al comparar los resultados
obtenidos podamos descartar posibles contaminaciones del material
arqueologico con ADN moderno humano de los investigadores y

arquedlogos.

El material antropolégico se ha enviado directamente a nuestro centro,
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Pais
Vasco/Euskal Hertiko Unibertsitatea, desde su ubicacion original, para la

seleccion de las muestras susceptibles para el analisis. Siempre que ha
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sido posible se ha seleccionado mas de una pieza dentaria por individuo,
para realizar tanto el analisis por duplicado en nuestro laboratorio, como
para corroborar nuestros resultados mediante la replicacion en un
laboratorio independiente. Concretamente en este trabajo la replicacion
de las muestras la ha llevado a cabo el grupo de investigacion dirigido
por Dr. Vicente Cabrera, de la Facultad de Biologfa, area de Genética, de

la Universidad de La Laguna (Santa Cruz de Tenerife).

En aquellos casos en los que no se dispone de ninguna pieza dentaria o
no hay piezas dentarias suficientes para la replicaciéon de los resultados,
se han seleccionado zonas de hueso compacto, preferentemente de
huesos largos. En este caso, se primo la seleccion de aquellos huesos que

presentaban la superficie externa lisa y aparentemente bien conservada.

Una vez seleccionadas las piezas dentarias susceptibles del analisis
molecular, se realizé un registro fotografico de cada una de las caras de
las mismas (Figura IV.1) y posteriormente se tomaron medidas del
didametro buco-lingual y mesio-distal, asi como de la longitud de la
corona y de la raiz (Anexo I). En el caso de utilizar restos 6seos, también
se ha realizado un registro fotografico de cada uno de los huesos
analizados y se han tomado los diametros de la parte distal, central y
proximal, asi como la longitud total. Todo el proceso de manipulacion de
las muestras se ha realizado en superficies que han sido sometidas a una
limpieza exhaustiva con lejia y posteriormente, han sido irradiadas con
luz ultravioleta de 254 nm de longitud de onda, llevando en todo

momento bata, gorro, mascarilla y guantes; estériles y de un solo uso.
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Figura IV.1. Ficha del registro fotografico y métrico de las piezas dentarias. Se
indican las cinco caras del diente: mesial, distal, bucal, lingual y oclusal, junto con las
medidas en mm. La pieza dentaria corresponde al individuo recuperado en la estructura
90 del yacimiento de Los Cascajos.

ESTRUCTURA 90

Individuo: 90
Nomenclatura: 90a
Pieza dentaria: 1° molar inferior izquierdo suelto (36)

& —
I

"}

Didmetro mesio- Didmetro buco- Longitud Longitud Langitud
distal (mm) lingual (mm) total {mm) raiz {mm) corona (mm)

12 112 189 13.4 55

1V.1.2. Limpieza y procesamiento de las muestras

La limpieza superficial de las muestras analizadas permite eliminar la
mayor parte de la suciedad procedente del enterramiento que suele
acompafiar al material. Asimismo, permite eliminar posibles moléculas de
ADN contaminante procedentes tanto del personal encargado de la
excavacion, como de los investigadores que han realizado el estudio

morfologico y el analisis genético.

Se han llevado a cabo dos protocolos alternativos, dependiendo del
material de partida del cual se va a realizar la extracciéon de ADN, bien

sea diente o hueso:
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IV1.2.1 Procesamiento de las piezas dentarias: limpieza y serrado

El protocolo empleado para la limpieza de las piezas dentarias es una
modificaciéon metodolégica de GINTHER e al, (1992) tomada de
LALUEZA, (1996). Se basa en una limpieza superficial mediante una
mezcla de 4cidos con alto poder depurinizante (acido acético y acido
clorhidrico), el cual inactiva el ADN superficial. Tras este paso, se realiza
una limpieza con etanol al 70% y finalmente, para eliminar los restos de
estos acidos, la pieza dentaria se sumerge en agua estéril. A continuacioén
la pieza dentaria se somete a una irradiacion ultravioleta de 254 nm de

longitud de onda por todas las caras del diente.

SOLUCIONES Y REACTIVOS

20% de acido acético: 15% acido clorhidrico
20 ml de 4cido acético (Panreac)
15 ml de acido clothidtico(Panreac)
65 ml de H,O destilada estéril
70% etanol
70 ml de etanol (Panreac)
30 ml de H>O destilada estéril

H,O0 destilada estéril desionizada

Las soluciones se almacenan a temperatura ambiente. Todas las soluciones se irradiados con lug, nltravioleta de 254nm

de longitud de onda

Metodologia
1. La pieza dentaria se sumerge durante 10 minutos (min) en un
volumen suficiente como para cubrir completamente el diente,
de una solucion de 20% de acido acético: 15% de 4cido
clorhidrico. Tras lo cual la solucién usada se decanta (Figura
IV.2a).
2. Se afade el mismo volumen de etanol 70% y se lava durante 15

min. Tras este tiempo se desecha el etanol usado, esterilizando asi
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la superficie dental de cualquier agente microbiano que pudiera
estar presente.

3. Se sumerge la muestra en H,O destilada estéril durante 30 min,
para eliminar los restos de las soluciones anteriores.

4. Tras desechar el H,O destilada estéril, el diente se irradia en un
cross-linker con luz ultravioleta de 254 nm de longitud de onda por

cada una de sus caras durante 30 min.

El diente se sierra en la zona cervical, entre la raiz y la corona, mediante
una sierra de joyerfa, dejando descubierta la cavidad pulpar, que se va a
limar con una lima odontolégica (Mitex) (Figura IV.2b). De este modo se

obtiene una mayor cantidad de tejido pulpar.

I17.1.2.2 Procesamiento del tejido dseo compacto: limpieza y pulverizacion

El protocolo para realizar la limpieza de la superficie externa del hueso
compacto comienza con el raspado de esta superficie mediante una lima
gruesa odontolégica (Sofu), acoplada a un micromotor y una pieza de
mano odontolégica (Novfromz) (Figura 1V.2c). Tras este proceso de
limpieza, se recorta un fragmento a modo de hendidura de

aproximadamente 2 cm de la zona cortical limpia.

Los fragmentos de hueso una vez limpios, se pulverizan mediante un
molino de impactaciéon electromagnética refrigerado con nitrégeno
liquido (N,) (Freezer Mill, Spex 6770 Industries Inc., Edison N.].) (Figura
IV.2d). EI N, liquido congela la muestra facilitando asi su pulverizacién y
evita la posible degradacion del material genético por el exceso de calor

generado durante la impactacion mecanica.
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Figura IV.2. Imagenes del proceso de limpieza y limado de las piezas dentarias,
junto con los aparatos utilizados en el proceso de limpieza y tratamiento de las
muestras. a) Limpieza de la cara externa de las piezas dentarias mediante acidos. b)
Limado de la cavidad pulpar del diente ¢) Micromotor con pieza de mano utilizado para
la limpieza de los restos 6seos. d) Molino de impactacién electromagnética para la

pulverizacién de los restos 6seos.

a) b)

El molino consta de una camara interior que se llena de N, liquido,
dentro de la cual se coloca un vial de 10 cm de largo, que consta de dos
extremos metalicos y un tubo transparente de policarbono entre ambos
extremos. En el interior del vial se deposita la muestra junto con una

pieza metalica que actia como impactador.
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Cuando el molino se pone en marcha, el impactador se mueve entre los
dos polos del electroiman, impactando contra los extremos metalicos del

vial y pulverizando la muestra.

Una vez pulverizada la muestra, los viales se dejan a temperatura
ambiente, de modo que se facilita la apertura de los mismos. Tras sacar
con cuidado el impactador, la muestra pulverizada se decanta a un tubo

estéril de polipropileno bien etiquetado.

La muestra 6sea pulverizada se somete a un paso de lavado con 5 ml de
0,5 M EDTA (pH 8-8.5). E1 EDTA es un quelante i6nico que acttia
secuestrando las sales i6nicas contenidas en la muestra, incluyendo el
calcio del hueso. Asi, las células del hueso se hacen mas accesibles a la

solucion de lisis.

Se agita suavemente el tubo durante unos minutos para lavar el hueso
pulverizado y se centrifuga 5 min a 2.500 rpm. Tras la centrifugacion el
polvo de hueso queda adherido al fondo del tubo y se decanta el

sobrenadante.

IV.1.3 Extraccion del ADN

El proceso de extraccion de ADN se inicia con la incubacion de la pieza
dentaria o el polvo de hueso en 5 ml de una solucién de lisis (0,5M
EDTA; 50mM Tris HCL; SDS 0,5%; 200ul Proteinasa K) durante dos
horas a 56 °C con agitacion mecanica. En este proceso se realiza una
descalcificaciéon con EDTA y una hidrélisis de los posibles restos

proteicos y lipidicos.
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SOLUCIONES Y REACTIVOS

0,5M EDTA pH 8,0-8,5
Ajustar el pH con NaOH concentrado
Guardar a temperatura ambiente

SDS 5%

Lauril sulfato sédico

Guardar a temperatura ambiente
Tris-HCI IM pH 8,0-8,5
Guardar a temperatura ambiente
10mg/ml de proteinasa K
Disuelto en 10mM de tris-HCI pH 8,0
Guardar a -20 °C

Solucion de lisis

0,5M de EDTA a pH 8,0-8,5; 50mM Tris HCl a pH 8,0-8,5; SDS 0,5% y 200ul de
Proteinasa K

Guardar a temperatura ambiente

No afiadir la proteinasa K hasta el momento de utilizar la solucién de lisis

Las soluciones se irradian con lug nltravioleta de 254 nm de longitud de onda

El ADN se afsla de los restos celulares mediante una extracciéon con
fenol/cloroformo. El componente proteico del extracto se desnaturaliza
y queda disuelto en la fase fendlica, mientras que los acidos nucleicos

permanecen disueltos en la fase acuosa.

Metodoldgia

1. Incubar la muestra en 5 ml de solucién de lisis a 56°C con
agitacion durante 2 h. Centrifugar a 5.000 rpm durante 10 min a 4
°C y recoger el sobrenadante.

2. Anadir un volumen de fenol equilibrado con 10mM Tris a pH>8,0
similar al volumen de sobrenadante recuperado, se homogeniza y
se centrifuga a 5.000 rpm durante 10 min a 4 °C.

3. Recuperar la fase acuosa, localizada en este caso debajo de la
fenodlica; ya que cuando se trabaja con altas concentraciones de
EDTA las fases se invierten. Mediante pipetas de precision y

puntas de membrana estériles, la fase acuosa se transfiere a un tubo
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estéril, teniendo mucho cuidado de no arrastrar el mis minimo
resto de fenol, ya que incluso cantidades muy pequefias del mismo
pueden causar una completa inhibicién de la Tag polimerasa.

4. Afiadir a la fase acuosa recuperada un volumen semejante de
cloroformo; se homogeniza la muestra y se centrifuga a 5.000 rpm

durante 10 min a 4 °C.

La fase acuosa se concentra mediante un Centricon-30 (Awicon)
siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 1V.3). Este tipo de
concentradores permite reducir enormemente el volumen de la muestra,
al mismo tiempo que se eliminan, por microseparacion, las sales
residuales de la muestra, que de otro modo dificultarfan la disolucién del
ADN, llegando incluso a inhibir las reacciones enzimaticas posteriores.
El volumen recuperado del ADN, es diluido hasta obtener un volumen
final de 300 pl. Gracias a esta dilucién, se diluyen junto con el ADN los
posibles inhibidores presentes en el extracto final. Tras la dilucién del
ADN se hacen tres alicuotas de 100 ul y se almacenan a -20 °C,

correctamente etiquetadas.

En cada tanda de extraccion se incluyen ademas, al menos dos blancos
de extraccién, que consisten en una muestra que se somete a todo el
proceso de extraccion pero a la que no se le afiade tejido dentario u dseo.
Estos controles sirven para poner de manifiesto las posibles
contaminaciones que pudieran ocurrir durante la fase de extraccion en el

laboratotio.
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Figura IV.3. Imagen de

Centricon-30 (Awicon) /@
-

IV.1.4. Cuantificacion del ADN: PCR Cuantitativa

Diferentes autores han propuesto que a partir de extractos de ADNa que
contengan un nimero de copias de ADN inferior al millar, no es posible
obtener resultados reproducibles (GILBERT e al, 2003; HANDT e7 al.,
1996). Por ello, uno de los criterios de autentificaciéon consiste en la
estimacion del numero de moléculas de ADNmt presentes en los
diferentes extractos de ADNa, mediante cuantificacién absoluta por PCK

Cuantitativa a Tiempo Real (quantitative PCK, gPCR)

La cuantificacion por qPCR monitoriza la reacciéon de la PCR al mismo
tiempo que ésta esta teniendo lugar, gracias a la utilizaciéon de sondas o
marcadores fluorescentes. La detecciéon comienza en los primeros ciclos
de amplificacién, cuando la cantidad de producto amplificado sobrepasa
un determinado umbral de deteccién; cuanto mayor es el numero de
moléculas de ADNmt presentes en el extracto de ADNa, antes se

sobrepasa este umbral y se inicia la deteccion fluorescente.

Durante los primeros ciclos de la PCR se produce muy poco cambio de

sefial de fluorescencia, formandose lo que se denomina la linea basal.
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La deteccion comienza cuando se produce un incremento de la
intensidad de la fluorescencia sobre la linea basal. En este punto se fija el
umbral de deteccion de la fluorescencia o Threshold (Ct). El Ct es el
numero del ciclo de amplificacién en el cual tiene lugar el incremento de

la senial fluorescente (Figura IV.4)

La qPCR permite llevar a cabo una cuantificacién absoluta de la cantidad
de moléculas de ADN presentes en los extractos de muestras problema.
Para ello, se realiza una dilucion seriada de una muestra de concentracion
conocida (estandar) y se amplifican para generar una recta estandar, que
relaciona el nimero de copias entre las diferentes diluciones del estandar
y sus valores correspondientes de Ct. Sobre esta recta se extrapolan los
valores de Ct obtenidos para aquellas muestras que se desea cuantificar,

obteniéndose el nimero de copias correspondiente (Figura IV .4).

Los ensayos de cuantificacién se pueden llevar a cabo utilizando agentes
fluorescentes que se unen al ADN bicatenario (Ej. SYBR-GREEN) o
sondas fluorescentes (Ej. TagMan). La cuantificacién absoluta de los
extractos de ADN de las muestras antiguas, se ha llevado a cabo
mediante la quimica del SYBR-GREEN o agentes fluoresecentes que se
unen al ADN bicatenario. A medida que avanza la PCR la cantidad de
moléculas de ADN bicatenarias aumenta, aumentando asi la sefial

fluorescente.

La Gnica limitaciéon que presenta esta quimica, es que el SYBR-GREEN
se une indiscriminadamente a cualquier ADN bicatenario, incluyendo los

dimeros de cebadores y productos inespecificos, lo cual nos lleva a
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sobrevalorar la cantidad de moléculas molde que se obtienen. Se puede
realizar una curva de disociacion, que ponga de manifiesto estos
anillamientos inespecificos, de modo que optimizando la concentracién
de los cebadores y ajustando la temperatura de anillamiento, finalmente

podamos superar esta limitacion.
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La curva de disociacion se realiza una vez finalizada la PCR. Para ello se
incrementa la temperatura desde los 60 °C hasta los 96 °C de forma
constante. A medida que aumentamos la temperatura, disminuye la
cantidad de ADN bicatenario (se disocia) y consecuentemente también

disminuye la sefial de fluorescencia.

Cuando se alcanza la temperatura de disociacion (Tm, Melting
Temperature), se observa un descenso brusco de la fluorescencia.
Dependiendo del contenido GC y la longitud de los amplificados
obtendremos diferentes Tm, lo que nos permite diferenciar el producto

amplificado de los dimeros de cebadores y otras inespecifidades.
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Obtencion de la muestra de estindar

Necesitamos una muestra estandar de concentracién conocida que nos
permita construir una recta patron mediante la cual, por extrapolacion, se

puede estimar la cantidad de moléculas molde de los extractos de ADNa.

El primer paso consiste en la amplificaciéon de una muestra de ADN con
los cebadores A1/5R del segmento hipervariable I (HVS-I) de la region
control del ADNmt (Tabla IV.1). Este amplificado, de 405 pares de
bases (bp) de longitud, contiene el fragmento que se amplifica utilizando
los cebadores Al y AIR (Tabla IV.1), de 112 pb de longitud, que sera el
que se utilizard para construir la curva estandar. El producto de PCR se
clona, de modo que obtendremos una cantidad importante de estandar
para cuantificaciones futuras. El proceso de clonacion se describe en el

apartado IV.1.5.3 de este capitulo.

El segundo paso consiste en la cuantificaciéon exacta de la cantidad de
ADN que tenemos en el amplificado. Para ello, Ia muestra insertada en el
plasmido se digiere con la enzima de restricciéon Eew Rl, de modo que se
obtiene un fragmento lineal de 512 pb de longitud. Una vez digerido, el
ADN se migra en el bioanalizador 2500 de Agilent utilizando el DNA
KIT-1000bp, el cual nos indica la concentraciéon y el tamano del
fragmento analizado (Figura IV.12). La cantidad de moléculas de ADN
del estandar se estima a partir del dato obtenido de su concentracion,
teniendo en cuenta el nimero de nucleétidos que tiene la molécula del
estandar, que un nucleétido es igual a 330 gr/mol y que un mol son 6

10 moléculas.
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Por ultimo, el tercer paso consiste en la realizacién de diluciones seriadas
de la muestra estindar; es decir se realizan diluciones 1/10 ocho veces
(Figura IV.5), las cuales se amplifican con los cebadores Al (Forward) y
A1R (Reverso). De este modo, se construye la recta patrén a partir de la
cual, por extrapolacién, se calcula la cantidad de moléculas molde de las

muestras problema (Figura IV.06).

Figura IV.5. Diluciones seriadas del extracto de la muestra estindar.

Extracto del estandar = 10!! moléculas
Diluciones

fddddddd

1010 10? 108 107 108 108 10¢  10%

Numero de copias

Figura IV.6. Cutva estandar. Los cuadrados rojos corresponden a las diluciones
seriadas del extracto de la muestra estandar y los azules corresponden a las muestra
problema.
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Reactivos de la qPCR

Tampoén 2.0X de Power SYBR Green MasterMix qPCR (Applied Biosystem)

0,5pM de los cebadores Al y AT1R (Tabla 3 y Figura 6)

Temperaturas y ciclos de la qPCR

1 ciclo 40-45 ciclos 1 ciclo
95 °C-10 min 95 °C-15s Disociacion
60 °C-1min 60°C 296 °C

1IV.1.5. Andlisis de la variabilidad del ADNmt
IV1.5.1. Secuenciacion del HV'S-I de la region control del ADNmt

Para llevar a cabo la secuenciacién del HVS-I a partir de extractos de
ADNa, se han utilizado 6 parejas de cebadores (ALONSO e7 al., 2003), que
nos permiten amplificar seis fragmentos solapantes de aproximadamente
100 pb de longitud cada uno, de modo que finalmente se obtiene la
secuencia completa comprendida entre los nucleétidos 15.995 y 16.399

(Tabla IV.1).

Cada fragmento del HVS-I ha sido amplificado en PCRs independientes.
Se prepara la siguiente mezcla de reacciéon en un volumen final de 25pl:
10mM Tris-HCL pH 8.3; 50mM KCl; 2M MgCl,; 100pM de cada dNTP;
20pg BSA; 0.4uM de cada cebador; 1U de AmpliTag Gold polimerasa y
10pl de ADN diluido con BSA (1:10). En todas las PCRs, ademas de los
blancos de extraccion se han incluido varios controles negativos de Ia
PCR, consistentes en muestras que se someten a todo el proceso de
amplificacion, pero a las que no se ha afladido extracto de ADN. Estos
controles sirven para poner de manifiesto posibles contaminaciones que

pudieran ocurrir durante la fase de amplificacion en el laboratorio.
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Tabla IV. 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de la region
HVS-I, junto con la T* de anillamiento correspondiente para cada par de cebadores y el
tamafio del fragmento obtenido en pares de bases (pb).

Secuencia de los cebador (5°—3’)

A1 CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT

AIR ACA TAG CGG TTG TTG ATG GG 0 e
1F GAA GCA GAT TTG GGT ACC AC 57 123
1R GTA CTA CAG GTG GTC AAG TAT

2F CAC CAT GAA TAT TGT ACG GT 53 125
2R ATG TGT GAT AGT TGA GGG TTG

3F CCC CAT GCT TAC AAG CAA GT 55 132
3RTGG CTT TAT TGT ACT ATG TAC

4F CAC TAG GAT ACC AAC AAA CCT A 58 130
4R CAA GGG ACC CCT ATC TGA GG

5F CGT ACA TAG CAC ATT ACA GT 57 9

5RTGA TTT CAC GGA GGA TGG TG

REACTIVOS DE LA PCR

GeneAmpli 10x PCR Gold Buffer & MgCl;
(Applied Biosystems Cat N°4311814)

100mM Tris-HCI pH 8,0: 500mM KCI; 25mM MgCl,
Guardara -20° C

20 mg/ml BSA

(Roche Cat. N° 711 454)

Guardara -20° C

dATP, dGTP, dTTP, dCTP

(Bioline Cat N° BIO-39025

Cada ANTP se presenta en concentraciéon 100mM a pH 7,5
Preparar alicuotas de 100ul de 2,5 mM de cada ANTP
Ampli Taq Gold (5U/ul)

(Applied Biosystems Cat N°4311814)

Guardar a -20° C

TEMPERATURAS Y CICLOS DE LA PCR

1 ciclo de desnaturalizacién 40 ciclos 1 ciclo de extension

o . 95 °C-15s o .
95 ° C-10 min Tm-30s (Tabla IV.1) 72 °C- 10 min

72 °C-30s
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Los amplificados se comprueban mediante migracién electroforética a
90V durante 45 min en un minigel horizontal de agarosa al 2% y 0,01%
de bromuro de etidio (BrEt) en buffer TBE 1X.

El gel de agarosa, tefiido con BrEt, se ilumina con luz ultravioleta de 320
nm de longitud de onda. El rango de tamanos de los productos de PCR,
se estiman por comparacién con un marcador de peso molecular

(Marcador XII, Roche Diagnostic).

Si al comprobar el gel se ha detectado que algin control negativo de la
PCR esta contaminado, se desechan todos los productos amplificados y
se repite la PCR cambiando todos los reactivos utilizados. Si la
contaminacion apareciera unicamente en los blancos de la extraccion,
habrfa que desechar todas las muestras relacionadas con esos blancos y

volver a realizar una nueva extracciéon de esas muestras (Figura IV.7).

en el que se han migrado un
producto  amplificado (1), dos
blancos de extraccion(2 y 3),un
control negativo de la PCR (4) y el
marcador de peso molécular XII, an—
Roche  Diagnostic (5). Se observa la
ausencia de contaminacién en 2, 3 y
4; y ausencia de inespecificidades en

1.

Figura IV.7. Deteccion de | 3 é
contaminaciéon. Gel de agarosa 2%, | B G0

Asimismo, se comprueba que los productos amplificados sean del
tamafo adecuado y no presentan inespecificidades. A continuacion, se
purifican los productos amplificados, eliminandose el exceso de reactivos
de la PCR.La purificaciéon se realiza mediante la accion enzimatica de la

ExoSap-IT siguiendo las instrucciones del fabricante (USB corporation).
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La ExoSap-IT es la combinacién de dos enzimas, una exonucleasa I,
cuya funciéon es degradar las hebras de ADN mononucleares
pertenecientes tanto a los cebadores como a cualquier otro residuo
sintetizado durante la amplificacién y una fosfatasa alcalina que hidroliza
los restos de dN'TPs de la mezcla de PCR para que éstos no interfieran
en la reacciéon de secuenciacion. Los productos de amplificacién
purificados se secuencian de forma automatica mediante el kit
dRhodamine  Terminator Cycle Ready Reaction (Applied  Biosystems). La
secuenciaciéon automatica se llevd a cabo en un secuenciador ABI

PRISM 310.

Una baja eficiencia de la reaccién de secuenciacién o una incorrecta
limpieza del producto de secuenciacién provocan una acumulacién de
terminadores marcados que no han sido incorporados al producto de
extension. Estos terminadores migran con la muestra en el secuenciador,
emitiendo picos de luz que pueden impedir la lectura de algunas
porciones del cromatégrama. Su eliminacion se lleva a cabo mediante las
columnas AutoSeqg™ G-50 disefiadas especificamente para eliminar los
terminadores fluorescentes de la reacciéon de secuenciacion, siguiendo las

instrucciones del fabricante (GE Healtheare) (Figura IV.8).

Figura IV.8. Imagen
de las columnas
AutoSeg™ G-50 (GE
Healthcare)
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Las muestras purificadas se desnaturalizan afiadiendo HI-DI Formamida
(Applied Biosystem) y se migran en un secuenciador automatico.
Mediante el programa informatico BioEdit
(http:/ /www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedithtml)  se  editan las
secuencias comparandolas con la secuencia de referencia publicada por
ANDERSON ¢f al., (1981) y que fue revisada por ANDREWS e¢f al., (1999),

denominandose rCRS (Revised Camibridge Reference Sequence) (Figura IV.9)

Reactivos del kit dRhodamine Terminator Cycle Ready Reaction
(Cat. N°. N403042)
- Ampli Tag DNA Polimerasa FS Pirofosfatasa termoestable
-Terminadores A-Dye Terminator, T-Dye Terminator, C-Dye Terminator y G-Dye Terminator
-Deoxinucleotidos trifosfato: ANTPs dATP, dTTP/dUTP* dCTP, dITP
-Tampén 5x Tris-HCI pH 9.0
—MgClg
Guardar a -20 ° C

TEMPERATURAS Y CICLOS DE LA PCR

1 ciclo de desnaturalizacion 25 ciclos
96 ° C-10s
94 °C-3 min 50 °C-5s
60 ° C-1 min

Figura IV.9. Cromatograma de un fragmento de la secuencia del HVS-I
analizada en el programa Bioedit

ATCTTAAT TCAACAT COASD G TCOCAAATACTTTTOTC CATAACAACTCTCAAAAAGAATTACGC TO

IV1.5.2. Secuenciacion del HV'S-11 de la region control del ADNmt

En aquellas muestras que no mostraban posiciones polimérficas en el
HVS-I, se ha llevado a cabo la secuenciacién del HVS-II. Para ello, se
han disefiado seis parejas de cebadores que permiten amplificar seis

fragmentos solapantes del segmento HVS-II comprendido ente las
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posiciones  nucleotidicas  16.504-429.  Asimismo, el fragmento
comprendido entre los cebadores 8F y 8R se ha amplificado en todas las
muestras para poder determinar cual es el nucleétido en la posiciéon 73
(Tabla IV.2). Para obtener la secuencia de esta region se han seguido los

mismos pasos que en el caso del HVS-I (Apartado IV.1.5.1).

Tabla IV.2. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacién del HVS-II,
junto con la T* de anillamiento correspondiente a cada patr de cebadores y el tamafio del
fragmento obtenido en pb.

Secuencia de los cebadores (5°—3’) T (°C) Tamafio
7F TTC CTA CTT CAG GGT CAT AAA GCC 61 15
7R: ACC AAA TGC ATG GAG AGC TC
8F GGT CTA TCA CCC TAT TAA CC 0 121
8R GAT ACT GCG ACA TAG GGT GC
9F TGC ACG CGA TAG CAT TGC GAG 58 136
IR:ATT ATG TCC TAC AAG CAT TAATT
10F CGC ACCTAC GTT CAATAT T AC 57 121
10R ATG ATG TCT GTG TGG AAA G
11F TTG AAT GTC TGC ACA GCC 57 148
1R TCT GGT TAG GCT GGT GTT AG
12F: TGG CCA CAG CACTTA AAC AC 55 109

12R: CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCC

IV1.5.3. Clonaciin de muestras problemiticas

La clonacién de los productos amplificados y su posterior secuenciacion,
nos permite diferenciar las mutaciones endégenas de la muestra, que
deben aparecen en todos los clones, de aquellos cambios debidos a la
incorporaciéon erréonea de un nucledtido en una posiciéon dafiada del

ADNa (KRING ¢ al., 1997).

La clonacién se ha llevado a cabo mediante el TOPO TA Cloning® Kit

(Invitrogen). Este kit presenta una ventaja a la hora de llevar a cabo la
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clonacién de productos de PCR, ya que el plasmido proporcionado por
el kit, el pCR2.7-TOPO (Figura IV.10), presenta unos extremos 3” romos
que terminan en T y aprovechando la capacidad de la mayoria de las
polimerasas de incorporar adeninas en el extremo 3" de los amplicones,
aumenta la eficiencia de ligaciéon. Ademas este kit presenta una elevada
eficiencia de clonacién de productos de PCR de una longitud menor a

200 pb.

El plasmido pCR2.7-TOPO tiene una zona “polylinker’ (multiple cloning
region) que contiene una secuencia diana que es reconocida por diferentes
enzimas de restriccion, lo que permite cortarla en puntos determinados e
insertar el fragmento de ADN exégeno que se desea estudiar.
Posteriormente se puede cortar con otras enzimas de restriccién que nos

permiten liberar el inserto mediante una digestion simple o doble.

El vector (plasmido+inserto) se introduce en la célula huésped mediante
un proceso denominado #ransformacion; la membrana de la célula se
permeabiliza de modo que es posible la introduccién del vector. Para
poder discernir si la célula ha sido transformada o no, se requiere que el
plasmido tenga algun marcador selectivo. Este marcador suele ser un gen
que codifica para la resistencia a un determinado antibiético, la

ampicilina en el caso de pCR2.7-TOPO.

Este antibiético inhibe una serie de enzimas implicadas en la sintesis de
la pared bacteriana, lo cual conduce a la lisis de la célula (SAMBROOK e7
al., 1989). La incorporacion del plasmido confiere a las células huésped la

capacidad de crecer en un medio que contiene este antibibtico,
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posibilitando su seleccion. Ademas, la region polylinker del plasmido esta
dentro del gen /acZ que codifica un fragmento de la enzima [-galactosidasa.
La célula huésped codifica la fracciéon complementaria de esta enzima,

necesaria para que sea activa (ULLMANN ef @/, 1967).

Figura IV.10. Mapa circular del plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen) (User manual
version U, TOPO-TA cloning (Invitrogen)).

beZn AIG
M13 Reverme Primer
T

La incorporacion del inserto en el plasmido rompe la pauta de lectura del
gen /lacZ. de manera que la bacteria que lo presente no producira B3-
galactosidasa activa (bacteria lac-). En presencia de un activador del gen
lacZ,, el IPTG (isopropiltio-B-Dgalactosidasa), y de wun analogo
cromogénico de la galactosa, el X-Gal, sélo aquellas bacterias con
actividad (3-galactosidasa (lact+) seran capaces de hidrolizar el X-Gal

generando una colonia azulada apreciable a simple vista.
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Sin embargo, aquellas bacterias que hayan incorporado el plasmido,
carentes por tanto de [-galactosidasa activa, no seran capaces de

hidrolizar el X-Gal y se multiplicaran dando lugar a colonias blancas.

Metodologia

1. Ligacion

La ligacion se realiza incubando a temperatura ambiente durante 30 min
4 pl de producto amplificado al que se le han afiadido 1 pl de solucién
salina y 1 ul del vector TOPO. Transcurrido ese tiempo, el producto de

ligacién se transfiere a hielo.

2. Transformacion de las células

La transformacion de las células ya competentes, se realiza incubando 2
ul de la mezcla de ligacién junto con las células competentes, en hielo
durante 15 min. La transformacién finaliza con una incubacién a 42 °C

durante 30 seg.

3. Cultivo de las células trasformadas

Tras la transformacion, se afiaden 250 pl de medio SOC y se incuban a
37 °C con agitacion. Posteriormente se coge un volumen de 50 ul de la
mezcla realizada y se deposita en un medio sélido de cultivo (Tabla IV.3)
que contiene, agar, amplicidina, X- Gal e IPTG, dejandolo toda la noche a
37 °C.
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4. Seleccion de células transformadas

Tras comprobar el crecimiento de las células en la placa, se seleccionan
las células transformadas, las que presentan una coloraciéon blanca, y se
realiza una PCR directa. La secuenciacién de los clones se realiza de un
modo similar a los productos de amplificado descrito en el apartado

IV.1.5.1.

Tabla IV.3. Composicién del medio de cultivo sélido LB-agar

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO LB-AGAR

-20gt/1 de Medio LB (Pronadisa, Cat. No. 1231.000)

-15gt/1 de Agar (Pronadisa, Cat. No. 1802.000)

-50mg/ml de Amplicidina (Apollo Scientific, Cat. N° BIA0104)
-40mg/ml X-Gal (S7ga, Cat. N° B9146)

-100mM IPTG (Apollo Scientific, Cat. No. BI1340)

Las secuencias de los clones se comparan con las obtenidas directamente
a partir del producto de PCR. Si una mutacién se repite en todos los
clones, se considera una mutaciéon endégena de la muestra, mientras que
las mutaciones que solo aparecen en un clon se considera que son
resultado de la mala preservacion de la secuencia endégena de la muestra

o errores de la Tag polimerasa, y son descartadas (Figura IV.11).

De este modo, a partir de los clones conseguimos una secuencia
consenso que deberfa coincidir con las secuencias obtenidas
directamente a partir de los productos amplificados, los duplicados y los

replicados.
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Figura IV.11. Secuenciaciéon y
clonacién de productos
amplificados. a) Clones
correspondientes a productos de PCR
de extractos de ADN no contaminados
y sin daflo; no presentan variabilidad en
las secuencias.

b) Clones de productos de PCR de
extractos de ADN no contaminados,
pero con dafio; presentan variabilidad
en las secuencias, aunque aparecen
motivos conservados entre los clones.
c) Clones de productos de PCR con
una secuencia cotrespondiente a la
muestra antigua, fuente de ADN con
dafio; junto a una secuencia fruto de
una secuencia moderna contaminante.
Algunas sustituciones no permiten
diferenciar si la wvariabilidad existente
entre las secuencias clonadas es debida
a la existencia de dafio en el ADN de la
muestra antigua o contaminacién con
ADN moderno.

a).CCCCCTCCCCATGCTTAC.-’A_EAGC.%GTAC.%GCAAT(

b)rcacccarcancs
........................ E PR

IV'.1.5.4. Andlisis de la variabilidad del genoma mitocondrial mediante RFLPs

La determinacion de los lugares diagnosticos de la region codificante del
ADNmt, permite clasificar la variabilidad del ADNmt en los 10
principales haplogrupos caucasoides (Tabla IV.4) (MACAULAY ¢t al.,
1999; TORRONI ef al., 1996).

Para ello, se utilizan once parejas de cebadores que amplifican once
fragmentos, de menos de 130 pb de longitud, que incluyen las posiciones
polimorficas que nos permiten definir los diez haplogrupos

mitocondriales en caucasoides (Tabla IV.5).

Cada fragmento ha sido amplificado en PCRs independientes; para ello

se ha preparado la siguiente mezcla de reacciéon en un volumen final de

35 pl: 10mM Tris-HCI pH 8.3; 50mM KCI; 25mM MgCl,; 2,5uM de cada
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dNTP; 1mg/ml BSA; 10 pM de cada cebador; 1,5U de Tag polimerasa
(Bioline) y 10ul de ADN diluido (1:10).

En todas las PCRs, ademas de los blancos de extracciéon se incluyen
controles negativos de la PCR, consistentes en una muestra que se
somete a todo el proceso de amplificacion pero a la que no se ha afiadido
ADN. Estos controles sirven para poner en manifiesto las posibles
contaminaciones que pudieran ocurrir durante la fase de amplificacion en

el laboratorio.

Los amplificados se comprueban mediante migracién electroforética a
90V durante 45 min en un minigel horizontal de agarosa al 2% en buffer
TBE 1X con bromuro de etidio (BrEt) al 0,01%. Se toma un pequefo
volumen (5pl) de los productos amplificados al que se le anade azul de
bromofenol. El gel de agarosa, tefido con BrEt, se ilumina con luz
ultravioleta de 320nm de longitud de onda. El rango de tamanos de los
productos de PCR, se estima por comparacién con el marcador de peso

molecular XII (Roche Diagnostic).

Tras verificar la ausencia de contaminacién, los productos amplificados
se digieren con su correspondiente enzima de restriccion siguiendo las
instrucciones del fabricante y el patrén de digestion se comprueba
mediante electroforesis en geles de acrilamida al 12% y tincién de plata o
mediante un analizador de fragmentos (Buanalyzer, Agilent tecnologys)

(Figura IV.12).
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Tabla IV.4. Patrén de ausencia/presencia de restriccién que presentan los lugares
diagnésticos de la region codificante analizados en este trabajo para definir los 10

haplogrupos descritos en caucasoides.

H V HV T ] U K I X W
Msel
14766
Ddel
10394
Alul
7052
NialIl
4577
NialIl
4216
Haell
9052
Hinfl
12308
Ddel
1715
Alul
10032
Accl
14465
Haelll
8994 )
Se indica, la enzima de restriccién mediante la cual se analiza la posicion
nucleotidica diagnostica.
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Tabla IV.5. Secuencia de los 11 pares de cebadores disefiados para la amplificacion de los sitios de restriccion diagnoésticos de la region codificante
del ADNmt que permiten definir los haplogrupos en caucasoides. Se indica la posicién nucleotidica y la temperatura de anillamiento de los cebadores, junto
con el tamafio del amplificado y los tamafios resultantes de los fragmentos digeridos.

Tamafio del

Sistema Secuencia de los cebadores 5'-3' Posicion nucleotidica  Tm °C - Tamaiio dig. (pb)
praqowy LIITMIGTOICC R mews .
Al (029 R GGCAANTACAGCTCCTATIGATAGGAC o4t 7070 2 2 e
Nlalll (4577) F-CACTCATCACAGCGCTAAGC 4519-4538 55 120 62/58

R-TGGCAGCTTCTGTGGAAC 4521-4540

F-AACTTCCTACCACTCACC 4140-4167
NIalll (4216) R-TACTCTATCAAAGTAACTCT 4281-4300 i 2t s1/40
ooy LOBCIOTCRCONTCE T
H L8994 G GAAGOTTANTGOTTGATATTGE o6 9086 = i e
HIf 02309 AT ITIATITCOAGTIGOACCAGEATT Dy 7 s o3/
Dty EIMCTIexCeCICIONGT oo . w
ALAIS2) G CTAGGATGAGGATGOAT Botses O e I/
Accl (14465) gﬁiﬁ%ﬁé&%ﬁ%ﬁngGGﬂGTc e 4108 31 9 SEl/eP)
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REACTIVOS DE LA PCR

Buftfer PCR 10x
(Bioline Cat. No. BIO21060)
10x NH4 Reaction Buffer

Guardara -20 ° C

25mM MgCl>

(Bioline Cat. No. BIO21060)

Guardar a -20 °C

20mg/ml BSA

(Roche Cat. N° 711 454)

Guardar a -20 °C

dATP, dGTP, dTTP, dCTP

(Bioline Cat N° BIO-39025)

Cada ANTP se presenta a 100mM a pH 7,5
Preparar alicuotas de 100ul de 2,5 mM de cada ANTP
Taq polimerasa (5U/ul)

(Bioline Cat. No. BIO21060)

Guardar a -20° C

1 ciclo de desnaturalizacion 40 ciclos 1 ciclo de extension
94°C-15s
94 °C-50 min Tm-10 s (Tabla IV.5) 72 °C- 10 min
72 °C-10

Figura IV.12. a) Imagen de un Bioanalyzer (Agilent tecnologys) b) Imagen de
resultados del analisis en un Bisanalyzer de diferentes digestiones enzimaticas. L:
marcador de peso molecular; 1, 3, 5, 7,9 y 11 muestras de amplificados sin digerir; 2, 4,
6, 8, muestras tratadas con Ddel-103924; 10 y 12 muestras tratadas con Hae II-9052

b)
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1V.1.6. Autentificacion de los resultados de ADN antiguo

Como ya se ha mencionado en el apartado 1.1 de la introduccién, el

ADNa presenta un conjunto de caracteristicas fisico-quimicas debidas al
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dafio post-mortem que dificultan enormemente su analisis. Las complejas
interacciones que se producen entre los tres factores que influyen en la
preservacion del ADNa (conservacion de una menor proporcion de
ADN, degradacién y riesgo de contaminacion) tienen como resultado la
obtenciéon de multiples secuencias de ADN, compuestas de cantidades
variables de la secuencia endégena de la muestra, secuencias endégenas
dafiadas y secuencias contaminantes, asi como combinaciones artificiales

de las mismas.

Todo ello dificulta la correcta determinacién de las secuencias de ADN,
lo que nos obliga a seguir estrictas normas, con el objeto de autentificar
los resultados obtenidos. A pesar de este conjunto de normas sefialadas
en diversos trabajos(HOFREITER ef al, 2001; PAABO, 1998; PAABO y
WILSON, 1991; PAABO et al., 2004; COOPER, 1994; COOPER y POINAR,
2000; POINAR e al, 19906), es importante sefialar las medidas de
precaucion que se han llevado a cabo para realizar este trabajo, debido a
que la contaminacién y la autentificacion de los resultados es la principal

limitacion con la que nos encontramos en los trabajos de ADNa.

IV7.1.6.1. Precauciones en el andlisis de ADN antigno

-Los restos, desde el momento de su descubrimiento deben ser
manipulados lo menos posible, siempre con guantes y sin que se
sometan a un lavado con H,O, ya que el H,O acelera la degradacion del
ADN y puede, asimismo, hacer que el ADN contaminante superficial se

introduzca en el interiot.
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-La extraccion del ADN y la preparaciéon de la amplificacion, se han
realizado en una camara estéril con presiéon positiva, donde nunca se ha
trabajado previamente con ADN humano de muestras actuales. De este
modo se asegura un aislamiento fisico entre este laboratorio y aquel

donde se llevan a cabo los procesos post-PCR.

-Se ha mantenido la esterilidad del material de investigacion y superficies
de trabajo dedicados exclusivamente al trabajo con ADNa, mediante el
tratamiento de forma rutinaria con lejia e irradiacién ultravioleta, gracias
a unas lamparas UV colocadas en el techo del laboratorio y que estan

encendidas siempre que no se esta trabajando.

- Siempre se ha usado una vestimenta adecuada a la hora de trabajar con

ADNa: gorro, guantes, bata y mascarilla desechables.

IV7.1.6.2. Criterios de antentificacion

A continuaciéon se sefialan los criterios de autentificacion exigidos por la
comunidad cientifica(HOFREITER e al., 2001; PAABO, 1989; PAABO y
WILSON, 1991; PAABO e# al, 2004; COOPER, 1994; COOPER y POINAR,
2000 POINAR ef al, 19906), que se han tenido en cuenta a la hora de

realizar este estudio.

Cuantificacion del nimero de moléculas de ADN amplificables. La
cuantificacién del numero de moléculas molde del extracto, nos permite
valorar el estado de preservacion del material y asi planificar la
metodologfa mas adecuada a la hora de autentificar los resultados

obtenidos.
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Si un extracto contiene mas de 100-1.000 moléculas molde, los
resultados son facilmente reproducibles y por tanto no es necesario llevar
a cabo todos los criterios de autentificaciéon para dar mayor fiabilidad a
los resultados obtenidos. En caso contrario, se deben realizar secuencias
directas a partir de multiples amplificaciones y clonar los productos
amplificados y secuenciar varios clones de cada producto de amplificado.
De este modo se detectarfan las mutaciones endégenas de la muestra, de
los errores debidos a la Tag polimerasa, de la degradacién de la muestra

de ADN y de la contaminacién con ADN moderno.

Amplificacién repetida del mismo o varios extractos. Cuando se
trabaja con ADNa se debe recuperar ADN a partir de varias muestras
del mismo individuo y se deben amplificar al menos dos extractos de
cada muestra del mismo individuo. De modo que, finalmente, al
comparar todas las secuencias obtenidas a partir de diferentes muestras
del mismo individuo: 1) podemos ser capaces de detectar
contaminaciones esporadicas y 2) podemos detectar los cambios debidos
a las lesiones en los nucleétidos del ADNa. La secuencia consenso que
obtengamos de todos estos resultados nos va a indicar si los resultados

obtenidos son fiables

Replicacion de los resultados en un laboratorio independiente.
Siempre que sea posible se deben analizar tres muestras de un mismo
individuo, dos analizadas en momentos diferentes en el mismo
laboratorio (duplicaciéon) (como se indica en el parrafo anterior) y una

tercera muestra se analiza en un laboratorio independiente (replicacion).
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En este estudio las replicacion de las muestras ha sido llevada a cabo por
el equipo dirigido por Dr. VVicente Cabrera de la Facultad de Biologfa, area
de Genética de la Universidad de La Laguna. A este equipo se le
proporcionan las muestras que se van a replicar y deben llevar a cabo el
mismo analisis que hemos realizado nosotros. Al finalizar, la
comparacion de los resultados obtenidos debe coincidir con los

obtenidos por nuestro grupo.

Controles de la contaminacion. Siempre que se ha realizado una
extraccion de ADN se han incluido al menos dos controles de la
extraccion en el laboratorio. Se trata de muestras que se someten a todo
el proceso de la extraccion pero a las que no se les ha anadido tejido. En
el proceso de amplificacion también se han incluido varios controles
negativos de la contaminacion, tratindose de muestras que se someten a
la amplificacién, pero a las que no se les aflade ADN. El uso de estos
controles nos permite identificar la contaminaciéon tanto en la fase de

extraccion como durante la amplificacion.

Clonaciéon y secuenciacion de los productos de PCR. Como se
indica en el apartado IV.1.5.3. la clonacién nos permite distinguir entre
las mutaciones endégenas (reales) de la muestra, que deben aparecer en
todos los clones, de aquellos cambios debidos a errores de la Tag
polimerasa durante la amplificacién o por el dafo en la secuencia de

ADNa.
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Correlacion inversa entre la longitud del producto amplificado y la
eficiencia de la amplificacion. A medida que aumenta el tamafio del
fragmento amplificado disminuye la eficiencia de su amplificaciéon. La
eficiencia de amplificaciéon deberfa estar inversamente correlacionada con

la longitud del producto amplificado.

Exclusion de inserciones del ADNmt en el genoma nuclear. Los
fragmentos de ADNmt existentes en el genoma nuclear representan un
potencial para los falsos positivos. La identificacion de estas inserciones
es posible gracias al disefo de cebadores especificos de la region

analizada.

Correlacion entre los motivos de la region control y los motivos de
la region codificante que definen los haplogrupos (MONTIEL ¢ al.,
2001). Los resultados de secuenciacion de la regiéon control y la
caracterizaciéon de los polimorfismos de restriccidbn en extractos
diferentes de cada individuo, nos permite detectar la contaminacién

mediante resultados no coincidentes.

Analisis de cada espécimen por un tnico investigador. El anilisis de
cada muestra por un unico investigador permite minimizar e identificar
mas facilmente la contaminaciéon introducida durante el procesado
experimental. La autora de la presente tesis doctoral ha realizado todo el
proceso experimental, desde la limpieza de los dientes y huesos, hasta su

amplificacion por PCR.

118



Metodologia

Sin embargo, a pesar de la estricta adhesiéon a los criterios de
autentificaciéon establecidos (HOFREITER e al, 2001; PAABO, 1989;
PAABO y WILSON, 1991; PAABO et al, 2004; POINAR e al., 1996;
MONTIEL e al., 2001; COOPER, 1994; COOPER y PONIAR, 2000), aun
pueden albergarse dudas acerca de la autenticidad de los resultados
obtenidos. En los ultimos afos se han ido incorporando nuevas

cuestiones, como:

Tipaje de todo el personal que ha manipulado las muestra. Cuando
las secuencias resultantes son semejantes a las de los investigadores o
arquedlogos que han manipulado las muestras, cabria esperar que se
hubieran contaminado o bien los restos o los extractos de ADNa
(GILBERT et al, 2005). Para ello, se ha realizado el mismo analisis
genético a las muestras tomadas a los arquedlogos, antropologos e

investigadores que hayan manipulado los restos esqueléticos.

Espectro mutacional anormal. .a acumulacién de un gran numero de
mutaciones en una misma secuencia, podria ser el resultado de cambios
post-mortemr del ADN (BANDELT e/ al., 2005). Para ello se ha realizado el
analisis de varias muestras del mismo individuo, ya que no todas ellas

tienen porque tener el mismo grado de degradacion.

Paradoja filogenética. Si el supuesto haplotipo mitocondrial antiguo
obtenido resulta de una nueva combinacién “artificial” de fragmentos de
linajes de ADNmt de ramas filogenéticas diferentes, estos resultados

deben ser rechazados (BANDELT ¢ al., 2005).
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IV.3. ANALISIS ESTADISTICOS

IV.3.1. Cilculo de frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas constituyen un parimetro basico en el estudio
evolutivo de las poblaciones, ya que los cambios evolutivos de las
poblaciones generalmente se describen como cambios en las frecuencias

de los alelos de sus genes.

En este estudio, tanto los haplogrupos como los haplotipos
mitocondriales se han considerado como alelos de un unico /locus, dada la
naturaleza no recombinante del ADNmt. A partir de los valores
absolutos, se han calculado sus frecuencias alélicas mediante.
=
PN
iendo n; el numero de individuos pertenecientes a un haplogrupo o

haplotipo determinado y N el nimero total de individuos.

El error estandar (s.e.) o la desviacion tipica se estiman a partir de las
frecuencias génicas determinadas mediante la férmula de LI (1968),

donde p es el valor de la frecuencia en cuestion.

Se = pl=p)
N

1V.3.2. Diversidad haplotipica

La diversidad génica (NEI, 1987) se define como la probabilidad de que
dos alelos de una muestra escogidos al azar sean diferentes. Cuando se

trabaja con secuencias, cada variante (haplotipo) equivale a un alelo, por
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lo que puede utilizarse este indice para evaluar la diversidad haplotipica
del conjunto. Este estimador y su varianza asociada se calculan de la

siguiente forma:

Hz@ioﬁ‘gﬁj

donde # es el numero de secuencias, £ es el numero de alelos

2

(haplotipos) y p, es la frecuencia en la muestra del alelo (o haplotipo) “i

1V.3.3. Haplotipos diferentes

Cada variante mitocondrial definida respecto a la secuencia consenso
(ANDERSON e¢f al, 1981) constituye un haplotipo mitocondrial (k). El
porcentaje de haplotipos diferentes (%, k) se estim6 en relacion al

numero de individuos de cada yacimiento y poblacion.

1V.3.4. Anilisis poblacional

Es necesario un marco de referencia para poder interpretar las secuencias
de ADN mitocondrial obtenidas, que en este caso viene proporcionado
por la diversidad mitocondrial de las poblaciones actuales y de las
poblaciones antiguas. Asi, se ha procedido a la construccién de una base
de datos de secuencias de ADN mitocondrial de diversas poblaciones
europeas actuales y de poblaciones prehistoricas, provenientes en ambos
casos tanto de la bibliografia como de las muestras analizadas en la

presente tesis doctoral.
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IV".3.4.1 Distancias genéticas

Se ha calculado la distancia genética de Reynolds entre pares de
poblaciones (REYNOLDS ¢ al, 1983). Esta distancia asume que no
existen mutaciones y que la deriva genética es el unico factor responsable
del cambio en las frecuencias de los haplotipos. A diferencia de otras
distancias como la distancia genética de Nei (NEI y LI, 1979), esta
medida no asume un tamafio efectivo de poblacién constante e igual
para todas las poblaciones. Ia distancia genética de Reynolds

(REYNOLDS ¢# al., 1983) se calcula:

ZZ(phm ~ Pomi )2
D=—2»-
22(1 _mei _szi)

donde 7 es el numero de loci, 7" el numero total de alelos del conjunto
de loci y mp, las frecuencias del alelo 1 del locus m en las poblaciones 1 y
2 respectivamente. En el caso de secuencias de ADNmt, el numero de
loci es igual a 1 y el nimero de alelos equivale al nimero de haplotipos de

la muestra.

El céalculo de la matriz de distancias de Reynolds entre los pares de
poblaciones se realizé con el programa GENDIST del paquete PHYLIP
3.68 (FELSENSTEIN, 1993). La matriz de frecuencias de haplotipos fue
calculada con el programa ARLEQUIN a partir de las secuencias en
bruto, con la opcidon Haplotype frequencies contenida en el apartado Diversity

indices.
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1V7.3.4.2. Haplotipos compartidos entre poblaciones antignas y actuales

Otra forma de comparar la informacién obtenida de los haplotipos
antiguos y el conjunto actual de poblaciones es el estudio de la frecuencia
y distribucién de los haplotipos de la muestra antigua en las diferentes

poblaciones actuales de la base de datos.

11V7.3.4.3. Test exacto de diferenciacion poblacional

Para determinar si existe heterogeneidad genética significativa entre las
poblaciones analizadas en el presente trabajo, estas se han comparado
dos a dos mediante un test andlogo al de Fisher (SCHNEIDER y

EXCOFFIER, 2000).

La hipdtesis nula postula que la distribucién de las frecuencias alélicas es
independiente a través de las poblaciones, lo que corresponde a la
ausencia de diferenciaciéon poblacional, de forma que mediante un
método no-paramétrico se calcula una estimacién insesgada de valor “p”
de aceptaciéon o rechazo de la hipétesis nula (RAYMOND y ROUSSET
1995).

En este test se construye una la tabla de contingencia 2x2, cuyo tamafio
depende del nimero de haplotipos y de poblaciones. Dada la hipotesis
nula, obtendremos una probabilidad p de la tabla observada. Se explora
el espacio de todas las tablas de contingencia posibles y se determina
para cada una de las tablas, si su probabilidad de ocurrencia es mayor o
menor que p. Para que esta estimacién sea insesgada se realizara un

proceso de desmemorizacién para que la cadena de Markov comience a
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partir de un lugar al azar de todo el espacio de matrices posibles (GUO y

THOMPSON 1992).

-~
2

=
1
7 i
-
Bl
=z

1
—_

1l
—_

Donde N; se refiere al tamafio muestral total de poblaciones 4”, N es el

)

numero total de alelos 7", N; es el nimero de alelos

€

en la poblacion

‘4”y N es la suma de todos los valores N;.

Usando el método de la cadena de Markov obtendremos una estimacion
insesgada de la probabilidad exacta. El método de la cadena de Markov
es un método para generar una distribucion de probabilidad exacta bajo
la hipétesis nula, que no esta sesgada por la presencia de alelos raros, ni
por el pequeno tamafio muestral. Mediante este método obtendremos la
probabilidad de diferenciacion genética entre dos o mas poblaciones para

cada polimorfismo.

Todos los calculos se han realizado mediante el programa ARLEQUIN.
Ademas se ha aplicado el analisis de correccion de Bonferroni para

multiples test estadisticos.

IV'.3.4.4. Calenlo de distancias genéticas Pairwise Fst

Los wvalores de pairwise Fst pueden ser utilizados como distancias
genéticas entre la poblacién, aplicando una pequefia transformacién para

linealizar la distancia entre poblaciones y el tiempo de divergencia de las
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mismas (REYNOLDS ¢/ a/ 1983; SLATKIN, 1995). La distancia Fg, de
poblaciones haploides con un tamafio poblacional N que divergieron t

generaciones atras, se calcula como:

Q

1Y -
FST=1—(1—NJ =l-e N D =~log(l-F,)

Esta distancia es aproximadamente proporcional a #/N para tiempos

cortos de divergencia.

SLATKIN (1991, 1995) consideré un modelo simple en el que dos
poblaciones demograficas haploides de tamafio N habian divergido hace
T generaciones de una poblaciéon original. Estas dos poblaciones han
permanecido aisladas desde entonces, sin sufrir migraciéon y sin

entrecruzarse.

En tales condiciones, Fy; se puede expresar en términos de tiempos de

coalescencia; ¢, , que es el tiempo medio de coalescencia entre dos genes

procedentes de dos poblaciones diferentes y % , es el tiempo medio de

coalescencia entre dos genes procedentes de la misma poblacion.

Utllizando el analisis de varianza aproximada, la Fg; se expresa como

= g o r
F,, === Esta expresioén se puede simplificar como Fg, = ——
t T+N

cuando % es igual a N generaciones ya que Z es igual T + N

generaciones.
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Entonces la distancia serfa proporcional a D = ( A

1-F, ST)

Se puede calcular la matriz de los valores de las distancias Fg. gracias a
los supuestos anteriores. Supongamos, dos poblaciones de tamafio N
que muestran una tasa » de migracion, siendo la tasa de mutacion U
insignificante en comparacion con la tasa de migracién 7. En este caso,
tenemos la siguiente relacién simple en el equilibrio entre la migraciéon y

la deriva,

1 1-F,
Fy; =———— M se puede calcular como M =——3L
2M +1 2F,

Si se considera que el intercambio es entre las dos poblaciones y sin
ningun intercambio de estas con otras, entonces uno debe dividir la
cantidad M por un factor 2 para obtener un estimador de M'= Nm para
poblaciones haploides, o M' = 2 Nm para diploides. Esto se debe a la

expectativa de Fg;, dada por

1

= ANmd
almd |

(@-1)

Ademas del calculo de distancias genéticas entre las poblaciones, también

FST

donde 4 es el nimero de cambios por genes.

se puede calcular una estimaciéon de Nei (D) y una red (DA) del nimero
de diferencias nucleotidicas entre las poblaciones (Nei y Li, 1979). D y
D, netos son, respectivamente, calculados entre las poblaciones 1 y 2,

como:

A A

) £ _ It

K' A
D=rm; =z th.xzja”.,DA =T

i=l 0=l
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Donde K yK’ es el nimero de haplotipos distintos en las poblaciones 1y

2 y x; es la frecuencia del haplotipo i en la poblacién 1y 9;; es el nimero

de diferencias entre el haplotipo iy j.

Todos los calculos se han realizado mediante el programa ARLEQUIN.
Ademas se ha aplicado el analisis de correccion de Bonferroni para

multiples test estadisticos

IV.3.4.5 Andalisis multivariantes

En la presente tesis doctoral se realizan dos tipos de analisis
multivariantes, el analisis de componentes principales (PCA) y el
escalamiento multidimensional (MDS). El PCA es un método
multivariable especialmente util para describir, clasificar y definir la
relacion entre las variables iniciales (frecuencias), mediante un conjunto
mas reducido y facilmente interpretable de factores, construido a partir

de las variables iniciales (tablas de frecuencias).

Con este analisis se pueden proyectar muestras sobre una serie de ejes
ortogonales. Cada una de ellas estd formada por una combinacién lineal
de valores genotipicos a través de la frecuencia de los haplotipos o
haplogrupos. Estos ejes se eligen de manera que la proyeccion de las
muestras sobre el segundo eje maximiza la varianza de todos los posibles
ejes. Del mismo modo, la proyecciéon de las muestras sobre el segundo
eje maximiza la varianza de todos los posibles ejes perpendiculares a la
primera, y asi sucesivamente para los componentes siguientes. Este

analisis se ha realizado mediante el programa estadistico SPSS 17,0.
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El MDS, es un analisis multivariante en el cual se representan las
distancias genéticas entre las poblaciones (Pairwise Fg. o distancia de
Reynolds) en dos dimensiones. Se parte de una matriz de distancias
genéticas construidas a partit de las tablas de frecuencias y su
representacion se realiza en una aplicacion estadistica de SPSS (version

17,0) (KRUSKAL, 1964).
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Resultados y Discusion V.1.

V.1.1. INTRODUCCION

A la hora de llevar a cabo estudios sobre los restos esqueléticos de los
individuos que vivieron en el pasado, un aspecto muy importante que
hay que tener en cuenta, es la informacién proveniente de las
evidencias arqueolégicas recuperadas, ya que a partitr de ellas se
plantean los diferentes analisis antropolégicos, moleculares, faunisticos,
carpolégicos y arqueobotanicos, entre otros, que nos permitiran
establecer los aspectos sociales, bioldgicos y/o econémicos de estas
sociedades, llegando a comprender cual era la forma de vida y el ritual

de la muerte de los individuos que vivieron en el pasado.

El patréon de enterramiento de los inhumados en un yacimiento
arqueolégico, depende de numerosos factores, que se pueden
relacionar con la concepcién del mundo que tenfan las sociedades que
vivieron en el pasado. Mediante el analisis del ritual de enterramiento
de estas sociedades podemos indagar en el tipo de sociedad, economia

y/o cultura que existia en estas poblaciones.

Tradicionalmente, los estudios antropoldgicos de los individuos que
vivieron en el pasado se han basado en el analisis morfolégico de los
restos 6seos y dentarios recuperados. En la actualidad, gracias a los
avances tecnologicos es posible llevar a cabo analisis del ADN
recuperado de restos Oseos y dentarios antiguos, permitiéndonos
obtener una aproximacion directa de la historia genética de las
poblaciones del pasado (ALZUALDE e al., 2005, 2006, 2007; CASAS ¢t al.,
2006; FERNANDEZ et al, 2008; FREGEL e al, 2009a, 2009b;

GUIMARAES ¢t al., 2009; 1ZAGIRRE ¢f al., 1999, 2005; VERNESI ¢ al.,
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2004; SAMPIETRO ef al., 2007, HAAK et al, 2005; BRAMANTI et al.,
2009).

Asimismo, mediante el estudio de la variabilidad del genoma
mitocondrial (genoma muy utilizado en el analisis de ADNa), se pueden
llevar a cabo estudios genealogicos. Asi, cuando se analizan los
resultados del ADNmt de muestras antiguas, la presencia de dos linajes
mitocondriales diferentes en dos individuos, significarfa que estos
individuos no tienen una relacion familiar via materna, es decir, no se

tratarfa de hermano/as o madre e hijos/as.

Sin embargo, la presencia del mismo linaje en mas de un individuo, no
significa necesariamente que entre ellos exista una relacién familiar. Si
tenemos en cuenta la frecuencia de estos linajes compartidos en la
poblaciéon general, podriamos discernir mas facilmente la existencia de

una posible relacion via materna entre dichos individuos.

Si el linaje mitocondrial compartido, presenta una frecuencia baja o
inexistente en la poblacién general, tendrfamos una mayor probabilidad
de establecer relaciones familiares via materna entre estos individuos. Si
por el contrario, la frecuencia del linaje compartido fuera alta en la
poblaciéon general, resultarfa mas problematico establecer relaciones
familiares maternas, ya que la probabilidad de que dos individuos no
emparentados compartan el mismo linaje mitocondrial, es directamente

proporcional a la frecuencia del linaje.
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Por dltimo, cabe mencionar que analizando el ADNmt, en ningin
momento podriamos establecer relaciones familiares fuera de la linea
materna; para ello, habria que estudiar otro tipo de marcadores nucleares,
cuyo analisis puede ser complejo en muestras antiguas, como por

ejemplo, el caso del cromosoma Y.

El yacimiento de Los Cascajos constituye una referencia fundamental
sobre el mundo funerario de las primeras comunidades campesinas, que
establecieron su habitat al aire libre en Navarra (Figura IIL.1). Este
yacimiento se encuentra ubicado al sur del término municipal de Los
Arcos, en Navarra, en la comarca geografica de Tierra Estella. El area
excavada se extiende a una superficie de 4 hectareas, habiéndose
recuperado evidencias arqueoldgicas que corresponden a un poblado
neolitico, lo que resulta novedoso en el contexto de los yacimientos
coetaneos en esta region, ya que dichos yacimientos se presentan
dispuestos en cuevas y abrigos, como es el caso de Pefia Larga (Cripan,
Alava) y Mendandia (Saseta, Trevifio), de los que carecemos de

evidencias del poblado (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001, 2007a).

se han excavado hasta el momento mas de 550

b

En Los Cascajos
estructuras, que sus moradores realizaron en forma de hoyos, con
diversas finalidades: cabafas, postes, silos, basureros, estructuras de
combustién y enterramientos, entre otros. De las 550 estructuras
recuperadas, 34 corresponden a enterramientos, en los que se han
recuperado restos 0seos correspondientes a 36 individuos, en su mayorfa

dispuestos en fosas individuales o simples.
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Es de destacar, el hallazgo en el interior del poblado, de una zona de
aproximadamente 550 m” restringida solo para albergar enterramientos,
denominando a esta zona, nectépolis. Pero no todos los enterramientos
recuperados se encuentran en la necrépolis, ya que también hay
inhumaciones localizadas dispersas por el poblado (GARCIA-GAZOLAZ y
SESMA, 1999, 2001, 2007a). Al existir dos ubicaciones para los
enterramientos, en lo sucesivo, nos referiremos a ellas como “poblado” y
“necropolis” segin estén situados dispersos por el poblado o en la

necropolis.

Del total de 36 individuos recuperados en este yacimiento, 25 se
encuentran situados en la necrépolis y el resto, 11 individuos, dispersos
por el poblado de forma no uniforme, con una distancia notable entre un

enterramiento y el otro.

De las veinte dataciones realizadas hasta el momento en este yacimiento
(GARCIA GAZOLAZ y SESMA, comunicacion personal), cinco han sido
realizadas a partir de restos 6éseos humanos. Los sujetos que ofrecen las
dataciones mas antiguas son CAS-497 (6.230£50 BP, Neolitico Antiguo)
situado en el poblado y CAS-183 (6.185+45 BP, Neolitico Antiguo)
situado en la necrépolis, lo cual nos indica que en las fechas mas antiguas
del yacimiento, se utiliza tanto la necrépolis como el poblado para
albergar los enterramientos. Las dataciones mas recientes corresponden a
los individuos CAS-193S (5.330+50 BP, Neolitico Medio) situado en la
necropolis y CAS-21 (5.100£50 BP, Neolitico Medio) situado en el
poblado, lo cual también indica que en las fechas mas recientes, los

individuos eran inhumados tanto en la necrépolis como en el poblado.
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Estos datos muestran que este poblado fue utilizado como tal, al menos
durante un milenio aproximadamente (tiempo transcurrido desde la
fecha mas antigua a la mas reciente de las dataciones) y que durante este
lapso de tiempo, los habitantes de Los Cascajos enterraban a sus muertos
tanto en el poblado como en la necrépolis (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA,
1999; 2001; 2007a).

A partir de las dataciones realizadas tanto en restos 6seos como en otros
tipos de materiales, se definen dos amplias fases cronoldgicas: 1) La Fase
I que corresponde al Neolitico Antiguo, y que en dataciones absolutas se
extiende entre el 6.435145 BP y el 5.640£35 BP. A esta fase se asocian
once individuos. 2) La Fase II que corresponde al Neolitico Medio y que
en dataciones absolutas se extiende hasta 5.100250 BP, fase a la que solo
pertenecen dos individuos (Tabla V.1.1). El resto de los individuos, que
son la mayorfa, se han asignado a una fase denominada Fase I-II, al no
presentar ningun tipo de ajuar o caracteristica que permita situarlos en

alguna de las dos fases definidas por datacion.

El ritual funerario conlleva la colocaciéon del inhumado en posicién
flexionada, bien sobre un costado (60% de los casos) o dectbito supino
(30% de los casos) (Tabla V.1.1), con las extremidades plegadas hacia el
tronco (en el caso de las piernas dispuestas en paralelo, mientras que en
el caso de los brazos presenta una mayor variabilidad) y éste se vuelca
ligeramente hacia el frente. En algunas inhumaciones esta posicion
resulta extremadamente forzada (CAS-191 y CAS-341 por ejemplo), lo
que induce a pensar en la utilizacién de algin sistema de inmovilizacién

del cadaver mediante ligaduras (Figura V.1.1).
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Esta postura contraida la  presentan todos los  cuerpos,
independientemente de la forma y dimensiones de la fosa (GARCIA-

GAZOLAZ y SESMA 2007a).

Figura V.1.1. Imagen de dos inhumados inmovilizados. a) Individuo CAS-341 y b)
individuo CAS-191. Facilitada por J. Sesma y ] Garcfa Gazolaz.

Otra vertiente del ritual es la orientacion del cadaver. El 66% de los

inhumados presentan el tronco (marcado por una linea imaginaria que
unirfa la base del craneo y el sacro) orientado hacia el cuadrante SE-SW,
y la cabeza girada hacia su izquierda, es decir, mirando hacia poniente. El
resto, presenta una orientacién que no puede ser agrupada en una o en

unas pocas clases (Tabla V.1.1) (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007a).

La mayoria de las inhumaciones son individuales en fosa simple, tipo
hoyo, variando tnicamente el tipo de planta (circular, ovalada o en forma
de ocho) y las dimensiones (diametro y profundidad). En unos pocos
casos, existe también asociacién de inhumados, dindose dos casuisticas:

a) individuos superpuestos (CAS-193, superior e inferior) y b) individuos
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inhumados en fosas adyacentes (CAS-202/CAS-203 y CAS-257/CAS-
258) (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001, 2007a).

Nueve de las 36 inhumaciones recuperadas en este yacimiento estan
cubiertas bien con una gran losa de arenisca (dos inhumaciones) o bien
con tierra (siete inhumaciones), pudiendo presentar estas ultimas cereal
carbonizado, piedras y fragmentos de molinos de mano (Tabla V.1.1)

(GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001, 2007a).

En este yacimiento resulta excepcional el hallazgo de una inhumacién
(CAS-517) en el interior de una de las ocho cabafas pertenecientes al
poblado. Asimismo, es relevante la existencia de inhumaciones en
estructuras reutilizadas (CAS-33, CAS-193, CAS-216 y CAS-222), es
decir, la funcién primaria de estas estructuras no era la de albergar una
inhumacién, sino que eran usadas como almacén, estructura de
combustiéon o basurero (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 1999, 2001,

2007a).

El ajuar en general es pobre, mayoritariamente se trata de ceramicas,
molinos de mano y cuchillos de silex. En cuanto al adorno personal se
han recuperado cuentas discordes, colgantes y diademas de concha o
hueso. Solamente 16 enterramientos presentan algun tipo de ajuar. Un
caso especial es el inhumado CAS-196, no solo por la singularidad de los
elementos de su ajuar, sino por el nimero y variedad de las piezas
(vasijas de ceramica, hacha pulimentada, percutor, espatula, candiles de

ciervo y metapodios de ovicaprido).
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Todos estos datos arqueoldgicos nos informan acerca de la existencia en
el Neolitico Antiguo de un poblado asentado (con evidencias de hogares,
cabanas, silos y almacenes, entre otras estructuras), que ademas alberga
una necropolis en su interior. La excepcionalidad del yacimiento de Los
Cascajos reside en el hecho de ser el primer yacimiento conocido tanto
en Navarra como en la Peninsula Ibérica, hasta la fecha, que presenta
una necrépolis definida dentro del poblado y en ser uno de los
yacimientos mas antiguos del Neolitico en la Peninsula Ibérica (GARCIA-

GAZOLAZ y SESMA, 1999; 2001; 2007a)

Resumiendo, los individuos del yacimiento neolitico de Los Cascajos
presentan diferentes combinaciones de caracteristicas culturales, como es
el tipo y la presencia/ausencia de ajuar; el tipo y la presencia/ausencia de
cobertura de la fosa; la inhumacién en el poblado o en la necrépolis, en
fosas reutilizadas o asociadas; el sexo y la edad. Teniendo en cuenta estas
caracteristicas culturales, se evaluara la existencia de coincidencia entre la

variabilidad cultural frente a la variabilidad bioldgica.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio se centra en realizar un analisis a
nivel morfolégico y molecular de los restos esqueléticos recuperados en
el yacimiento neolitico de Los Cascajos. Estos resultados, junto con otras
evidencias arqueoldgicas recuperadas referentes al ajuar, ubicacion,
cobertura, orientacion y disposicion del inhumado en la fosa; permitiran
una mejor comprension del patrén de enterramiento que presentan estos
individuos, dado que a partir de este patron, se puede llegar a deducir el
comportamiento y la forma de vida de los individuos que se encuentran

inhumados en este yacimiento.
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V.1.2. MATERIALY METODOS

En el yacimiento neolitico de Los Cascajos (LLos Arcos, Navarra) se han
recuperado restos humanos pertenecientes a 36 individuos, 25 de ellos se
encuentran ubicados en la necrépolis y 11 se sitdan dispersos por el
poblado. Se han podido reunir un total de 75 piezas dentarias,
correspondientes a 30 individuos, en los que se ha llevado a cabo el

estudio genético.

El sexo y la edad de los restos humanos recuperados en Los Cascajos se
han estimado mediante los criterios morfolégicos habituales (WHITE e7
al., 2005). La estimacion del sexo se ha llevado a cabo principalmente
mediante el dimorfismo sexual de la pelvis y el craneo. La estimacion de
la edad en los individuos subadultos, se ha realizado mediante el patrén
de erupcion y calcificacion dentaria y el patron de cierre de las epifisis de
los huesos largos. En los adultos, la estimacion de la edad se ha llevado a
cabo teniendo en cuenta el desgaste dentario, cambios en la sinfisis
pubica, cambios degenerativos en el esqueleto y el cierre de las suturas

craneales.

El protocolo seguido tanto para la seleccion, limpieza de las muestras, asi
como la extraccion de ADN vy el analisis del ADNmt se indica en el

apartado IV.1 de la presente tesis doctoral.

Ademas, hemos llevado a cabo los criterios de autentificacion propuestos
para los estudios de ADNa enumerados en el apartado IV.1.6 de la

presente tesis doctoral
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Se han realizado los controles oportunos tanto durante la extraccion del
ADN (“blanco de la extraccion”, control sometido a todo el proceso de la
extraccion, pero al que no se le ha afiadido tejido), como durante la
amplificacion de las muestras (“control negativo de la PCR”, muestra a la
que se le han anadido todo los reactivos necesarios para la amplificacion,

excepto el ADN).

Asimismo, se ha cuantificado el nimero de moléculas de ADN molde
presentes en el extracto de ADN mediante qPCR. También se ha llevado
a cabo la duplicacién de las muestras en nuestro laboratorio, para ello se
han extraido dos muestras del mismo individuo, en dos momentos
diferentes de trabajo. Ademas, hemos llevado a cabo la clonacién de los
amplificados, de modo que se puedan distinguir las mutaciones
endogenas de la muestra, de otros cambios producidos por la

degradacion del ADN o por la contaminacion.

Finalmente, se ha llevado a cabo la replicacién de un elevado numero de
moléculas en un laboratorio independiente al nuestro, concretamente en
el laboratorio dirigido por Dr. Vicente Cabrera de la Facultad de Biologfa

(area de Genética) de la Universidad de La Laguna (Tenerife).

En cuanto al tratamiento estadistico, se ha realizado un analisis de
Coordenadas Principales mediante el programa PCO (ANDERSON, 2003)
y un Analisis de Componentes Principales (PCA) (SPSS Software),
donde hemos considerado en conjunto, tanto las caracteristicas culturales
que presentan los inhumados, como los datos genéticos que hemos

obtenido.
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Para valorar la existencia de algin tipo de relacion entre la variabilidad
genética y las caracteristicas culturales de algunos inhumados, se han
realizado varios test exactos de diferenciacion poblacional utilizando el
paquete estadistico Arlequin 3,11 (SCHNEIDER ¢7 a/., 2000). También se
ha utilizado este software para calcular la diversidad genética (NEI ez a/.,

1987).

V.1.3. RESULTADOS

V7.1.3.1 Distribucion segrin sexo y edad

El sexo y la edad se han podido estimar en el 86% de los individuos. Un
71% pertenecen al sexo masculino, el 13% al sexo femenino y en el 16%
restante no se ha podido estimar el sexo, clasificindose como
indeterminable. Cabe resaltar de estos resultados, el predominio de

individuos masculinos (Figura V.1.2).

Figura V.1.2. Distribucién del sexo en los diferentes rangos de edad estimados en
el yacimiento neolitico de Los Cascajos.
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En cuanto a la estimacion de la edad, se observa un rango que
comprende desde la edad infantil a la edad adulto maduro, siendo la gran

mayoria de los individuos adultos jovenes (54,84%) (Figura V.1.2).

Al analizar conjuntamente los resultados concernientes al sexo y la edad
(Figura V.1.2), es destacable la presencia de una gran proporciéon de
individuos masculinos adultos jovenes, siendo este rango de edad y este

sexo el mayoritario en este yacimiento.

17.1.3.2 Distribucion de la variabilidad del ADNmt

En los 36 individuos que se han recuperado en el yacimiento de Los
Cascajos, se ha llevado a cabo el analisis de la secuencia del HVS-I y del
fragmento de HVS-II que contiene la posicién nucleotidica 73, asi como
la determinacion de algunos SNPs de la region codificante, habiéndose
obtenido resultados positivos en un total de 30 individuos. Sin embargo,
unicamente en 25 de ellos se han obtenido resultados reproducibles,

siendo 16 de la necrépolis y 7 del poblado (Tabla V.1.1 y Figura V.1.3).

Por lo tanto, debido al estado de conservacion de las muestras, solo se
han analizado el 83% de los individuos recuperados, habiéndose
obtenido resultados positivos en el 77%, casos estos ultimos en los que
se ha cuantificado del nimero de moléculas molde de los extractos de
ADN mediante qPCR, habiéndose obtenido unos resultados que oscilan
entre 100-1000 moléculas (Tabla V.3.2), justo el limite de la cantidad de
ADN que se considera suficiente para obtener resultados reproducibles

(HANDT et al., 1990).
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Asimismo, el 92% de éstos resultados se ha verificado mediante
duplicacién, consistente en el andlisis de dos muestras del mismo
individuo, realizado de forma independiente en nuestro laboratorio.
Ademas, se han replicado el 56% de las muestras en el laboratorio
dirigido por Dr. Vicente Cabrera de la Universidad de La Laguna.
Finalmente, se han clonado 41 de los fragmentos amplificados y
posteriormente se han secuenciado 10 clones de cada fragmento. Gracias
a la correlaciéon obtenida al comparar todos estos resultados, podemos
considerar que los resultados que hemos obtenido son auténticos (Tabla

V.1.1).

La variabilidad mitocondrial que se ha obtenido se clasifica en 14
haplotipos mitocondriales, mostrando asi una elevada diversidad genética
(0,9486%0,0248), que puede agruparse en 4 haplogrupos mitocondriales
H, U, K, J), donde tres de ellos son los mas frecuentes en la poblacion

europea actual (H, U y K) (Tabla V.1.1 y Figura V.1.4).

De los catorce haplotipos mitocondriales obtenidos en Los Cascajos
(Tabla V.1.1), cinco se presentan en mas de un individuo (ht2, ht3, ht4,
ht7 y ht10), siendo éstos los haplotipos mas frecuentes; mientras que los
nueve restantes, estan representados cada uno por un solo individuo. Se
observa que hay dos haplotipos exclusivos de los individuos inhumados
en el poblado (htl y ht5), nueve haplotipos exclusivos de los inhumados
en la necrépolis (ht6 al htl4) y tres haplotipos (ht2 al 4), se encuentran
compartidos en ambas localizaciones (necrépolis y poblado) (Tabla V.1.1

y Figura V.1.3).
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Tabla V.1.1. Yacimiento neolitico de Los Cascajos (Los Arcos, Navarra): relacion de los individuos recuperados en este yacimiento (INDV). Se indica
el sexo y la edad, el haplotipo (HT), el haplogrupo (HG), la ubicacién (necrépolis y poblado), fase cronoldgica (I y II), orientacién (OR.), tipo de ajuar,
posicién (de costado o decubito supino) y el tipo de cobertura (losa y/o tierra) (COBER), que presentan los individuos inhumados en este yacimiento.

HVS-I  nt73 HG HT SEXO EDAD UBICACION FASE OR. POSICION COBER.
CAS-21 92 G H hl & jgiletr‘f poblado I SESW  adorno costado
CAS-33 311 A H h2 4 "J‘iilef poblado 11 N costado losa
CAS-48.1 CRS G H w3 ¢ 0 hhdo LI
maduro
CAS-48.2 poblado I
CAS-70 CRS G U h4 g 2dio poblado I SESW ceramica dectibito
OVl supino
CAS-73 3 adulto poblado I-11
CAS-90 CRS G H  ht3 3 ?g:if poblado I-11 E ceramica
CAS-148 220278311 G U  his &2 adulto poblado I WSW d:ﬁ;‘;ﬁ)"
CAS-173 g aduo poblado L spsy melinosde  dectbito tietra
joven mano supino
CAS179 69126195 G ]  he & MO gpolis 1 spsw  cuchilos dectibito
joven silex supino
CAS-180 g ASOR crpols LIl SESW costado
joven
CAS-181 224-311 G K ht7 a3 adulto necrépolis I-11 SE-SW costado losa
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nt73 HG HT UBICACION FASE  OR. POSICION  COBER.
CAS-182 CRS A H ht8 Q ?g:i? necroépolis 1 SSE adorno
CAS-183 92288311 G U ho d adulto necrépolis I SE-SW costado tierra
maduro
CAS-191 224311 G K h7 & jiitz necrépolis I1I  ESE costado
CAS-1938 311 A H h2 3%  juvenil  necropolis 0 sEsw molinosdemano g, tierra
CAS-1931 infantl  necropolis I ssp  molinos de mano d:;;‘zgo tierra
CAS-194 92-311 A H ht10 I a].(il:fletz necrépolis I SE-SW  molinos de mano costado
CAS-195 3 necrépolis L1 SE-SW
CAS-196 CRS G H hw ¢ adulto necrépolis I WSW Cerdmica y decuibito
maduro hacha... supino
CAS-201 necrépolis LIl SESW dectibito
supino
CAS202 224311 G K h7 & a;g;‘g‘l’ necrépolis I1  SE-SW costado tierra
: : juvenil JRT : dectbito
CAS-203 69-126 G ] htl1 (13-14) necroépolis I-11 12} A
CAS-204 270311 G U5 htl2 l?ga;‘at)ﬂ necropolis Il SE-SW costado
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INDV. HVS-I nt73 HG HT SEXO EDAD UBICACION FASE OR. AJUAR POSICION COBER.
CAS-205 necrépolis 111 N costado
CAS-206 3 juvenil necrépolis 111 SE-SW ceramica decu]) 1o
supino
adulto T .
CAS-216 CRS G U ht4 3 T— necrépolis I-11 S cuchillos silex costado
CAS-222 129 A H ht13 I adulto necrépolis I SE-SW cuchillos sflex y costado tierra
maduro adorno
CAS-254 CRS G U ht4 juvenil necrépolis 111 WNW costado
CAS-257 Q gdulto necrépolis I-11 S hacha azuela costado
joven
adulto . ..
CAS-258 92-224-311 G K htl4 Q o necrépolis -1 SE-SW ceramica costado
CAS-262 adulto necrépolis 111
CAS-263 necrépolis -l SE-SW costado
CAS-341 92-311 A H  htl0 a3 ?SEJ;? necrépolis I-11 SE-SW  molinos de mano costado
adulto .
CAS-497 311 A H  ht2 3 P— poblado I SE-SW costado tierra
CAS-517 adulto poblado I ENE costado
joven
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Figura V.1.3. Plano del yacimiento neolitico de Los Cascajos. A) Seccién del plano cotrespondiente a los inhumados de la necrépolis. B) Secciones del plano

correspondientes a las inhumaciones dispersas por el poblado. , inhumaciones; I, cobertura de la inhumacién con losas; & , cobertura de la inhumacién con tierra compuesta
de material pétreo; ajnar, inhumaciones con ajuar asociado; F-I, Fase cronolégica I; F-I1, Fase cronoldgica II; y @, Individuo de sexo femenino. Figura facilitada por J. Sesma

con pequefias modificaciones. Figura facilitada por J. Sesma y J. Garcia Gazdlaz, con unas pequefas modificaciones.
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Figura V.1.4. Distribucién de las frecuencias haplotipos mitocondriales (%) de
los individuos recuperados en el yacimiento de Los Cascajos, junto con los haplogrupos
mitocondriales en los que se clasifican.
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De los cinco haplotipos mas frecuentes de este yacimiento (ht2, ht3, ht4,
ht7 y htl0), tres se encuentran representados tanto por individuos del
poblado como de la necrépolis (ht2, ht3 y ht4). El ht2 pertenece a tres
individuos varones (CAS-33, CAS-193S, CAS-497), que presentan
cobertura en sus fosas, tanto de tierra con restos de material pétreo,
como con una losa de arenisca. Sin embargo, sélo uno de estos
individuos presenta ajuar en forma de molinos de mano (CAS-193S).
Ademas, estos individuos pertenecen a diferentes fases cronoldgicas,
CAS-33 y CAS-193S a la Fase II y CAS-497 a la Fase I (Tabla V.1.1).
Todo ello nos indica que en la misma época (Fase-1I), existian diversas
practicas funerarias (inhumaciones en la necrépolis o en el poblado,
presentar cobertura de tierra o con una losa de arenisca vy

presencia/ausencia de ajuar en las inhumaciones).

En resumen, podemos deducir que la caracteristica comun de estos

individuos es la presencia de cobertura y el haplotipo mitocondrial (ht2),
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el cual presenta una elevada frecuencia en la poblacion europea actual,
~4-6% (RICHARDS ¢f al., 2000; ACHILLI e al., 2004; LEE ¢ al., 2008), lo
que hace que resulte dificil establecer la existencia de una relacion

familiar via materna entre estos individuos.

El ht3 esta presente en tres individuos masculinos, dos adultos maduros
y un adulto joven (CAS-48.1, CAS-90 y CAS-196). Ninguno de ellos
presenta cobertura, uno de los individuos se encuentra enterrado en la
necropolis (CAS-196) y los dos restantes en el poblado (CAS-48.1 y
CAS-90). Ademas, dos de ellos (CAS-196 y CAS-90), presentan
ceramicas, siendo el caso del inhumado CAS-196 un caso excepcional,
no sélo por la singularidad de los elementos de su ajuar, sino también
por su numero y variedad. Por lo tanto, la caracteristica en comun de
estos individuos es la ausencia de cobertura y el haplotipo mitocondrial
(ht3). Dado que la frecuencia de este haplotipo no es clevada en la
poblacién europea actual, oscila entre 0,5-3,1% (MACAULAY e al., 1999;
SALAS et al., 1998; FINILLA ef al., 2001), podria plantearse la existencia de

algun tipo de parentesco via materna entre estos individuos.

En cuanto al ht4, estd presente en tres individuos varones (CAS-70,
CAS-216 y CAS-254), con ausencia de cobertura. Sin embargo, estos
individuos presentan diferente tipo de ajuar (ceramica, cuchillos de silex
y ausencia de ajuar), diferentes orientaciones y diferente posiciéon del
inhumado en la fosa. El ht4, presenta una frecuencia en gradiente en las
poblaciones actuales, observandose los valores maximos en las
poblaciones del Proximo Oriente, disminuyendo su valor al acercarse a

las poblaciones del suroeste de Europea (7-20%) (RICHARDS ef al., 2000,
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ACHILLI ¢/ al., 2005, LEE et a/, 2008). Asi, asumimos que la caracteristica
en comun de estos tres individuos es la ausencia de cobertura y el
haplotipo (ht4), siendo muy dificil poder establecer alguna relacién
familiar via materna entre ellos, dada la frecuencia de este haplotipo en la

poblacién europea actual.

Otros haplotipos compartidos por mas de un individuo en este
yacimiento, son el ht7 y htl0, los cuales, ademas, son exclusivos de
individuos enterrados en la necrépolis. El ht7 esta presente en tres
individuos masculinos (CAS-181, CAS-191 y CAS-202), sin ajuar,
orientados hacia poniente y con una posicion de costado en la fosa. Sin
embargo, s6lo en dos casos presentan cobertura, bien de tierra con
material pétreo o bien con una losa de arenisca. Por tanto, estos
individuos tienen en comun la ausencia de ajuar y el haplotipo. La
frecuencia de este haplotipo en la poblacién actual es de un 6%
(RICHARDS ¢ al., 2000; ACHILLI ¢ al., 2005, LEE e# al., 2008), resultando

arriesgado plantear la existencia de relaciones via materna entre ellos.

El ht10, es un caso unico en este yacimiento, ya que lo comparten dos
individuos masculinos (CAS-194 y CAS-341), que presentan molinos de
mano, ausencia de cobertura, una orientacién hacia poniente y una
posicion de costado en la fosa. Si a todo esto, le sumamos que este
haplotipo presenta una frecuencia baja o nula en la poblacion actual, es
factible pensar en la existencia de una posible relaciéon familiar via

materna entre estos dos individuos.
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El resto de los haplotipos (htl, ht5, ht6, ht8, ht9, htll, ht12, ht13 y
ht14), estan representados por un unico individuo cada uno; siendo el

htl y ht5, exclusivos del poblado y el resto de la necropolis.

Se ha realizado un test exacto de diferenciacién poblacional a fin de
valorar la posible diferenciacion biologica entre los individuos
inhumados tanto en la necrépolis como en el poblado. El resultado de
este test indica un valor no significativo (p=0,65897%0,0086, P<0,05), es
decir, la disposicion de los inhumados en el poblado o en la necrépolis,
no parece relacionarse con la existencia de grupos poblacionales con

diferente sustrato genético.

Este resultado, se ve apoyado por los valores de la diversidad genética
calculada para cada una de las dreas de inhumaciéon (poblado vy
necroépolis). El valor mas elevado de diversidad obtenido en la necrépolis
(0,9583%0,0363), se debe a que tanto el tamafio muestral como el
numero de haplotipos es mayor que en el caso del poblado

(0,904840,1033).

Una peculiaridad en cuanto a la ubicacion de los individuos es el caso de
los inhumados en estructuras reutilizadas (CAS-33, CAS-193S, CAS-216
y CAS-222); ya que todas ellas estan localizadas en la necrépolis, excepto
el individuo CAS-33 que se encuentra en el poblado. En los cuatro casos,
se trata de individuos varones, en su mayorfa adultos jévenes, dispuestos
sobre un costado y con algun tipo de ajuar (molinos de mano, ceramicas
o cuchillos de silex), excepto el individuo CAS-33 que no presenta

ningun tipo de ajuar (Tabla V.1.1 y Figura V.1.3).
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Si analizamos los haplotipos de estos cuatro individuos (ht2, ht4 y ht13),
s6lo un haplotipo (ht2) es comin a dos individuos (CAS-33 y CAS-
193S), que ademas pertenecen a la misma fase cronolégica, Fase II. Sin
embargo, uno esta en el poblado y el otro en la necrépolis, presentando
ademas diferencias en la cobertura (CAS-33 presenta losa y CAS-193S
tierra con material pétreo). Por tanto, hay mas diferencias que
caracteristicas comunes entre los individuos inhumados en fosas

reutilizadas.

Otro caso que cabe mencionar, es la existencia de dos tipos particulares
de fosas asociadas, ambas ubicadas en la necrépolis: fosas adyacentes y
fosas superpuestas. lLas fosas adyacentes corresponden a las
inhumaciones ~ CAS-202/CAS-203 y  CAS-257/CAS-258.  Los
enterramientos CAS-257/CAS-258, consisten de dos mujeres adultas
jovenes, siendo éstas, dos de las cuatro mujeres encontradas en este
yacimiento, de las cuales desafortunadamente tnicamente se ha obtenido
resultado molecular reproducible en una de ellas (CAS-258, ht14). Por lo
tanto, resulta imposible discutir sobre las posibles relaciones bioldgicas

entre estos dos individuos.

Sin embargo, en los inhumados CAS-202/CAS-203, se han identificado
un hombre adulto joven y una mujer subadulta, que presentan ademas
distinto linaje mitocondrial (ht7 y htll, respectivamente), lo que nos
obliga a descartar la existencia de cualquier tipo de relacién de

parentesco materno entre estos individuos (Tabla V.1.1 y Figura V.1.3).
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En el caso de las fosas superpuestas (CAS-193S y CAS-1931), se trata de
dos individuos inhumados en la necrépolis, que tienen como ajuar
molinos de mano y la cobertura de la fosa es de tierra con restos de

material pétreo. Se trata de dos individuos subadultos, siendo uno

infantil (CAS-193]) y el otro juvenil (CAS-193S).

Estos individuos pertenecen cada uno a una fase cronoldgica diferente
(CAS-1931 a la Fase I y CAS-193S a la Fase II). Los resultados
moleculares s6lo se han obtenido en uno de los individuos (CAS-193S),
que presenta el haplotipo (ht2), el cual es bastante frecuente en la
poblaciéon europea actual. Sin embargo, el hecho de ser la tunica
estructura superpuesta recuperada en este yacimiento, de que ha
transcurrido aproximadamente un milenio entre los dos inhumados y de
que ademas, compartan diversas caracteristicas comunes (edad, sexo,
ajuar y cobertura), pudiera tener algun significado a nivel del ritual de

enterramiento.

V7.1.3.3. Andlisis multivariante de la diversidad genética y cultural

Con el fin de evaluar si existe algin tipo de relacién entre las
caracteristicas culturales (tales como ajuar o cobertura de la fosa) y
biolégicas (ADNmt), se ha realizado una comparacién entre los
haplotipos mitocondriales resultantes en diferentes grupos. Los
individuos se han agrupado por: 1) presencia/ausencia de ajuat, 2)

presencia/ausencia de cobertura de la fosa, 3) por el sexo y 4) la edad.
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La casuistica de los individuos de Los Cascajos es muy diversa,
encontrandose individuos: con ajuar/con cobertura, con ajuat/sin
cobertura, sin ajuar/con cobertura y sin ajuar/sin cobertura, que a su vez
pueden estar enterrados o bien en la necrépolis o bien en el poblado.
Los haplotipos en los que se han clasificado son también muy diversos
(Tabla V.1.1). Por ello, vamos a indagar si existen casos en los que haya
una coincidencia entre el haplotipo y alguna de las caracteristicas

culturales.

En primer lugar, se ha analizado si entre los individuos que comparten
un mismo haplotipo existe coincidencia con la presencia de algun tipo de
caracteristica cultural. Entre los individuos enterrados en este yacimiento
se han encontrado 5 haplotipos que estain compartidos por mas de un
individuo y son: el ht2 (CAS-33, CAS-193S y CAS-497), ht3 (CAS-48.1,
CAS-90 y CAS-196), ht4 (CAS-70, CAS-216 y CAS-254), ht7 (CAS-181,
CAS-191 y CAS-202) y ht10 (CAS-194 y CAS-341).

El ht10 esta compartido exclusivamente por dos individuos (CAS-194 y
CAS-341), enterrados en la zona de la necropolis y que ademas presentan
otras caracteristicas comunes como son: el sexo (varones), la edad
(adultos jovenes), molinos de mano y que carecen de cobertura (Tabla
V.1.1). Dada la elevada variabilidad cultural asociada a los individuos de
este yacimiento y teniendo en cuenta que este haplotipo mitocondrial es
muy raro en la poblacién europea actual, el hecho de encontrar dos
individuos que compartan las caracteristicas mencionadas nos permite

plantear la existencia de alguna relacién de parentesco entre ellos.
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Los individuos CAS-90 y CAS-196 pertenecen ambos al ht3, presentan
ceramicas, carecen de cobertura y son ambos de sexo masculino. Sin
embargo, presentan diferencias en cuanto a la edad, (uno es un adulto
joven y el otro es un adulto maduro) y su ubicacién, (uno se encuentra
enterrado en la necrépolis y el otro, en el poblado) (Tabla V.1.1 y Figura
V.1.3). Estos datos muestran la existencia de dos individuos que
presentan algunas caracteristicas culturales comunes junto con el mismo
haplotipo (ht3), pudiendo plantear, basandonos en los datos genéticos, la
existencia de algun tipo de relacién de parentesco entre estos individuos
que presentan algun tipo de relaciéon cultural o de ritual funerario. Sin
embargo, este planteamiento se debe rechazar, ya que el ht3 no es
exclusivo de estos dos unicos individuos, el individuo CAS-48.1 también
pertenece al ht3, el cual solamente tiene en comun con ellos la ausencia

de cobertura.

Los individuos CAS-193S y CAS-497 comparten el haplotipo ht2 y desde
el punto de vista cultural presentan cobertura en forma de tierra con
restos de material pétreo. Ambos son varones, pero de distinta edad y
uno esta enterrado en la necrépolis (CAS-193S) y el otro en el poblado
(CAS-497). Dada la elevada frecuencia del ht2 en la poblacién europea
actual ~4-6% (ACHILLI ez al., 2004), no es posible plantear una relacién
biologica entre estos dos individuos, ademas, tampoco los aspectos

culturales presentan un patrén definido.

Para averiguar si existe alguna asociacion entre los haplotipos

mitocondriales y las principales caracteristicas culturales (lugar de
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enterramiento, presencia/ausencia de ajuar y presencia/ausencia de

cobertura), hemos agrupado a los individuos en las siguientes categorias:

1.

Inhumados en el poblado, con ajuar y con cobertura (PAC):
(CAS-173)

Inhumados en el poblado, con ajuar y sin cobertura (PA): (CAS-
21, CAS-70, CAS-90)

Inhumados en el poblado, sin ajuar y con cobertura (PC): (CAS-
33, CAS-497)

Inhumados en el poblado, sin ajuar y sin cobertura (P): (CAS-
48.1, CAS-180, CAS-73, CAS-148)

Inhumados en la necrépolis, con ajuar y con cobertura (INAC):
(CAS-193S, CAS-1931, CAS-254),

Inhumados en la necrépolis, con ajuar y sin cobertura (INA):
(CAS-179, CAS182, CAS-194, CAS-196, CAS-206, CAS-210,
CAS-257, CAS-258, CAS-341)

Inhumados en la necrépolis, sin ajuar y con cobertura (NC):
(CAS-181, CAS-183, CAS-202)

Inhumados en la necrépolis, sin ajuar y sin cobertura (IN): (CAS-
180, CAS-181, CAS-183, CAS-191, CAS-195, CAS-201, CAS-
203, CAS-204, CAS-205, CAS-254, CAS-262, CAS-263)

Se han tenido en cuenta los haplotipos resultantes de los individuos

integrantes de cada una de las anteriores agrupaciones (siempre que haya

datos de mas de un individuo) y se ha realizado un test exacto de

diferenciacion poblacional entre estos grupos. En la Tabla V.1.2) se

muestran los resultados de este anilisis, donde no se observan

diferencias estadisticamente significativas entre los agrupamientos
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resultantes y la variabilidad del ADNmt, lo que no parece apoyar la idea
de diferencias genéticas en los grupos definidos por sus caracteristicas

culturales.

Tabla V.1.2. Test exacto de diferenciacion poblacional entre los individuos de las
diferentes categorfas (PA, PC, P, NAC, NA, NC, N). Valor de significaciéon *P<0,002.

PC 0.3999£0.004

P 1.00000.000 | 1.0000£0.000

Aele ] 1.0000£0.000 | 0.3357£0.003 | 1.0000%0.000

NA 0.9347£0.004 | 0.3297£0.005 | 0.8859£0.004 | 1.0000%0.000

NC 0.3996£0.003 | 0.2003+0.003 | 0.3999£0.004 | 0.3933+0.004 | 0.2577£0.005

N 1.0000£0.000 | 0.4637£0.006 | 1.0000%0.000 | 1.0000£0.000 | 0.7494%0.005 | 1.0000£0.000

Con el fin de analizar de forma multivariante toda la informacién, tanto
genética como cultural (Tabla V.1.1), se ha realizado un analisis de
componentes principales (PCA) y otro de coordenadas principales
(PCO). El analisis de componentes principales explica el 75,3% de la
varianza total (Figura V.1.5).

El primer componente explica el 47,4% de la varianza y muestra en un
extremo a los individuos inhumados en la necrépolis, con ajuar y sin
cobertura, y en el otro, a los individuos cuya tnica caracteristica cultural
comun es la presencia de cobertura (Figura V.1.5). Los haplotipos que
presentan una mayor correlacion con el primer componente son, ht6,
ht8, htl0 y htl4, que corresponden a individuos que presentan
caracteristicas recogidas en la categorfa 6 (inhumados en la necrépolis,

con ajuar y sin cobertura, NA).
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Asimismo, el ht4 también presenta una alta correlacién con el primer
componente, pero a diferencia de los haplotipos anteriores, dnicamente
se presenta en individuos enterrados en el poblado. En posiciéon opuesta
al primer componente, se encuentran diversos haplotipos (ht9, ht2, ht7 y
ht13) que corresponden a individuos cuya caracteristica comun es la

existencia de cobertura.

Los haplotipos que presentan coeficientes de correlaciéon mas altos con
el primer componente, son el ht4 (0,847) y el ht9 (-0,905). Los individuos
que pertenecen al ht4, se encuentran enterrados tanto en la necrépolis

como en el poblado, presentan ajuar y carecen de cobertura de la fosa.

El ht9 es exclusivo de individuos de la necrépolis, no presentan ajuar,
pero si cobertura. Junto al ht9, se sitia el ht2 (-0.840) que esta presente
tanto en individuos de la necrépolis como del poblado, con presencia
variable de ajuar y presencia de cobertura en todos los casos. Por lo
tanto, el primer componente representa la dualidad, “presencia/ausencia
de cobertura en la fosa”, siendo secundario la ubicacién de los
inhumados en la necropolis o el poblado y la presencia/ausencia de

ajuar.

El segundo componente, explica el 27,9% de la varianza; muestra en un
extremo a los individuos que presentan los haplotipos htl y ht5,
exclusivos del poblado, y el ht3, presente en individuos tanto de la
necropolis como del poblado. En el otro extremo, esta el ht7, exclusivo
de la necrépolis. Por lo tanto, el segundo componente diferencia a los

haplotipos que solo se encuentran en la necrépolis del resto.
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Para poder establecer si existen diferencias genéticas entre los individuos
con presencia/ausencia de ajuar y presencia/ausencia de cobertura de la
fosa, hemos realizado un test exacto de diferenciacién poblacional
teniendo en cuenta sus haplotipos mitocondriales (Tabla V.1.3). Los
resultados indican que no existen diferencias significativas entre los
rasgos comparados, por lo que no parece que estos rasgos culturales sean

una manifestacion de posibles diferencias biolégicas entre estos

individuos.

Figura V.1.5. Analisis de Componentes Principales. Se han considerado los
haplotipos mitocondriales de los individuos analizados junto con las caracteristicas
culturales que presentan (ajuar, cobertura y lugar de inhumaciéon [necrépolis y

poblado]).
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Tabla V.1.3. Valores de P resultantes del test exacto de diferenciaciéon poblacional
entre los individuos que presentan ajuar o cobertura de la fosa y los individuos que
carecen de ajuar o de cobertura de la fosa. Valor de significacion *P<0,008.

sin cobertura

con cobertuta

con ajuar sin ajuar

con ajuar 0
sin ajuar 0.3970610.0099 0
Soateelioaier 0.34809£0.0069 | 0.93259£0.0027 0
Stlesievaien | 0.992244+0.0008 | 0.76649%+0.0056 | 0.06631%£0.0019 0

En el analisis de coordenadas principales, también se han tenido en
cuenta el haplotipo mitocondrial y las caracteristicas culturales asociadas
a cada uno de los individuos. Se han analizado 23 individuos
pertenecientes a 14 haplotipos mitocondriales, agrupados en ocho
categorias culturales ya mencionadas (inhumacién en la necrépolis o en
el poblado, presencia/ausencia de ajuar y presencia/ausencia de

cobertura de la fosa).

En la Figura V.1.0, se representan los resultados obtenidos en el analisis
de coordenadas principales, donde podemos observar que este analisis
explica el 93% de la variabilidad total, el eje I representa el 54% y el eje 11

el 39% restante.

En este analisis, se puede diferenciar varias casuisticas. L.a primera de
ellas consiste en la existencia de algunas caracteristicas culturales que se
muestran asociadas a un unico haplotipo representado por un unico
individuo, siendo este el caso de:
- CAS-21, inhumado en el poblado, con ajuar y ausencia de
cobertura de la fosa (htl)
- CAS-148, inhumado en el poblado, sin ajuar y ausencia de

cobertura de la fosa (ht5)

163



Variacion temporal del ADNmt en poblaciones de la C. Cantibrica

- CAS-183, inhumado en la necrépolis, sin ajuar y presencia de
cobertura de la fosa (ht9)
- CAS-222, inhumado en la necrépolis, con ajuar y presencia de

cobertura de la fosa (htl3)

Otra relaciéon que aparece en el analisis de coordenadas principales es la
de aquellos individuos que, compartiendo las mismas caracteristicas

culturales, presentan haplotipos mitocondriales diferentes.

Un ejemplo de esta asociaciéon corresponde a los individuos que
comparten los haplotipos htll y ht12, que se encuentran en la necrépolis
y no presentan cobertura ni ajuar asociado a la inhumacién. Otro
ejemplo, corresponde a los individuos pertenecientes a los haplotipos
ht6, ht8, htl0 y htl4, todos ellos se encuentran en la necrépolis, no

presentan cobertura, pero en cambio presentan ajuar.

Finalmente, también se pueden encontrar combinaciones de
caracteristicas culturales diferentes asociadas al mismo haplotipo,

representado ademas por mas de un individuo; como es el caso de:

- Los individuos que comparten el ht3, que se encuentran tanto en la
necropolis como el poblado, con presencia/ausencia de ajuar y sin

cobertura.

- Los individuos que comparten el ht4, que se encuentran tanto en la

necropolis como el poblado, con ajuar y ausencia de cobertura.

- Los individuos que comparten el ht7 que se encuentran en la

necroépolis sin ajuat, con presencia/ausencia de cobertura.
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Figura V.1.6. Analisis de Coordenadas Principales. Los individuos inhumados en la
necrépolis estin representados por un rombo y los inhumados en el poblado por un
cuadrado, cuyo tamafio es proporcional al nimero de individuos que los representan.
Los simbolos azules corresponden a los individuos que presentan ajuar y los blancos a
los que no presentan ajuar. C* presencia de cobertura de la fosa; C-, ausencia de
cobertura de la fosa.
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Si nos centramos en aquellos agrupamientos que presentan un mayor
numero de individuos, se puede observar: que los haplotipos ht3, ht4,
ht8, ht10 y htl4, corresponden a individuos que carecen de cobertura; el
ht2 corresponde a individuos con cobertura; y finalmente, el ht7
corresponde a individuos que en algunos casos presentan cobertura y en
otros casos no. En las agrupaciones mencionadas, la presencia/ausencia
de ajuar y la localizacién de la inhumacién (poblado/nectépolis) no es

una caracteristica diferencial de estos linajes mitocondriales.

Por lo tanto, con este anilisis confirmamos una de las observaciones

realizadas en el analisis de componentes principales (Figura V.1.5), en el
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que se mostraba la dualidad de la presencia/ausencia de cobertura de la
fosa, siendo independiente la ubicacién de los inhumados en la

necropolis o el poblado y la presencia/ausencia de ajuar.

El anilisis de coordenadas principales (Figura V.1.6), indica la gran
variabilidad de haplotipos mitocondriales asociados a diferentes
caracteristicas culturales, existiendo 10 posibles combinaciones de
caracteristicas culturales asociadas a 14 haplotipos mitocondriales.
Asimismo, este analisis pone de manifiesto lo que ya se habia observado
en el analisis de componentes principales (Figura V.1.5), es decir, la
existencia de individuos que compartiendo las mismas caracteristicas

culturales, presentan haplotipos mitocondriales diferentes.

V.1.4. DisCUSION

El yacimiento de Los Cascajos representa un poblado plenamente
Neolitico, tanto desde el punto de vista cronolégico como cultural, en el
cual se han encontrado tanto evidencias del lugar de habitacion (cabafias,
estructuras de combustion, silos...) (poblado), como de la zona de

enterramiento (necrdpolis).

Este yacimiento representa a un poblado de gran extension, donde se ha
practicado un variado ritual funerario durante un largo periodo de
tiempo, ya que se han identificado dos fases cronolégicas, la Fase I que
corresponde al Neolitico Antiguo y la Fase II que corresponde al
Neolitico Medio. Teniendo en cuenta las dataciones realizadas, este
yacimiento fue utilizado durante un periodo de tiempo de

aproximadamente un milenio.
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Una caracteristica destacable del yacimiento, es que las inhumaciones se
ubican tanto en la necrépolis (donde se encuentran la mayoria de las
inhumaciones), como en el poblado (donde las fosas se encuentran

dispersas y con una gran distancia entre ellas).

También existe una diferenciacién en el tipo de cobertura que presentan
las fosas; mientras que unas pocas estan cubiertas con una gran losa de
arenisca o con tierra compuesta de material pétreo (cereal carbonizado y
fragmentos de molinos de mano), la mayoria no presentan ningin tipo
de cobertura. Lo mismo ocurre con el ajuar asociado a las inhumaciones,
siendo mas bien pobre, no siendo generalizada su presencia en las
inhumaciones. El ajuar recuperado consiste sobre todo de vasijas de
ceramica, molinos de mano, cuchillos de silex y elementos de adorno

(cuentas discordes o colgantes de hueso y concha).

Teniendo en cuenta todas estas evidencias arqueoldgicas, el estudio de
este yacimiento ofrece la oportunidad de analizar las relaciones existentes
entre biologia y cultura, mediante el andlisis del ritual funerario y la
constitucién genética de los individuos recuperados en este yacimiento

del Neolitico Antiguo.

En primer lugar, se ha abordado el estudio antropolégico (estimacion del
sexo y la edad) de los individuos recuperados del yacimiento de Los
Cascajos, siendo destacable el hecho de encontrar una gran proporcion

de individuos de sexo masculino y adultos jévenes (Figura V.1.1).
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Sin embargo, existe una pequefia fraccion de individuos subadultos,
tanto masculinos como femeninos, inhumados en la necrépolis (CAS-
193S, CAS-1931, CAS-203, CAS-204, CAS-206 y CAS-254) (Tabla
V.1.1), perteneciendo dos de ellos a una fosa superpuesta (CAS-193S y
CAS-193]) y el otro a una fosa adyacente (CAS-203).

Se ha podido determinar el haplotipo mitocondrial en cuatro de estos
seis individuos, resultando todos diferentes (ht2, ht11, ht12 y ht4). Cabe
destacar que dos subadultos presentan haplotipos que son compartidos
con otros individuos adultos, como es el caso del ht4 (CAS-70, CAS-216
y CAS-254) y el ht2 (CAS-33, CAS-193S y CAS497), lo que podria sugerir
algun tipo de relaciéon biosocial entre estos sujetos, no pudiendo

generalizar este hecho a todos los individuos subadultos recuperados.

En el analisis molecular realizado en los restos humanos recuperados de
Los Cascajos, se han obtenido resultados positivos en 23 individuos, que
se han clasificado en 14 haplotipos mitocondriales diferentes. Dos
haplotipos son exclusivos de los inhumados en el poblado (htl y ht5),
nueve de la necrépolis (ht6 al ht14) y tres haplotipos estan compartidos
entre individuos de la necrépolis y el poblado (ht2, ht3 y ht4). De los 14
haplotipos resultantes, cinco se presentan en mas de un individuo cada
uno (ht2, ht3, ht4, ht7 y ht10) y el resto, nueve, son haplotipos unicos, es
decir sélo se ha encontrado un individuo perteneciente a cada uno de

estos nueve haplotipos en este yacimiento.
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De los cinco haplotipos compartidos por mas de un individuo, hay tres
haplotipos comunes a individuos de la necrépolis y el poblado (ht2, ht3 y

ht4) y unicamente dos estan presentes solo en la necrépolis (ht7y ht10).

El ht2 se ha encontrado en tres individuos (CAS-33, CAS-193S, CAS-
497), cuya unica caracteristica cultural comin es la presencia de
cobertura, tanto de tierra con restos de material pétreo, como de una losa
de arenisca. Este haplotipo presenta una elevada frecuencia en la
poblaciéon europea actual (RICHARDS e# al., 2000; ACHILLI et al., 2004;
LEE et al., 2008); por tanto, resulta dificil establecer, la existencia de una
relacion biologica via materna entre estos individuos, ya que la
probabilidad de encontrar dos individuos con el mismo haplotipo
mitocondrial y que no estén emparentados es inversamente proporcional

a la frecuencia del haplotipo.

Ademas, esta caracteristica cultural (cobertura de la fosa) no es exclusiva
del ht2, ya que también se encuentra en individuos que presentan otros
haplotipos. Por otro lado, estos datos indican que algunas caracteristicas
culturales (como la cobertura de la fosa), estaban vigentes durante el
milenio de uso del poblado, ya que estos individuos pertenecen a
diferentes fases cronolégicas, dos individuos a la Fase II (CAS-33 y CAS-
193S) y uno a la Fase I (CAS-497) (Tabla V.1.1). Asimismo, estos datos
parecen indicar que en la misma época (Fase II), existfan diversas
practicas funerarias (inhumaciones en la necrépolis o en el poblado y

presentar tierra o una losa de arenisca cubriendo la fosa).
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El ht3 esta presente en tres individuos masculinos (CAS-48.1, CAS-90 y
CAS-190), cuya caracteristica cultural comun es la ausencia de cobertura.
La baja frecuencia del ht3 en la poblaciéon europea (0,5-3,1%)
(MACAULAY et al., 1999; SALAS et al., 1998; FINILLA ¢f al., 2001), hace mas
factible establecer la existencia de una relacién biolégica entre estos

individuos.

En cuanto al patron de enterramiento de los individuos pertenecientes al
ht3, no es homogéneo, ya que estos individuos presentan mas
caracteristicas culturales diferentes que comunes, por lo que no podemos
afirmar que exista una correlaciéon entre el linaje ht3 y algunas de las
caracteristicas culturales presentes en los individuos portadores de estos

linajes.

El ht4, esta presente en tres individuos, que como en el caso anterior,
presentan en comun la ausencia de cobertura (CAS-70, CAS-216, CAS-
254). El ht4 presenta una frecuencia en gradiente en las poblaciones
actuales, teniendo las poblaciones del Proximo Oriente, los valores mas
elevados, disminuyendo hacia las poblaciones del suroeste de Europa (7-

20%) (RICHARDS ¢ al., 2000; ACHILLI ¢f al., 2005; LEE et al., 2008).

Asi, asumiendo que estos individuos presentan en comun la ausencia de
cobertura y el haplotipo mitocondrial, y teniendo en cuenta la frecuencia
en la poblacién europea actual, no resulta facil establecer, la existencia de
una relacién biolégica entre estos individuos. En cuanto al ritual de
enterramiento, los individuos que comparten el ht4 presentan gran

numero de diferencias a nivel cultural, por lo tanto, no encontramos
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correspondencia entre el componente biologico y el cultural, ya que los
individuos que portan el ht4, presentan un ritual de enterramiento

heterogéneo.

Otros haplotipos presentes en mas de un individuo en este yacimiento
son el ht7 y htl0, siendo ademas exclusivos de individuos enterrados en la
necropolis. Los individuos CAS-181, CAS-191 y CAS-202, tienen en
comun la ausencia de ajuar y la pertenencia al ht7. Aunque estos
individuos presentan varias caracteristicas de enterramiento comunes,
dada la frecuencia del ht7 en la poblacién europea actual (6%), (ACHILLI
et al., 2005), no podemos establecer una relacién bioldgica entre estos

individuos.

El ht10 es asimismo, otro caso de haplotipo exclusivo de dos individuos
ubicados en la necrépolis (CAS-194 y CAS-341). Estos tienen en comun,
ademas, la presencia de molinos de mano, una orientacioén hacia poniente
y la posiciéon hacia un costado. Teniendo en cuenta que este haplotipo
presenta una frecuencia baja o nula en la poblaciéon actual y que los
individuos pertenecientes a este haplotipo, presentan unas caracteristicas
culturales comunes, éste puede ser un caso de ritual funerario asociado a

una relaciéon biologica.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los haplotipos que se encuentran
compartidos por mas de un individuo y las caracteristicas culturales que
presentan los mismos, observamos que en su mayoria, no existe una

correlacién entre la composicion biolégica y el ritual de enterramiento.
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Sin embargo, si podemos observar que algunas de las caracteristicas
culturales (como la cobertura de la fosa) estaban vigentes en el
yacimiento durante todo el periodo de wuso del poblado,
aproximadamente un milenio. Es decir, que individuos que pertenecen a

diferentes fases cronoldgicas, presentan la misma caracteristica cultural.

La diversidad genética obtenida en el yacimiento de Los Cascajos
(0,9486%0,0248; 14 haplotipos de 23 individuos analizado), no parece
apoyar la hipétesis de que este yacimiento represente a una poblacién
aislada y de tamafio efectivo reducido, ya que en este caso la endogamia

hubiera producido un aumento en la frecuencia de determinados linajes.

La variabilidad genética hallada en este yacimiento se ha agrupado en
cuatro haplogrupos mitocondriales caucasoides, H, U, Ky J, tres de ellos
(H, U y K) son los mas frecuentes en la poblacién europea actual y
presentan edades de coalescencia desde 25.000-20.000 anos en el caso
del haplogrupo U, hasta 17.500-13.500 afios en el caso del haplogrupo K
(RICHARDS et al., 2000). Teniendo en cuenta los datos de coalescencia,
parece coherente su presencia en este yacimiento, ya que se trata de un

poblado del Neolitico Antiguo.

Una mencién especial requiere el haplogrupo |, presente en dos
individuos de este yacimiento. Dada, la edad de coalescencia obtenida
para dicho haplogrupo (8.000-10.000 afios), RICHARDS e7 a/. (1996, 1998,
2000) y TORRONI ¢/ al. (1996) han propuesto que este haplogrupo seria el
marcador de la introduccion en Europa de los agricultores neoliticos

desde el Préoximo Oriente.
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Segin este planteamiento, la presencia de este haplogrupo en la
poblacién de Los Cascajos confirmarfa la existencia de flujo génico de
los agricultores neoliticos del Proximo Oriente en etapas temprana del

neolitico en la Peninsula Ibérica.

El hecho de que este yacimiento presente dos ubicaciones para las
inhumaciones, nos hizo plantear la posible existencia de una
diferenciacion genética entre los individuos enterrados en la necrépolis y
en el poblado. Sin embargo, los resultados del test exacto de
diferenciacién poblacional, basado en la localizacion de los
enterramientos y los haplotipos mitocondriales que presentan, no

muestran diferencias estadisticamente significativas.

Tampoco existe una diferenciacion cultural, ya que las caracteristicas
culturales (tipo de ajuar, cobertura, fase cronoldgica, orientaciéon y
posicion del inhumado), son comunes tanto en los individuos

recuperados de la necrépolis como del poblado.

Un caso particular de inhumaciones en la necrépolis, es la presencia de
cuatro fosas reutilizadas. El hecho de que cuatro individuos (CAS-33,
CAS-193, CAS-216 y CAS-222) se encuentren inhumados en fosas
reutilizadas no puede explicarse por medio de evidencias culturales ni
genéticas, dado que presentan mas caracteristicas diferentes que
comunes, tanto culturales como genéticas, entre los individuos

recuperados de estas fosas reutilizadas.
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Otro caso que cabe mencionar, es la presencia en la necropolis de dos
tipos particulares de fosas asociadas: las fosas adyacentes (CAS-
202/CAS-203 y CAS-257/CAS-258) y la fosa superpuesta (CAS-
193S/CAS-193I). Puesto que de la fosa adyacente CAS-257/CAS-258
solo se ha obtenido resultado molecular reproducible en un solo
individuo (CAS-258, htl4), no es posible discutir sobre las relaciones

biolégicas entre estos dos individuos.

Sin embargo, en los inhumados CAS-202/CAS-203, se han podido
determinar los linajes mitocondriales de ambos individuos, siendo éstos
diferentes (ht7 y htll, respectivamente), lo que permite descartar una
relacién de parentesco materno entre estos individuos. Pero no
podriamos descartar, dada la edad y sexo (masculino adulto joven, y
femenino juvenil) que haya otro tipo de relacion bioldgica o social entre
ellos y que se pueda explicar con otro tipo de marcadores genéticos,
como por ejemplo, el cromosoma Y, siendo el analisis de este marcador

muy complejo en las muestras de ADNa.

En el caso de la fosa superpuesta (CAS-193S y CAS-1931), solo se ha
podido obtener el linaje mitocondrial de uno de los individuos, el CAS-
193S (ht2). Sin embargo, el hecho de que sea la unica estructura
superpuesta recuperada en este yacimiento, y que ha transcurrido
aproximadamente un milenio entre los dos inhumados y que ademas
comparten diversas caracteristicas culturales (edad, sexo, ajuar vy
cobertura), pudiera tener algin significado a nivel del ritual de

enterramiento.
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A pesar de haber intentado, por todos los medios, obtener resultados
positivos en el individuo CAS- 1931, no ha sido posible, lo que impide,
por ahora, indagar sobre cualquier significado que pueda tener este

enterramiento.

En estos dos tipos de asociaciéon de fosas, las adyacentes y la
superpuesta, aunque no haya sido posible obtener datos genéticos de
todos los inhumados, podemos destacar dos hechos: 1) en el caso de la
fosa adyacente CAS-257/CAS-258, se trata de dos de las cuatro mujeres
jovenes existentes en el yacimiento y 2) en el caso de la fosa superpuesta
CAS-193S/CAS1931, se trata de dos de los cinco individuos subadultos
del yacimiento. Podria plantearse que la coincidencia de que dos mujeres
y dos subadultos aparezcan en sendas fosas asociadas, no sea fruto del
azar. Sin embargo, la imposibilidad de obtener resultados a nivel
molecular en estos individuos, nos impide indagar en este hecho. Por
tanto, no tenemos evidencias de diferenciacién social ni biologica en los
inhumados de las fosas asociadas respecto a las otras inhumaciones del

yacimiento.

La casuistica de las caracteristicas culturales asociadas a los individuos de
Los Cascajos es muy diversa, encontrandose individuos: con ajuar y
cobertura de la fosa, con ajuar y sin cobertura, sin ajuar y con cobertura y
sin ajuar ni cobertura. Los haplotipos mitocondriales de estas
agrupaciones son también muy diversos (Tabla V.1.1 y Figura V.1.3). Al
comparar mediante el test exacto de diferenciacion poblacional los

haplotipos mitocondriales de estos grupos (Tabla V.1.3), no
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encontramos diferencias estadisticamente significativas, por lo que los

rasgos culturales no parece que impliquen una diferenciacién bioldgica.

Al comparar, mediante el test de diferenciacién poblacional las ocho
diferentes combinaciones de caracteristicas culturales (lugar de
enterramiento, ajuar y cobertura de la fosa) (Tabla V.1.2), tampoco se
observan  diferencias  estadisticamente  significativas  entre  los
agrupamientos resultantes, ya que existen linajes mitocondriales comunes
en cada una de las categorias, lo que no parece apoyar la idea de
diferencias genéticas en los grupos definidos por sus caracteristicas

culturales.

A partir de las caracteristicas de enterramiento que definen a las
inhumaciones de este yacimiento y los haplotipos mitocondriales
resultantes, se ha realizado un analisis de componentes principales
(Figura V.1.5) y otro de coordenadas principales (Figura V.1.6), que han
permitido representar la relacion entre caracteristicas culturales vy
composicion biolégica de los inhumados. Ambos analisis ponen de
manifiesto la existencia de una gran variabilidad, tanto cultural como
genética, ya que en un gran numero de casos, encontramos que un unico
haplotipo mitocondrial representa de forma especifica una combinacién

de variables culturales Gnicas y a su vez diferentes a otro haplotipo.

En el analisis de componentes principales (Figura V.1.5), observamos
que el primer componente representa la dualidad “presencia/ausencia de
cobertura de la fosa”, siendo secundario la ubicacién del enterramiento

en la necrépolis o el poblado y la presencia/ausencia de ajuat.
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Esta dualidad puede que se fundamente en alguna caracteristica
biolégica, ya que los linajes mitocondriales de los individuos con
cobertura, no se repiten en los individuos sin cobertura y viceversa.
Aunque, esta diferenciacién no es estadisticamente significativa (Tabla

V.1.3).

Por otro lado, el segundo componente establece una diferenciacién entre
los haplotipos exclusivos de la necrépolis y el resto. Sin embargo, no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas en el test exacto de
diferenciacién poblacional, en el que se han tenido en cuenta las
caracteristicas culturales y genéticas de los inhumados en la necrépolis y

el poblado (Tabla V.1.2).

Ademas, dado que no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre los haplotipos del poblado y los de la necrépolis, la
diferenciacion mostrada por el segundo componente se podria atribuir a
diferencias en el tamafio muestral (9 haplotipos exclusivos de la

necropolis y 2 haplotipos exclusivos del poblado).

En este analisis de componentes principales, observamos que individuos
que presentan caracteristicas culturales comunes (que podrian
relacionarse con factores sociales o bioldgicos), presentan una gran
diversidad a nivel de ADNmt. Un ejemplo, es el caso de los individuos
“inhumados en la necrépolis, con ajuar y sin cobertura en la fosa”
(caracteristicas recogidas en la llamada categoria 6), que presentan los

haplotipos ht4, ht6, ht8, htl0 y htl4. Estos resultados permiten
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desestimar la influencia de factores biologicos en el ritual de

enterramiento.

El andlisis de coordenadas principales pone de manifiesto lo ya
observado en el analisis de componentes principales, es decir, la
existencia de individuos que compartiendo las mismas caracteristicas
culturales, presentan haplotipos mitocondriales diferentes. Este es el caso
de dos agrupaciones que se observan en la Figura V.1.6, uno de los
grupos, corresponde a dos individuos subadultos (CAS-203 y CAS-204)
que presentan los htll y htl2, ambos inhumados en la necrépolis, sin
ajuar ni cobertura. Y el otro caso, lo constituyen cinco individuos (CAS-
179, CAS-182, CAS-194, CAS-258 y CAS-341) que se encuentran
inhumados en la necrépolis, con ajuar y sin cobertura, y que también
presentan haplotipos mitocondriales diferentes (ht6, ht8, ht10 y htl4).
Estos dos casos corroboran la existencia de individuos que presentan
caracteristicas culturales o sociales comunes, aunque no existe una

relacion bioldgica entre ellos (a través del ADNmt).

En el yacimiento de Los Cascajos no se encuentra una relacién entre el
ritual funerario y los datos del ADNmt obtenidos, siendo el hecho de
presentar cobertura de la fosa el rasgo diferencial mas destacable, ya que
el hecho de inhumarse en la necrépolis o el poblado y la
presencia/ausencia de ajuar diferenciado resulta ser secundario. El hecho
de que exista esta dualidad “presencia/ausencia de cobertura en las
fosas” nos hizo pensar en una diferenciaciéon genética de los individuos

que presentan cobertura de la fosa, respecto a los que no la tienen.
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Sin embargo, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
al comparar la distribuciéon de los haplotipos mitocondriales. Por lo
tanto, con los datos recuperados en este yacimiento, creemos que esta
diferenciacién cultural no se corresponde con una diferenciacién

bioldgica.

El yacimiento de Los Cascajos corresponde al Neolitico antiguo aunque
no a su fase inicial y sus caracteristicas culturales indican un modelo de
vida plenamente neolitico, supuestamente acompanado de cierta
complejidad social. Sin embargo, el analisis realizado, en el que hemos
considerado de forma conjunta los datos funerarios y genéticos, nos
indica una ausencia de estratificacion social. La cronologia neolitica
antigua del yacimiento junto con su vigencia durante aproximadamente
un milenio, permiten pensar que las innovaciones culturales mas propias
de este periodo, podrian constituir el germen de un proceso de
diferenciacion social en el grupo humano que habité en Los Cascajos.
Sin embargo, el presente estudio no apoya esta idea y por tanto cuestiona
los planteamientos que asocian la neolitizacién con el origen de la
complejidad social de los grupos humanos (ALDAY e/ a/ 2009; GARCIA-
MARTINEZ, 2008; BLASCO, 1996; AGUADO, 2001).
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V.2.1. INTRODUCCION

En la presente tesis doctoral, al igual que en el yacimiento de Los
Cascajos (Apartado V.1), también se aborda el analisis morfologico y
genético de los restos 6seos y dentarios recuperados de otro yacimiento
neolitico de Navarra, el yacimiento de Paternanbidea (Ibero, Navarra;
6.090£40 - 5.960%+40 afios BP). Este yacimiento es excepcional, ya que
aunque no se han recuperado evidencias de practicas ganaderas y
agricolas, se han encontrado ceramicas y ajuares propios de la época
neolitica. Asimismo en este yacimiento se ha localizado un espacio
funerario, con un ritual de enterramiento excepcional en Europa
occidental, con la presencia de enterramientos dobles y multiples, siendo
éstos simultaineos o acumulativos (GARCIA-GAZOLAZ, 1998; GARCIA-

GAZOLAZ y SESMA, 2007b).

Paternanbidea es un yacimiento al aire libre, ubicado en el suroeste de la
gran cubeta sedimentaria que configura la unidad geografica conocida
como Cuenca de Pamplona (Figura 1.1). Todo el registro arqueoldgico
reconocido hasta la fecha se localiza exactamente sobre el tercer nivel de
terraza conformada por el rio Arga, que atraviesa la citada cuenca de
noreste a suroeste. Estas amplias plataformas elevadas sobre el rio han
sido densamente ocupadas a lo largo de toda la prehistoria,
reconociéndose una densa red de asentamientos, especialmente entre el

Neolitico y la Edad del Bronce (GARCIA-GAZOLAZ, 1998).

La excavacion fue realizada en dos campafas durante el afio 1997, ambas
dirigidas por J. Garcfa Gazoélaz. La informaciéon proveniente de las

evidencias arqueoldgicas recuperadas en este yacimiento, muestra la
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presencia de cuatro fosas muy proximas entre si (Figura IIL.3); tres
corresponden a enterramientos dobles (fosa 2, 3 y 4), mientras que la
cuarta, pertenece a un enterramiento multiple (fosa 1), con al menos
cinco individuos inhumados en ella, segun el informe arqueolégico. A
continuacién se detallan las evidencias arqueoldgicas correspondientes a
cada una de las fosas, las cuales presentan una caracteristica comun, las
fosas presentan una morfologia eliptica e irregular (GARCIA-GAZOLAZ,

1998; GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007b).

El registro arqueolégico recuperado en el interior de la fosa 1, se presenta
en cuatro conjuntos bien definidos(GARCIA-GAZOLAZ, 1998; GARCIA-

GAZOLAZ y SESMA, 2007b):

Individuo PAT-1E2, presenta la cabeza girada hacia la izquierda,

siendo la orientacidon del tronco NW-SE.

- Individuos PAT-1E3, PAT-1E4 y PAT-1E5, representados todos

ellos por el craneo y formando un conjunto aislado.

- Individuo PAT-1E7, aparece muy mal conservado y situado sobre
una pequena “bandeja” formada por dos lajas de arenisca

fragmentadas.

- Por ultimo, existe una zona denominada “Area H”, que hace
referencia a un espacio intermedio entre el individuo PAT-1E2 y los
craneos de los individuos PAT-1E3, PAT-1E4 y PAT-1E5, dénde se
han recuperado una amalgama de restos 6seos en deficiente estado

de conservacién y con conexiones anatbmicas muy parciales (PAT-

1E1; PAT-1EO).
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La compleja disposicion de los restos dseos en esta fosa, es suficiente
b

para asignar el caracter acumulativo multiple de este enterramiento. Sin

duda, este enterramiento, debid reutilizarse en diversas ocasiones

b b b

probablemente tanto para alojar nuevos restos, como para trasladar otros

a nuevas ubicaciones.

En esta fosa, asimismo, cabe destacar el ajuar recuperado, tanto por su
numero como por su variedad. Sin embargo, las diferentes aperturas de
la tumba han hecho imposible asignar los diferentes elementos a
individuos concretos. El hecho de que la mayor parte son elementos de
adorno personal y en algin caso incluso aparecen haces de cuentas, nos
sugiere que fueron usados (como collares o pulseras) por alguno de los
individuos, y que tras las modificaciones provocadas por las
reutilizaciones quedaron dentro de la fosa pero, en gran medida,
desarticulados (GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007b). Son seis los tipos de

cuentas y/o colgantes identificados en esta fosa:

-colgantes de morfologfa pseudotriangular

-cuentas de morfologia circular de hueso, piedra y concha
-dentalia, dos colgantes en piedra caliza de seccién casi cuadrada,
-un colgante de morfologfa triangular formado sobre una pieza
verde del tipo a la variscita

-un tubo de hueso.

Los dltimos tres tipos de cuentas o colgantes mencionados, se encuentra
asociados al individuo PAT-1E7. Siendo este el unico caso, en el que se

asocia el ajuar, presente en esta fosa, a los restos de un individuo.
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Ademas, en esta fosa se ha recuperado un candil de asta de cietvo,
localizado sobre el craneo del individuo PAT-1E2, perfectamente

adaptado a la curvatura de la cabeza (propio de la época mesolitica).

La fosa 2, presenta en su interior y sobre el fondo, a dos individuos en
conexién anatomica, bien conservados y representados. El individuo,
PAT-2E1, se presenta en posicion decibito supino, con las extremidades
inferiores ligeramente flexionadas y las superiores dispuestas a lo largo
del cuerpo. La mano izquierda se encuentra colocada sobre el lado
izquierdo del area pélvica y, la derecha, bajo el coxal derecho. La cabeza
apoyada sobre el lado izquierdo y la orientacién del tronco es E-W. El
otro individuo, denominado PAT-2E2, se presenta apoyado sobre el lado
derecho y sus piernas aparecen flexionadas, al igual que el brazo
izquierdo. La cabeza se apoya sobre el lado derecho y la orientacion del

tronco es NE-SW.

La ausencia de desplazamientos que indiquen movimientos
postdeposicionales y la disposicion de los esqueletos encarados el uno
frente al otro (el individuo PAT-2E2 con la cabeza casi apoyada sobre el
hombro izquierdo del individuo PAT-2E1), contribuyen a pensar que
fueron inhumados en un solo acto y sin intervalo de tiempo entre uno y

otro enterramiento. Tratindose, asi, de un enterramiento doble

5

simultaneo.

El ajuar identificado en esta fosa, lo forman elementos bien
diferenciados: un collar, una pulsera, dos segmentos de circulo de

retoque en doble bisel y una lamina de silex, asociados todos ellos al
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individuo PAT-2E1, y finalmente, una vasija de ceramica manufacturada
asociada al individuo PAT-2E2. Las materias primas utilizadas para la
manufactura de estos ajuares, son variadas: hueso, piedra y concha.
Aunque es destacable el uso de una piedra de color verde del tipo de la
variscita. Completa el conjunto un cuenco hemisférico muy deteriorado
que presenta una pequea asa de cinta junto al borde, y a ambos lados de
la misma una decoraciéon impresa a base de tres circulos concéntricos.
Por lo que se refiere a la disposicion de todo este ajuar, hay que destacar
que el adorno personal aparece asociado al individuo PAT-2E1, el collar,
légicamente, al cuello y la pulsera sobre la mufieca derecha. La vasija, en
cambio, aparece depositada sobre el costado izquierdo del individuo
PAT-2E2 (GARCIA-GAZOLAZ, 1998; GARCIA-GAZOLAZ y SESMA,
2007b).

En la fosa 3 se encuentran inhumados dos individuos en desigual grado
de conservacién. Uno de los individuos, PAT-3E1, aparece en posicion
flexionada sobre el costado izquierdo y la orientacion del tronco es E-W.
El otro individuo, PAT-3E2, esta representado por escasos restos 9seos.
El alto grado de desplazamiento que presentan los restos del individuo
PAT-3E2, incluida la desaparicién de determinadas partes esqueléticas,
invitan a pensar en una reapertura de la fosa para alojar al individuo
PAT-3E1. Esta remocién, que con todo no llegd a alterar algunas
conexiones anatomicas (parte de la columna vertebral, uno de los brazos,
etc.), supone que no debié transcurrir demasiado tiempo entre ambas
inhumaciones, por ello, la fosa 3 se considera una fosa doble acumulativa

(GARCIA-GAZOLAZ, 1998; GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007D).
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En este caso (fosa 3), el ajuar lo componen cuatro segmentos de circulo
de retoque en doble bisel y una pequena lamina de cristal de roca. Todas
estas piezas se asocian al individuo PAT-3E2, aunque su disposicion
original ha podido verse alterada por la reutilizaciéon de la fosa,
coincidiendo con la inhumacién del individuo PAT-3E1 (GARCIA-

GAZOLAZ, 1998, 2007D).

Por ultimo la fosa 4, se caracteriza por presentar en su interior dos
individuos en conexién anatémica, bien conservados y representados. El
individuo PAT-4E1, presenta el tronco en posiciéon decubito supino, con
las extremidades inferiores plegadas y apoyadas sobre el lado izquierdo.
El brazo izquierdo se dispone a lo largo del cuerpo y el derecho
flexionado sobre el térax. La cabeza se apoya en el lado izquierdo. La
orientacién del tronco es SE-NW. El Individuo PAT-4E2, presenta una
complexion gracil. Aparece decubito supino, con las piernas flexionadas
y el brazo derecho hiperflexionado hacia el hombro, con una orientacién
del tronco E-W. La ausencia de desplazamientos que indiquen
movimientos postdeposicionales, la disposicion de los esqueletos
encarados el uno frente al otro y la situacion ajustada de las
extremidades, contribuyen a pensar que fueron inhumados en un solo
acto y sin intervalo de tiempo. Por tanto, se puede reafirmar que se trata
de un enterramiento doble simultaneo ((GARCIA-GAZOLAZ, 1998;

GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, 2007b).

El ajuar asociado a las inhumaciones de la fosa 4, esta compuesto por un
elemento de hoz sobre lamina, un prisma de cristal de roca y seis

segmentos de circulo de retoque en doble bisel (puntas de flecha).
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La mayor parte de estos elementos se asocian al individuo PAT-4E1,
salvo uno de los segmentos y mas claramente el prisma de cristal de roca,

que se ubica bajo la pelvis del individuo PAT-4E2.

Las cuatro fosas forman un conjunto uniforme, ya que se encuentran en
un espacio de unos 50 m” (Figura 111.3), al noroeste del 4rea excavada
(2500 m® y separados del resto de estructuras de habitacién. En este
sentido, podemos hablar de una necrépolis o espacio funerario, aunque
se desconoce la conexién de estas tumbas con el resto de estructuras
contemporaneas existentes en el yacimiento. La enorme cantidad de
industria litica recuperada en prospeccion, en parte de clara cronologia
neolitica, invita a pensar en la existencia de otras estructuras de
habitacién datables en una fase antigua del Neolitico, que deben ubicarse
fuera de la zona de excavacion (GARCIA-GAZOLAZ, 1998; GARCIA-

GAZOLAZ y SESMA, 2007b).

El hallazgo tanto de enterramientos dobles simultaneos, como de fosas
acumulativas multiples, resulta excepcional en este yacimiento
arqueologico datado en el Neolitico antiguo. De hecho, si se comparan
estos datos con los que ofrece la necrépolis de Los Cascajos, no se

encuentran similitudes en este sentido.

La riqueza de los ajuares también contrasta con el caso de Los Cascajos,
dénde no se ha encontrado ajuar tan frecuente ni tan abundante. Llama
especialmente la atencién el elevado nimero de elementos de adorno
personal, en ocasiones elaborados sobre materiales de procedencia lejana,

como es el caso de los colgantes sobre concha (de origen marino) o de
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los fabricados sobre piedra verde (probablemente variscita). El origen de
este mineral pudo estar en las minas neoliticas de Can Tintorer (Gava,
Baix Llobregat) (VILLALBA ¢/ al., 1995), ya que se ha encontrado este tipo
de mineral en Huesca y Burgos. Sin embargo, también existe una mina
neolitica, Palazuelo de las Cuevas, en Zamora (ARRIBAS, 1971), de la que
pudo proceder este mineral. La dataciéon de este mineral en el yacimiento
de Paternanbidea indica una antigiiedad mayor que la de las minas citadas

(GARCIA-GAZOLAZ y SESMA, comunicacion personal).

El hecho de encontrarse este tipo de mineral en dos individuos (PAT-
1E1 y PAT-2E1) inhumados en fosas diferentes (fosas 1 y 2), junto con
la abundancia de adornos personales en los inhumados de las fosas 1 y 2,
puede ser un reflejo de la diferenciacién social que pudo existir entre los
habitantes de este yacimiento neolitico (BLASCO e al, 1995). Los
individuos del resto de las fosas llevan asociados unicamente ajuares del

tipo de puntas de flechas.

Por todo ello, los enterramientos de Paternanbidea se consideran un
hecho insélito dentro del mundo funerario conocido para el Neolitico
antiguo peninsular. Es dificil, ante las evidencias arqueolégicas
mostradas, dilucidar si estamos ante unos modos funeratios
excepcionales, por ejemplo el caso de las tumbas simultaneas, producto
de circunstancias muy particulares o bien si forman parte de las
costumbres habituales de las primeras comunidades campesinas en estas

latitudes.
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En este sentido, hay que tener en cuenta que en el poblado de Los
Cascajos, siendo el referente mas cercano y mejor conocido, el ritual

funerario observado es diferente.

El yacimiento de Paternanbidea aumenta la complejidad del mundo
funerario Neolitico, en contraste con el del Mesolitico. Ambos presentan
un ritual basico comun, la inhumacién individual en fosa, pero en el caso
del Neolitico se observan variantes, que milenios después, se convertiran
en predominantes, como es el caso de las tumbas colectivas

acumulativas, presentes a partir del Calcolitico en Navarra.

Asimismo, el objetivo de este estudio es el de evaluar, mediante datos
antropolégicos y moleculares, las interpretaciones generadas a partir de

los datos arqueoldgicos recuperados en este yacimiento.

Las caracteristicas de los enterramientos de las poblaciones humanas del
pasado, nos permite inferir los aspectos sociales y biologicos de las
sociedades que las representaban, ya que la variabilidad de las practicas
funerarias depende de numerosos factores, tanto econémicos, sociales
como culturales, entre otros (WARSON, 1994). Asi, el estudio de los
aspectos funerarios en el contexto de variabilidad biologica, puede
permitirnos llegar a una mejor compresion de la estructura social y el
comportamiento biologico de las poblaciones que vivieron en el pasado
(ALZUALDE ¢t al., 2005, 20006, 2007; CASAS ¢# al., 2006; FERNANDEZ ef al.,
2008; IZAGIRRE ef al, 1999; 2005; FREGEL ¢/ al, 20092, 2009b;

GUIMARAES ¢f al., 2009; VERNESI ¢ al., 2004).
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Las evidencias arqueoldgicas recuperadas en este yacimiento, sugieren
que la agrupaciéon de individuos en fosas diferenciadas y con distintos
tipos de ajuar, podtia responder a factores sociales y/o biolégicos, lo que
nos permitirfa ahondar en la interpretacion del comportamiento biosocial
de los habitantes de este yacimiento neolitico del Alto Valle del Ebro.
Para ello se ha realizado un analisis conjunto de los datos demograficos,

genéticos y culturales.

V.2.2. MATERIALY METODOS

El yacimiento neolitico de Paternanbidea (Ibero, Navarra) (6.090+40
afios BP y 5.960+40 anos BP) (Figura III.1), nos ha proporcionado un
numero minimo de 11 individuos (GARCIA-GAZOLAZ, 1998; GARCIA-
GAZOLAZ y SESMA, 2007b), siendo 9 los individuos en los que se ha

llevado a cabo el analisis genético.

La estimacion del sexo y edad se ha llevado a cabo mediante los criterios
morfolégicos habituales (WHITE e7 a/., 2005). La estimacion del sexo se
ha realizado mediante la morfologia de la pelvis, ya que incluso en restos
fragmentarios es posible identificar porciones con dimorfismo sexual.
Los restos craneales, en caso de existir, se utilizaron para verificar el
diagnoéstico. La estimacion de la edad de los individuos adultos se ha
realizado utilizando los cambios degenerativos de las superficies
articulares (sinfisis pubica y articulacién sacro-ilfaca), la obliteraciéon de
las suturas craneales y el desgaste dentario. La edad de los subadultos se
ha estimado mediante la calcificacién y erupcion dentarias y mediante el

desarrollo y fusion de los centros de osificacion.
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En el analisis molecular realizado, hemos seguido un estricto criterio de
seleccion de piezas dentarias (sin caries, ni fisuras). Siempre que ha sido
posible, se ha tomado mas de un diente por individuo, pudiendo reunir
24 piezas dentarias correspondientes a 9 individuos, permitiéndonos
realizar el analisis por duplicado y realizar, la replicaciéon de los mismos
en un laboratorio independiente. El protocolo seguido tanto para la
seleccion, limpieza de las muestras, asi como la extracciéon de ADN vy el
analisis del ADNmt se indica en el apartado IV.1 de la presente tesis

doctoral.

Asimismo, se han llevado a cabo los criterios de autentificacion
propuestos para los estudios de ADNa, enumerados en el apartado
IV.1.6. Se han realizado los controles oportunos tanto durante la
extraccion del ADN (blanco de la extraccion, control sometido a todo el
proceso de la extraccion, pero al que no se le ha anadido tejido), como
durante la amplificacion de las muestras (contro/ negativo de la PCR,
muestra a la que se le han afiadido todo los reactivos necesarios para la

amplificacion, excepto el ADN).

Se ha cuantificado el nimero de moléculas molde presentes en el
extracto mediante PCR cuantitativa a tiempo real (Tabla V.3.2). También
se ha llevado a cabo la duplicacién de las muestras en nuestro
laboratorio, para ello se han extraido dos muestras del mismo individuo,

en dos momentos diferentes de trabajo.

Ademas, hemos llevado a cabo la clonacién de los amplificados de PCR

de modo que se puedan distinguir las mutaciones endogenas de la
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muestra, de otros cambios producidos por la degradacién del ADN o
por la contaminaciéon. Finalmente se ha llevado a cabo la replicacion de
un elevado nimero de muestras en un laboratorio independiente al
nuestro, concretamente en el laboratorio dirigido por Dr. Vicente
Cabrera de la Facultad de Biologia (area de Genética) de la Universidad

de La Laguna (Tenerife).

V.2.3. RESULTADOS

El analisis morfolégico de los restos esqueléticos recuperados del
yacimiento neolitico de Paternanbidea (Ibero, Navarra), nos ha permitido
cuantificar el numero minimo de individuos inhumados en este
yacimiento en trece individuos. Siete de ellos en la fosa 1, tratindose de
un enterramiento multiple, donde en el momento de la excavacion se
describieron cinco individuos. Los individuos restantes (6), se encuentran

dispuestos en tres fosas dobles (fosa 2, 3 y 4).

La estimacién del sexo se ha realizado en el 77% de los individuos,
correspondiendo un 38% al sexo masculino, un 38% al femenino y en el
24% restante no se ha podido llevar a cabo la estimacion. La edad se ha
estimado en todos los individuos abarcando un amplio rango, desde el
primer afilo de vida hasta la edad adulto-senil, siendo el 50% de los

individuos adultos jovenes (Figura V.2.1).

El estado de conservacion de los restos esqueléticos de los individuos
recuperados del yacimiento de Paternanbidea, nos ha permitido llevar a

cabo el analisis del ADNmt en el 70% de los individuos, habiéndose
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verificado los resultados mediante duplicacion (consistente en el analisis
de dos muestras del mismo individuo, en dos momentos independientes
en nuestro laboratorio) en el 88% de los casos. Ademas, se ha podido
realizar en el 33% de las muestras, la replicacién en un laboratorio
independiente (Dr. Vicente Cabrera de la Facultad de Biologfa, area de
Genética de la Universidad de La Laguna). Finalmente, el 41% de los
fragmentos amplificados han sido clonados y posteriormente
secuenciados. Todos estos datos han corroborado la secuencia obtenida

mediante la secuenciacion directa.

Se han obtenido resultados reproducibles en los nueve individuos
analizados en el yacimiento de Paternanbidea, habiéndose clasificado la
variabilidad mitocondrial en 7 linajes mitocondriales distintos (Tabla
V.2.1). Se ha determinado el haplogrupo al que corresponde cada
haplotipo resultante mediante la secuencia de HVS-I, la secuencia del
fragmento de HVS-II que contiene la posicion nucleotidica 73 y los
SNPs de la region codificante. Son cinco, los haplogrupos mitocondriales
caucasicos (TORRONI ¢f al., 1996) que engloban el total de la variabilidad
haplotipica hallada en el yacimiento de Paternanbidea (H, U, K, HV e I)
(Tabla V.2.1 y Figura V.2.2), donde tres de ellos son los mas frecuentes
en las poblaciones europeas actuales (H, U y K). La diversidad genética
calculada para estos individuos presenta unos valores elevados

(0,94440,0702).
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Figura V.2.1. Distribucion del sexo y la edad en el yacimiento neolitico de
Paternanbidea.
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Figura V.2.2. Distribucion de las frecuencias relativas de los haplotipos
mitocondriales de los individuos recuperados en el yacimiento de Paternanbidea
(Ibero, Navarra). Se indica el haplogrupo en el que se clasifican los haplotipos.
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Tabla V.2.1. Relacion de individuos analizados en el yacimiento de Paternanbidea (Ibero, Navarra) (Neolitico antiguo). Se indican el sexo y
edad, asi como los haplotipos mitocondriales (HT) definidos por las mutaciones del HVS- 1, la posicién nucleotidica 73 y los RFLPs de la region
codificante. (a: afios)

IND. FOSA SEXO RFLPs- region codificarte
PAT-1E1 1 adulto-joven > (17-20 a) CRS G +7025A1ul;+9052Haell;+12308Hinfl htl5 U
PAT-1E2 1 3 adulto-joven < (17-25 a)
PAT-1E3 1 3 adulto (40-50 a) CRS A -14766Msel; -7025Alul ht8 H
PAT-1E4 1 Q adulto-joven (16-21 a) 16209 A -14766Msel;-7025A1ul;-6776Tsp5091  htl6  H3
PAT-1E5 1 infantil (9-10 a) 16092-16311 A -14766Msel; -7025Alul htl0 H
PAT-1E6 1 3 adulto-senil
PAT-1E7 1 infantil <1 a
PAT-2E1 2 Q? juvenil (14-16 a) CRS A -14766Msel; -7025Alul ht8 H
PAT-2E2 2 Q juvenil (15-16 a) 160196231161224 G +7025A1ul;+9052Haell;-12308Hinfl  ht14 K
PAT-3E1 3 3 adulto-maduro
PAT-3E2 3 Q? adulto-joven 16311 G +7025Alul; -14766Msel;+4577NI1alll  htl7 HV
PAT-4E1 4 3 adulto-maduro (35-502)  16129-16223 G -1715Ddel; +10032Alul ht18 I
PAT-4E2 4 Q adulto-joven (25-35 a) 16209 A -14766Msel;-7025A1ul;-6776Tsp5091  htl6  H3
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Cabe destacar la presencia de dos haplotipos mitocondriales (ht8 y ht16),
presentes en mas de un individuo, pero que se encuentran inhumados en
distintas fosas (Tabla V.2.1). Si analizamos la variabilidad genética de los
individuos pertenecientes a la misma fosa, observamos que no existe
ninguna relaciéon familiar interpretable por los datos del ADNmt, entre

estos individuos.

V.2.4. DISCUSION

En el yacimiento neolitico de Paternanbidea, se han encontrado cuatro
fosas muy proximas entre si, donde se localizan al menos trece
individuos (segun el estudio morfologico). Estas cuatro fosas merecen
una mencién especial, debido a que se trata de dos fosas dobles
simultaneas (fosa 2 y fosa 4) y las dos restantes, serfan fosas
acumulativas, una doble y otra multiple. Ademas, en las fosas 1 y 2, se ha
recuperado un ajuar destacable tanto por su significado, como por su

variedad y abundancia.

Teniendo en cuenta todas estas evidencias arqueolégicas, el estudio de
este yacimiento ofrece la oportunidad de analizar las relaciones existentes
entre los individuos de las fosas simultineas o acumulativas, mediante la
comparacion del ritual funerario y la constituciéon genética de los

individuos de este yacimiento del Neolitico Antiguo de Navarra.

En la fosa 1, hay siete individuos, habiéndose estimado el sexo en cuatro
de ellos, siendo uno femenino y los otros tres masculinos. En cuanto a la

edad, se trata de dos infantiles (uno menor de 1 afio de edad y el otro de
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9-10 anos) y cinco adultos de distintas edades (3 jovenes, 1 maduro, 1
senil) (Tabla V.2.1). Sobre el significado de este enterramiento multiple,
se plantea la posibilidad de que se trate de miembros de un grupo
familiar, dado el perfil demografico, con un predominio de infantiles y

jovenes (cinco jovenes, de un total de siete individuos).

Dado que el analisis molecular se centra en el ADNmt, molécula que se
hereda via materna, solo es posible analizar relaciones entre madre e
hijos/as, o cualquier otra relacién familiar via materna, pero no el resto
de posibles relaciones familiares, para ello se deberia realizar el anélisis de
marcadores genéticos nucleares, analisis complejos en el caso de

muestras de ADNa.

En la fosa 1, se han obtenido resultados en cuatro de los siete individuos,
quienes representan a cuatro haplotipos diferentes (ht8, htl10, htl5 y
ht16). Teniendo en cuenta la edad y sexo estimado en estos cuatro
sujetos, no es posible plantear ninguna relacién materno-filial. En un
sentido mas amplio, tampoco podemos decir que exista alguna relacion
via materna entre ellos, ya que no se ha obtenido ningin haplotipo

mitocondrial comun entre los individuos de esta fosa (Tabla V.2.1).

En la fosa 3, se han recuperado restos pertenecientes a dos individuos,
existiendo evidencias de haber sido reutilizada. Los dos individuos
presentan diferente sexo y edad, ademas, aunque se ha intentado por
todos los medios obtener el haplotipo mitocondrial de ambos individuos,
solo se han obtenido resultados reproducibles en el individuo PAT-3E2,

el cual pertenece al haplotipo ht14 (Tabla V.2.1).
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Por lo tanto, no podemos plantear ningin tipo de relaciéon de parentesco

materno entre estos individuos.

El caso de las fosas 2 y 4 requiere una mencion especial, ya que en cada
una de ellas se ha encontrado una pareja de individuos inhumados de
forma simultanea, sin evidencia de reutilizacién. En la fosa 2, hay dos
sujetos femeninos juveniles con un ajuar diferenciado del resto de
individuos del yacimiento: el individuo PAT-2E1 presenta un collar y
una pulsera con unos motivos centrales especificos y el individuo PAT-
2E2 presenta una vasija de ceramica con decoracién impresa. En cuanto
al ADNmt, presentan haplotipos diferentes (Tabla V.2.1), por lo que hay
que desestimar la posibilidad de parentesco, al menos por via materna.
En la fosa 4, se encuentran inhumados un individuo masculino y otro
femenino. Los resultados genéticos sugieren la misma conclusion que en
el caso de la fosa 2, sin embargo, en este caso no se puede descartar que
se trate de una pareja, en el sentido biologico del termino, dada la edad y

sexo de los inhumados.

Los resultados obtenidos en el analisis del ADNmt de los nueve
individuos analizados en el yacimiento de Paternanbidea (Tabla V.2.1),
no apoyan la existencia de parentesco via materna entre los individuos de
la misma fosa. Sin embargo, analizando la variacién genética del
conjunto de la necrépolis, encontramos dos haplotipos (ht8 y ht16) que
se presentan cada uno en dos individuos, todos ellos inhumados en fosas
diferentes (ht8, en las fosas 1 y 2; htl6, en las fosas 1 y 4). Ambos
haplotipos pertenecen al haplogrupo H, siendo este haplogrupo el mas

frecuente en la poblacién europea actual.
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Cabe destacar que el htl6 corresponde al subhaplogrupo H3, el cual
representa a una pequefa fracciéon del haplogrupo H. Las frecuencias
mas altas del H3 dentro del haplogrupo H, se han obtenido en la
Peninsula Ibérica (16%), presentando valores elevados en la poblacién
vasca actual (13,9%), seguido de Galicia (8,3%) (ENNAFAA e7 al., 2009).
Sin embargo, en el resto de Europa su frecuencia oscila entre el 0,4-
0,2%, con la excepcion de Cerdefia (8,5%) (ACHILLI ef al, 2004).
Teniendo en cuenta el tamafio reducido de la muestra analizada, la
presencia de dos sujetos pertenecientes al subhaplogrupo H3, aunque
podria deberse a variaciones aleatorias, podria explicarse por la existencia

de una relacién de parentesco via materna entre ambos sujetos.

La edad de coalescencia del haplogrupo H es de 18,4£2,0 kya y la del
subhaplogrupo H3 es de 10,3+2.4 kya (ACHILLI ¢f al, 2004). Esta edad
serfa compatible con la presencia de este subhaplogrupo en los
individuos del yacimiento de Paternanbidea, ya que se trata de una
poblacién del Neolitico Antiguo (6.090£40 afios BP y 5.960£40 afios
BP).

El analisis del ADNmt nos aporta una informacioén esencial en el estudio
de esta necrépolis, ya que las evidencias arqueoldgicas apuntaban a la
hipétesis de algin tipo de relacion familiar entre los individuos
inhumados en cada fosa. Sin embargo, con los datos obtenidos a partir
del ADNmt podemos descartar la existencia de cualquier tipo de relacion

familiar via materna dentro de cada fosa.
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En cuanto a la variacién genética entre las fosas, solo se han observado
dos haplotipos compartidos (ht8 y ht16). Dada la elevada frecuencia del
ht8 en la poblaciéon europea actual, el hecho de que dos individuos de
distinta fosa compartan este haplogrupo, no indica necesariamente que
existan relaciones de parentesco materno entre ellos. Ya que, la
probabilidad de que dos individuos escogidos al azar en la poblacién
compartan el mismo haplotipo aumenta con la frecuencia del haplotipo.
Pero en el caso del htl6, no podemos descartar la existencia de una
posible relacién familiar via materna entre los individuos que lo

comparten.

En este yacimiento se observa una alta diversidad genética
(0,944£0,0702), indicandonos que los individuos inhumados en ¢l no
serfan representativos de una poblacion aislada, ni de tamafio reducido.
Ya que de ser asi, se darfan cruzamientos endégamos, lo que
incrementarfa la posibilidad de que se repitieran uno o varios linajes en

un mayor nimero de casos.

Por dltimo, concluir que a partir del analisis de algunas caracteristicas
antropolégicas, culturales y genéticas de los individuos inhumados en las
cuatro fosas de este yacimiento, parece deducirse que el patrén de
enterramiento no se basa en relaciones familiares via materna. Ademas,
el hecho de que los individuos de este yacimiento presenten diferente
tipo y numero de ajuar, parece no tener una base biolégica en funciéon de

los datos del ADNmt.
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V.3.1. INTRODUCCION

El registro arqueologico nos indica la existencia de acontecimientos
demograficos que podrian haber afectado a la composicién genética de
las poblaciones humanas a escala continental, como podria ser la primera
colonizaciéon de Eurasia por el Homo sapiens anatdbmicamente moderno
(HSAM), al inicio del Paleolitico Superior (hace aproximadamente 45.000
afios) o la difusién de los portadores de una economia productora
(agricultores y ganaderos) durante el Neolitico (hace aproximadamente

10.000 anos).

En ambos casos las poblaciones del Proximo Oriente se habrian
expandido hacia el oeste y norte de Europa, lo que podria haber
originado patrones de distribucién clinal en sentido sudeste-noroeste
para muchos /i genéticos. Otro acontecimiento demografico que pudo
haber afectado al poo/ génico actual es el repliegue de las poblaciones a los
refugios glaciales durante el LGM (Latest Glacial Maximum) y la
recolonizacién post-glacial de Europa desde estos refugios glaciales

durante el Mesolitico.

Existen numerosas publicaciones de estudios genéticos y antropologicos,
tanto de poblaciones actuales como prehistoricas, que intentan explicar
el origen de la variabilidad genética de la poblacién europea actual y
cémo tuvo lugar el proceso de difusion de la economia productora

asociada al Neolitico.

Estos estudios, muestran que la variabilidad genética existente en las

poblaciones europeas actuales se asocia con diversos acontecimientos
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demograficos, pudiendo ser el reflejo tanto de la diversidad genética de
las primeras formas de HSAM del Paleolitico Superior con una economia
cazadora-recolectora, como de la recolonizacién de Europa desde los
refugios glaciales después del LGM, o de la llegada de los agricultores

desde el Proximo Oriente durante el Neolitico.

También pueden haber existido otros acontecimientos demograficos que
pudieron haber influido en la composiciéon genética de las poblaciones
actuales, como serfa el caso de eventos demograficos asociados a épocas
post-neoliticas (ALZUALDE et al., 2005, 2006, 2007; CASAS ez al., 2000;
BRAMANTI e¢f al., 2009; MALMSTROM e al., 2009; GHIROTTO et al., 2010).
Todos estos acontecimientos no tienen por que ser excluyentes entre s,
sino que todos ellos pudieron haber contribuido en mayor o menor

medida al poo/ génico de las poblaciones europeas actuales.

Durante el Neolitico, la adaptacién a la economia productora, es decir, a
la agricultura y ganaderfa, se presume que facilité el crecimiento de la
poblacién, posibilitando posteriormente la dispersiéon de las sucesivas
generaciones, aumentando la ocupacion de su territorio e incrementando
la esperanza de vida de los cazadores-recolectores existentes

(GALLAGHER ¢t al., 2009).

La difusién de la agricultura y ganaderia en Europa durante el Neolitico,
se ha enmarcado tradicionalmente dentro de una dicotomia basada, bien

en un fendmeno de aculturacidén o bien de difusion démica.
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La hipotesis de aculturacion, propone una continuidad genética de los
primeros HSAM con una forma de vida cazadora-recolectora, sin sufrir
ningun aporte genético asociado a la dispersion de la agricultura neolitica,
y en consecuencia el neolitico no habria influido en la variacién genética

de la poblacién europea actual (RICHARDS ¢ al., 1996; HAAK et al., 2005).

La hipétesis de /la difusion démica, propone que la dispersion de la
agricultura asociada al Neolitico desde el Proximo Oriente hacia Europa
(hace 10-6 kya), habria tenido gran influencia en la composicion genética
de la poblacién europea actual (AMMERMAN y CAVALLI-SFORZA, 1984;
BARBUJANI ez al, 1995, CAVALLI-SFORZA, 1993; CHIKIHI ¢/ al., 1998,,
2002; SOKAL et al., 1991). De acuerdo con este ultimo planteamiento, las
poblaciones del Préximo Oriente habrian aumentado su tamafio gracias
al desarrollo de la agricultura y la ganaderfa, pudiendo haberse dispersado

a otros lugares, mezclandose con los cazadores-recolectores indigenas.

Estas dos hipotesis son las mas extremas, y entre ellas pueden definirse
otros modelos que permiten predecir el proceso de dispersion del
neolitico en Europa. RICHARDS, (2003), ha publicado siete modelos que
permiten estimar como fue la dispersion de la cultura neolitica en

Europa:

1. Migracionista: movimiento unidireccional de los agricultores del
Proximo Oriente hacia Europa, con un reemplazamiento

genético de los cazadores-recolectores indigenas.
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2. Difusion démica: mezcla de los agricultores neoliticos con los
cazadores-recolectores, sin un reemplazamiento total, lo que
conllevaria a la formacién de gradientes para algunos linajes.

3. Elite dominante: una elite social de agricultores y/o ganaderos
penetraria en una zona e impondria su cultura a nivel local. Los
grupos recién llegados no dejarfan muchas evidencias genéticas
en la zona colonizada.

4. Infiltracion de pequerios grupos especializados: un pequeno numero de
individuos agricultores y/o ganaderos, se introducirian en nuevas
areas, donde dejarfan huellas de algunos linajes de la poblaciéon
original

5. Leapfrog: colonizacién de areas geograficamente limitadas, por
parte de grupos de agricultores y/o ganaderos de tamafio
reducido, 6ptimas para su forma de vida, quedando asi rodeados
por los grupos indigenas.

0. Movilidad de fronteras: intercambio genético en las zonas fronterizas
creadas entre los grupos de agricultores neoliticos y los grupos de
cazadores-recolectores indigenas.

7. Contacto regional o aculturacion: intercambio cultural entre los

cazadores-recolectores indigenas y los agricultores neoliticos

AMMERMAN y CAVALLI-SFORZA (1984), propusieron por primera vez un
modelo de dispersion de la economia productora asociada al Neolitico
basandose en marcadores genéticos clasicos, el denominado modelo de ola
de avance (modelo 2). Correlacionaron la difusiéon de la agricultura durante
el Neolitico con una expansion démica desde el Proximo Oriente hacia

Europa hace 10-6 kya, y propusieron un modelo migratorio que tuvo una
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gran influencia en la composiciéon genética de las poblaciones actuales.
Segun este modelo, los grupos poblacionales del Préximo Oriente
habrian incrementado su tamafio poblacional gracias al desarrollo de la
agricultura, lo que habria permitido su dispersion a otros lugares, donde

se habrfan mezclado con los grupos cazadores-recolectores indigenas.

Un gran numero de estudios genéticos que abordan la cuestiéon de la
dispersion del neolitico se basan en el analisis del ADNmt. Sin embargo,
no debemos olvidar, que los resultados derivados del estudio del
ADNmt se deben interpretar con cautela, ya que debido a su naturaleza
haploide, no hay recombinacién y se hereda en bloque, comportandose
como un unico /eus y debido a su transmisiéon via materna, se limita

unicamente a la reconstruccion de la historia evolutiva de las mujeres.

Los analisis del ADNmt en una serie de grupos de europeos actuales
geograficamente dispersos (RICHARDS ¢f al., 1996; TORRONI ¢t al., 1994,
PULT et al, 1994), revelaron un patron de dispersion del neolitico
diferente al propuesto por AMMERMAN y CAVALLI-SFORZA (1984),
sugiriendo que la influencia de las migraciones neoliticas sobre las
poblaciones europeas actuales ha sido sobreestimada en los estudios de
marcadores clasicos. Se propone que la variacién genética de la
poblacion europea seria un reflejo de la primera colonizacion paleolitica
de Europa por HSAM, siendo la influencia del Neolitico eminentemente

cultural (mzodelo 7).
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Posteriormente, RICHARDS ef a/. (2000), realizaron un analisis de los
datos del ADNmt de las poblaciones europeas y del Préximo Oriente,
aplicando un analisis fundacional. El analisis fundacional consiste en
llevar a cabo la comparacién de la variabilidad genética entre la poblacion
de origen (el Proximo Oriente) y la de destino (Europa), lo que permite
determinar la edad de coalescencia de los linajes mitocondriales e

identificar los linajes mitocondriales fundacionales de Europa.

Asimismo, cuantificaron el aporte de la variabilidad genética asociada a
los agricultores neoliticos en el poo/ génico de las poblaciones europeas
actuales en un 13%, lo que indicarfa que hubo una mayor difusion
cultural que démica. Por lo tanto, estos autores apoyarian los modelos
intermedios 4 y 5, segun los cuales los colonizadores agricolas habrian
dejado trazas de sus linajes (13%) en las zonas mas cercanas al Préximo
Oriente (la zona sureste y centro de Europa), generandose en el resto de
Europa una aculturacion de los grupos cazadores-recolectores indigenas

(modelo 7).

El analisis del ADN recuperado de restos humanos antiguos, permite
inferir una aproximaciéon directa de la historia evolutiva de nuestra
especie. Estos analisis han puesto de manifiesto que dicha historia es mas
compleja que la inferida a partir de los datos genéticos actuales
(BRAMANTI ¢t al., 2009; HAAK et al., 2005; SAMPIETRO ef al., 2007; MACA-
MEYER ¢ al., 2005; FREGEL e/ al., 20092, 2009b; CASAS ¢ al., 20006;
ALZUALDE et al., 2005, 2006, 2007; MALMSTROM ef al., 2009; GHIROTTO
et al., 2010).
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El analisis de ADNmt de restos 6seos pertenecientes a los primeros
agricultores neoliticos de Europa central (7.5-7 kya) (HAAK ef al., 2005),
ha cuestionado la aportacion de los agricultores neoliticos al poo/ génico
de los europeos actuales. Estos primeros agricultores neoliticos de
Europa central muestran una frecuencia elevada de haplotipos
mitocondriales pertenecientes al haplogrupo Nla, lo que se ha
interpretado como una insignificante contribucién genética de los
agricultores neoliticos al poo/ génico de los europeos actuales, proponiendo
que los cruzamientos se habrian dado entre los primeros hombres
agricultores y las mujeres indigenas cazadoras-recolectoras. Por otro
lado, la frecuencia de este haplogrupo es baja en la poblacién europea
actual. Sin embargo, los autores rechazan la posibilidad de que este
haplogrupo haya disminuido su frecuencia por efecto de la deriva

genética que pudo haber acontecido en los dltimos 7.500 afos.

El analisis genético del ADNmt de individuos procedentes del
yacimiento neolitico de “Cami de Can Gran” (Granollers, Barcelona), de
finales del quinto milenio (SAMPIETRO e al, 2007), muestra unos
resultados diferentes a los publicados por HAAK e a/. (2005) en relacion
a la dispersion de la agricultura. Esta diferencia se basa principalmente en
la existencia de linajes mitocondriales caracteristicos de las poblaciones
actuales de la Peninsula Ibérica y de la zona mediterranea de Europa en
el yacimiento neolitico de “Cami de Can Grax’. Ademas, ninguno de los

individuos recuperados en este yacimiento pertenece al haplogrupo Nla.

Por lo tanto SAMPIETRO e¢f al. (2007), proponen un modelo dual para

explicar el proceso de dispersion del Neolitico: 1)- una difusién démica
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(modelo 2) en la zona mediterranea de Europa y 2)- un proceso de

aculturacion en la zona central de Europa (modelo 7).

Estudios recientes sobre muestras de cazadores-recolectores de
Escandinavia (MALMSTROM ef al., 2009) y de Europa central (BRAMANTI
et al., 2009), indican la existencia de una discontinuidad genética entre las
poblaciones cazadoras-recolectoras y las neoliticas en ambas zonas
(modelo 7). Asimismo, las poblaciones neoliticas también muestran una
discontinuidad genética con respecto a las poblaciones actuales en sus
respectivas zonas. Estos dos estudios, plantean la existencia de un
reemplazamiento poblacional, tanto en el periodo Neolitico como en

épocas post-Neoliticas.

En el presente estudio, se aborda el analisis genético de los individuos
recuperados de varios yacimientos localizados en el norte de la Peninsula
Ibérica (Pais Vasco, Navarra y Cantabria), cuya cronologia abarca desde
el periodo Magdaleniense hasta la Edad del Bronce (Figura I11.1 y Tabla
IIL.1). De éstos, cuatro corresponden a grupos poblacionales de cazadores-
recolectores. La Chora (Pantaleén de las Arias, Cantabria) (GONZALEZ-
ECHEGARAY ¢t al, 1963), La Pasiega (Puente Viesgo, Cantabria)
(GONZALEZ-ECHEGARAY y RiPOLL, 1952), Erralla (Cestona,
Guipuizcoa) (DE LA RUA, 1985) y Aizpea (Aribe, Navarra) (DE LA RUA ez
al., 2001); otros cuatro corresponden al periodo Neolitico: Los Cascajos
(Los Arcos, Navarra) (GARCIA GAZOLAZ, 1999, 2001; GAZOLAZ y
SESMA 2007a), Paternanbidea (Ibero, Pamplona) (GARCIA GAZOLAZ,
1998; GARCIA GAZOLAZ y SESMA, 2007b), Marizulo (Utrnieta,
Guiptzcoa) (BASABE e¢f al., 1971; ALDAY et al, 1995) y Fuente Hoz
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(Antncita, Alava) (BASABE y BENNASSAR, 1983); y el dltimo yacimiento
corresponde a la Edad del Bronce, Urtiaga (Deba, Guiptzcoa) (DE LA RUA,
1988; ALTUNA et al., 1989).

Los yacimientos neoliticos de Paternanbidea y Los Cascajos, tienen una
gran importancia. Se trata de poblados al aire libre plenamente neoliticos,
tanto en el sentido cronolégico como cultural del término. La
importancia del resto de yacimientos radica en la excepcionalidad de las
muestras recuperadas, a pesar de que se trate de tamafos muéstrales
pequenos (1-6 individuos), su antigiedad y su localizaciéon permitira
contrastar las hipotesis actuales sobre la influencia biologica y cultural del

Neolitico.

El analisis genético de los restos recuperados en estos nueve yacimientos
del norte de la Peninsula Ibérica, tiene como objetivo valorar la
influencia del Neolitico en la zona norte de la Peninsula Ibérica y
mostrar la perspectiva bioldgico temporal existente en esta zona, desde la

época Magdaleniense hasta la actualidad.

V.3.2. MATERIALY METODOS

En este estudio se ha realizado el anailisis de un total de 54 individuos
procedentes de nueve yacimientos ubicados en la zona norte de la
Peninsula Ibérica, concretamente en el Pais Vasco, Navarra y Cantabria
(Figura II1.1 y Tabla I11.1).

En el analisis molecular realizado, hemos seguido un estricto criterio de
seleccion de piezas dentarias (sin caries, ni fisuras). Siempre que ha sido

posible, se ha tomado mas de un diente por individuo, pudiendo reunir
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un minimo de 122 piezas dentarias y 14 huesos correspondientes a 54
individuos, lo que nos ha permitido cumplir con los requisitos de
autentificacion de los resultados de ADNa, tales como la duplicacién y la

replicacion.

El protocolo seguido tanto para la seleccién, limpieza de las muestras, asi
como la extraccion del ADN y el analisis de la variabilidad del ADNmt,
tanto de muestras antiguas como actuales, se indica en los apartados IV.1
y IV.2. Previo al analisis molecular, se ha realizado un registro
fotografico de todas las muestras antropoldgicas (6seas y dentarias), asi

como una medicién de las mismas (Anexo I).

En este estudio se han llevado a cabo los criterios de autentificacién
propuestos para los estudios de ADNa los cuales se encuentran descritos
en el apartado IV.1.6.2. Se han realizado los controles oportunos tanto
durante la extraccion del ADN, como de la amplificacion de las
muestras. Asimismo, se ha realizado la cwuantificacion del nimero de
moléculas molde presentes en los extractos mediante PCR cuantitativa a
tiempo real. Ademas, hemos corroborado los resultados obtenidos
mediante la duplicacion de las muestras en nuestro laboratorio y la
replicacion de los mismos en un laboratorio independiente (grupo del Dr.
Vicente Cabrera de la Facultad de Biologia, area de Genética de la
Universidad de La Laguna).

Finalmente, se ha conado un nimero elevado de productos de PCR y
posteriormente se han secuenciado 10 clones de cada muestra

amplificada.
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En cuanto al tratamiento estadistico, se ha realizado un _Andlisis de
Componentes  Principales (Principal Component Analysis, PCA) y otro de
Escalamiento Multidimensional (Multidimensional Scaling, MDS) (SPSS 17
Software), en el que se han considerado las frecuencias de los haplogrupos
mitocondriales, asi como los datos de las poblaciones actuales y
prehistoricas del Préoximo Oriente y FEuropa, recopiladas de la

bibliografia.

Para valorar la posible diferenciacion genética entre estas poblaciones se
ha realizado un fest exacto de diferenciacion poblacional y un analisis de Pairwise
Fist#, utilizando para ello el paquete estadistico Arleguin 3.11 (SCHNEIDER
et al., 2000). También se ha utilizado este software para calcular la
diversidad genética (NEI et al., 1987) de las poblaciones analizadas. Estos

analisis estadisticos se encuentran detallados en el apartado IV.3.

V.3.3. RESULTADOS

V7.3.3.1. Andlisis de la variabilidad del ADNmt de las muestras prebistéricas

En una fase previa al analisis del ADN, se ha realizado la seleccién, el
registro fotografico y la mediciéon de las muestras (Anexo I, Tabla Al y

A2), en este caso un total de 122 piezas dentarias y 14 huesos.

De un total de 61 inhumados provenientes de los nueve yacimientos
estudiados, se han analizado 54 individuos, obteniéndose resultados de
47 de ellos, siendo reproducibles en 42 casos (Tabla V.3.1); esto

representa el 77% de la muestra recuperada. Este porcentaje se ve
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reducido, ya que en algunos casos no se ha obtenido suficiente cantidad y

un estado del ADN que permita reproducir los resultados (Tabla V.3.1).

De los 54 individuos analizados, un 66% han sido analizados por
duplicado en nuestro laboratorio, lo que consiste en el analisis de dos
muestras del mismo individuo en momentos diferentes. Ademas se ha
realizado la replicacion del 44% de los resultados, por el equipo del Dr.
Vicente Cabrera (Area de Genética de la Facultad de Biologia,
Universidad de La Laguna). Asimismo, se ha llevado a cabo la
cuantificacién del nimero de moléculas molde de cada extracto,

mediante qPCR (Tabla V.3.2).

Los resultados obtenidos muestran que el numero de moléculas de ADN
molde de los extractos oscila entre 100-1000 (Tabla V.3.2), valores que se
ajustan al limite propuesto para los estudios de ADNa, ya que por debajo

de este valor los resultados no serfan reproducibles (HANDT e7 al., 1990).

También se ha realizado la clonacién del 26% de los productos de PCR y
posterior secuenciaciéon de diez clones de cada uno de ellos. Los
resultados de todos estos analisis nos confirman la autenticidad del 77%

de los individuos recuperados.

De estos 42 individuos, que presentan resultados reproducibles, se han
obtenido 22 haplotipos mitocondriales diferentes (Tabla V.3.2), siendo
estos haplotipos compartidos tanto entre los individuos de cada uno de

los yacimientos, como entre individuos de diferentes yacimientos (Tabla
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V.3.3). Algunos linajes mitocondriales han persistido a lo largo de varios

periodos de tiempo en la misma zona geografica.

Tabla V.3.1. Muestras analizadas. Total, n° de individuos recuperados; Analizado, n°
de individuos analizados; DUP, muestras analizadas por duplicado en nuestro
laboratorio; REP, muestras replicadas en un laboratorio independiente; CLON,
muestras clonadas; AUTENT, n° de muestras que presentan resultados reproducibles.
Yacimientos de cazadores-recolectores: Erralla (ERR), Aizpea (AIZ), La Pasiega
(PS), y La Chora (CH). Yacimientos neoliticos: Paternanbidea (PAT), Los Cascajos
(CAS), Marizulo (MZ) y Fuente Hoz (FH). Yacimiento de la Edad del Bronce:

Urtiaga (URT).

YAC Total Analizado Diente Hueso DUP REP CLON AUTENT.

ERR 1 1 1 - - 1 - 1
AlZ 1 1 1 - 1 1 6 1
CAS 36 30 27 3 25 12 41 23
PAT 11 11 9 2 8 4 17 9
Mz 1 1 1 - 1 1 - 1
FH 6 6 6 - 1 3 - 3
URT 3 2 2 - - 2 - 2
PS 1 1 1 - - - - 1
CH 1 1 1 - - - - 1
Total 61 54 49 5 36 24 64 42
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Tabla V.3.2. Distribucion de los haplotipos y haplogrupos obtenidos en los nueve
yacimientos analizados del norte de la Peninsula Ibérica. IND, sigla del individuo
analizado; HVS-I, los motivos del segmento I (sumar 16000 para determinar la posicion
nucleotidica); 73, estado alélico del nucleétido de la posicion 73; HVS-II, los motivos del
segmento II; n® molec., el numero de moléculas molde de ADNmt recuperadas en cada
extracto; D, muestra duplicada; R, muestra replicada; y C, muestra clonada.

IND. HVS-I 73 HVS-II HT HG n°moléc
CAS-21 92 G - hel H 1165 R,D,C
CAS-33 311 A . he H 355 RD.C

73-146-263-285-309.1-
CAS48 CRS G o263 B b3 H 76 RD.C
CAS-70 CRS G PHEEANIC w4 U 35 D
73-146-263-285-309.1C-
CAS-90 CRS G eI b3 H 415 D.C

CAS-148 220278311 G : s U . .
CASIT9 69126195 G : b6 ] 47337 D,C
CAS-181 224311 G 73-263-315.1C b7 K 3888 D,C
CAS-182 CRS A : b H :

CAS183 92288311 G : ho U 1852  RD,C
CAS-191 224-311 G 73-263-315.1 ht7 Kla 656,3 R,D,C

CAS-193 311 A : b2 H 903 RD.C
CAS-194 92-311 A ; hl0  H 11673 R,D,C

73-146-263-285T-

CAS-196 CRS G g s i3 4115  RD,C
CAS-202 224-311 G 73-263-315.1 ht7 Kla 524.5 R,D,C
CAS-203 69-126 G : mit ] 1762 D,C
CAS-204 270311 G : ni2 US43 D.C
CAS216 CRS G e2IBIC w4 U 47 RDC
CAS-222 129 A - hel3  H 9751  R,D,C
CAS-254 CRS G ARG hw U wwe D
CAS238 92224311 G 73-1462633151C  hl4 K 1851 R D,C
CAS-341 92311 A : hi0  H 8209 DC
CAS-497 311 A ! b2 H 4796 D.C

PAT-1EL CRS © - hels U 1229 R.D.C

PAT-1E3 CRS A : b H 3335 RD.C

PAT-1E4 209 A : hel6  H3 : D,C

PAT-1E5 92-311 A - ht10 H - D,C

PAT-2E CRS A : b H 7517 RD,C

PAT2F2 92224311 G 731462633151C  hil4 K 2585  D.C

PAT 3E2 311 A i ni7  HV 2873 D.C

PAT-4E1 129-223 G - ht18 1 22,8 D,C

PAT-4E2 209 A i hl6  H3 3724 DC
FRR 1 270 G - bl Us 66667 R
MZ1 554311 G 73263 315.1C hd __ Kla 7667 R

e CRS G : Wis U 1235 R
FH-2 192270 G . h20  Usa 4967 R
FH-6 CRS A i b H 545 R
TRT 1 CRS A . he  H 333 R
URT2 192270 G : h20  USa 142033 R
CH1___ 93C224C311C_ G : W2l Kla 66921

PS-1 CRS A - ht8 H 1229,6

Az PSR : h22  USbl 12797  D,RC
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Tabla V.3. Distribuciéon de las frecuencias de los haplotipos y haplogrupos
mitocondriales obtenidos en los nueve yacimientos estudiados (Erralla, Aizpea, La
Pasiega, L.a Chora, Marizulo, Urtiaga, Fuente Hoz, Paternanbidea y Los Cascajos).

INDIVIDUO HT HVS-I-II N % HG %
CAS-21 htl 16092-73 1 24 H
CAS-33, CAS-193S,
s 407 h2 16311 3 71 H
73-146-263-285-309.1C-
CAS-48, CAS-90, CAS196  ht3 1011315313 3 71 H
PAT-1E3, PAT-2E1, CAS- 452
182, FHL6, URT-1,Ps.1 P8 CRS 6 143 H
PAT-1E5, CAS-194,
CAcaal hl0 16092-16311 3 71 H
CAS-222 hel3 16129 1 24 H
PAT-1E4, PAT-4E2 htl6 160209 2 48 H3
CAS-70, CAS-216, CAS- 73-146-263G-309.1C-
254 het 315.1C-320 5 71U
CAS-148 hi5  16220-16278-16311-73 1 24
16092-16288-116311-73-
CAS-183 ht9 6331510 1 24
CAS-204 htl2 16270-16311-73 124 U5 |,
PAT-1E1, FH-1 htl5 CRS-73 2 48 U
ERR-1 h19 16270-73G 1 24 US
FH-2, URT-2 ht20 16192-16270-73G 2 48 Usa
16051-16093-16189-
AlZ-1 h22 61991970 1 24 USbl
CAS-181, CAS-191,
CAS.202MZ ht7 16224-16311-73 4 95 Kla
16092-16224-16311-73- 16,7
PAT- 2E2, CAS-258 htl4 46963315 1 2 48 K
CH-1 h2l  16093-16224-16311-73G 1 24 Kla
CAS-179 b6 16069-161261619573 1 24 ] |
CAS-203 hll 16069-16126-73 1 24 ’
PAT-3E2 hl7 16311 1 24 HV | 24
PAT-4E1 htl8 16129-16223-73 1 24 1 | 24

A partir de los 22 haplotipos mitocondriales resultantes, se ha calculado
la diversidad genética de cada uno de los yacimientos. En aquellos
yacimientos que no presentaban mas de un haplotipo mitocondrial no se

ha podido realizar este calculo.
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En el caso de Los Cascajos y Paternanbidea, que son los yacimientos con
un mayor numero de individuos, se han obtenido unos valores de
diversidad genética muy elevados, 0,92891+0,035 y 0,9444 10,0702,

respectivamente.

En algunos yacimientos, solo se ha recuperado un individuo, razén por
la cual los yacimientos contemporaneos con un tamafo muestral
pequefio se han agrupado. Asi, Aizpea, Erralla, L.a Chora y La Pasiega
constituyen el grupo de cazadores-recolectores, denominado
CR_CANTABRICO, mientras que Marizulo y Fuente Hoz constituyen el
grupo NEO_OTROS. El yacimiento de Urtiaga no se ha considerado en
estos tests, debido a que presenta un tamano muestral pequefio y su

cronologia no es contemporanea con ningun otro yacimiento analizado.

Para analizar si los individuos de diferentes yacimientos y cronologfas se
encuentran dentro del mismo rango de variabilidad genética, se ha
realizado un test exacto de diferenciacion poblacional (Tabla V.3.4) y un analisis
de painwvise Fst (Tabla V.3.5), teniendo en cuenta las frecuencias de los
haplotipos mitocondriales. Los resultados obtenidos de ambos tests,
indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos poblacionales comparados, indicando un sustrato genético

comun entre estos grupos poblacionales.

De los 22 haplotipos mitocondriales obtenidos (Tabla V.3.3), dos de
ellos se consideran unicos, el ht5 y el ht9, por no encontrarse en otras
poblaciones, ni actuales ni prehistéricas. Ambas secuencias pertenecen al

haplogrupo U. Las 20 secuencias restantes son de asignacioén europea, y
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se pueden clasificar en seis haplogrupos mitocondriales: H, U, K, J, HV e

I (Tabla V.3.2'y V.3.3) (ordenados de mayor a menor frecuencia).

Tabla V.3.4. Resultados del Test exacto de diferenciacion poblacional y su
desviacion estandar (pEde) (* P<0.00625) (RAYMOND y ROUSSET, 1995).

NEO_OTROS NEO_CAS CR_CANTABRICO
NEO_OTROS -

NEO_CAS 0,88389+0,0038 -

NEO_PAT 0,14797+0,0077 0,00708+0,0015 -

CHGNNREREOr  1,00000£0,0000  0,7041310,0046  0,06044£0,0046 -

NEO_PAT

Tabla V.3.5. Resultados del Test Fsr y su desviacion estaindar (ptde) (* P<0.00625)
(REYNOLDS ¢/ al, 1983; SLATKIN ¢t al., 1995).

CR_CANTABRICO

NEO_PAT

NEO_OTROS NEO_CAS
NEO_OTROS -
NEO_CAS 0,90090+0,0032 -
NEO_PAT 0,30225+0,0046  0,02089+0,0014 -
SN 0,99990+0,0000  0,76062+0,0041  0,1379140,0034 .

Estos haplogrupos mitocondriales se encuentran ampliamente
distribuidos en la poblacién europea actual, pero la frecuencia observada
en las poblaciones prehistoricas del presente estudio es, para algunos
haplogrupos, superior a la publicada para las poblaciones europeas
actuales. A continuacién se describen los haplogrupos mitocondriales en
los que se han clasificado los haplotipos encontrados en el presente

estudio.

Haplogrupo H
El haplogrupo H es el mayoritario, alcanzando una frecuencia de un 45%
en las muestras prehistoricas analizadas (Tabla V.3.3). Esta presente en

los individuos recuperados en cinco de los nueve yacimientos analizados:
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La Pasiega (100%), Fuente Hoz (33%), Urtiaga (50%), Los Cascajos
(48%) y Paternanbidea (55%), siendo Las Pasiega el tnico grupo cazador
recolector que presenta este haplogrupo. Este resultado evidencia que
este haplogrupo estaba presente en el periodo Magdaleniense y ha
persistido hasta la actualidad. La frecuencia de este haplogrupo en los
yacimientos analizados, es semejante a la observada en la poblacion

europea y vasca actual.

En el presente estudio se han encontrado siete linajes diferentes
pertenecientes al haplogrupo H, siendo el mas frecuente el linaje ht8
(14,3%), que es asimismo, el linaje mas frecuente en la poblacién europea
actual (~45%) (RICHARDS ¢ a/ 2000; LARRUGA ¢ al., 2001; PEREIRA e7
al., 2006; ACHILLI e al., 2007). Los otros seis linajes del haplogrupo H
(htl, ht2, ht3, ht8, ht10, htl3 y ht16), se encuentran presentes de forma
exclusiva en Los Cascajos y Paternanbidea. Los haplotipos ht8, ht10 y
ht13, se encuentran distribuidos en la poblaciéon europea actual y en el

oeste de Eurasia (RICHARDS ef a/., 2000).

Los haplotipos htl y ht3, aunque pertenecen al haplogrupo H, presentan
en la posicién 73 del HVS-II un polimorfismo, una G en vez de una A
(denominado haplotipo H-73G), poco frecuente en el haplogrupo H.
Estos dos linajes presentan una frecuencia baja en la poblacién europea
actual, 0,5-3,1% (MACAULAY ¢ al., 1999; SALAS et al., 1998; FINILLA ¢/ al.,
2001; ALVAREZ et al., 2007). En las poblaciones prehistéricas que hemos
analizado, el linaje H-73G, solo se ha encontrado en el yacimiento de
Los Cascajos, siendo su frecuencia de un 2,4% para el htl y un 7,1%

para el ht3. En las poblaciones antiguas, el valor mas elevado descrito
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hasta ahora, es el encontrado en la necropolis de Aldaieta (20%), lo que

fue atribuido a factores de parentesco (IZAGIRRE e7 a/., 2005).

Cabe destacar la presencia de dos individuos en el yacimiento de
Paternanbidea que comparten el haplotipo htl6, perteneciente al
subhaplogrupo H3. Este subhaplogrupo representa una pequefia
fraccion del haplogrupo H, encontrandose el valor mas elevado de su
frecuencia en la Peninsula Ibérica, 13,9% la poblacién vasca actual y

8,3% Galicia (ENNAFAA e al., 2009).

Aunque la distribucién del haplogrupo H, es uniforme practicamente en
toda Europa, el subhaplogrupo H3 muestra un gradiente muy acusado,
un pico central en el suroeste de Europa (Norte de la Peninsula Ibérica y
Sudoeste de Francia) y unas frecuencias que van disminuyendo desde
este nucleo central hacia el nordeste y sudeste europeo (ACHILLI ef al.,

2004).

Todos estos linajes pertenecientes al haplogrupo H, se encuentran
ampliamente distribuidos en las poblaciones europeas actuales
(exceptuando a los Saami). También se han observado en el Norte de
Africa, Oriente Medio, Norte de India y en Asia Central, donde

presentan frecuencias entre el 5-10% (RICHARDS e al., 2002).

Se ha propuesto que el haplogrupo H se originé en el Préximo Oriente
hace ~30-25 kya (ACHILLI ¢# al., 2004), aunque dependiendo de la tasa de
mutacién que se emplee, podria tener un origen mas reciente, ~18,6 kya

(SOARES ¢ al., 2009).
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El haplogrupo H, se habria extendido por toda Europa gracias a un
proceso de recolonizacién ocurrido durante el Paleolitico. Este
haplogrupo habria estado implicado en las expansiones ocurridas desde
los refugios glaciales tras el LGM (TORRONI ez al., 1998; RICHARDS ¢ al.,

2000; SOARES ¢t al., 2009).

Haplogrupo U
El segundo haplogrupo mas frecuente entre los individuos prehistoricos
analizados, es el haplogrupo U (28,7%), que es, asimismo el haplogrupo
con mas variabilidad, ya que se han hallado ocho haplotipos
mitocondriales diferentes (ht4, ht5, ht9, ht12, htl5, ht19, ht20 y ht22)
(Tabla V.3.3). Los dos haplotipos tnicos obtenidos en este trabajo (no se
han descrito en ninguna otra poblacién actual, ni antigua), el ht5 y el ht9,

se encuentran clasificados dentro del haplogrupo U.

La frecuencia del haplogrupo U en el total de las poblaciones
prehistoricas analizadas en el presente estudio (28,7%), es superior a la
que muestran las poblaciones actuales europeas (12,6%) y del Pais Vasco
(18,2-14,48%) (RICHARDS ef al., 2000; ALFONSO-SANCHEZ ef al., 2007).
El valor hallado en las muestras antiguas, se aproxima mas al encontrado
en las poblaciones actuales del Préximo Oriente (23%) (RICHARDS ef al.,

2000).

Si analizamos la distribucion de la frecuencia del haplogrupo U en las
poblaciones prehistéricas y las poblaciones recuperadas de la bibliografia,

observamos que los valores mas elevados los presentan los cazadores-
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recolectores de Escandinavia y FEuropa central, ambos con una

frecuencia del 82% (BRAMANTI ¢ al., 2009; MALMSTROM e¢f al., 2009).

En cuanto a las poblaciones neoliticas, observamos que los valores son
mas bajos, siendo la poblacién de Los Cascajos la que presenta el valor
mas elevado (26,3%), seguido de Paternanbidea (11,1%). Sin embargo,
en las poblaciones neoliticas de la bibliografia, encontramos que la
frecuencia del haplogrupo U es atin mas baja, observando un valor de un
9,1% en una poblacién neolitica catalana (SAMPIETRO e al, 2007) y de

un 4% los neoliticos de Europa central (HAAK ez a/, 2005).

Los linajes pertenecientes al subhaplogrupo U5 (ht12, ht19, ht20 y ht22)
requieren una mencion aparte, ya que este subhaplogrupo es uno de los
mas antiguos encontrado en Europa. Dada su edad de coalescencia,
estimada en torno a 36,9 kya, se asocia a la colonizacién de Europa por
HSAM durante el Paleolitico Superior (RICHARDS ef al., 2000; ACHILLI e#
al 2005; SOARES e al., 2009, 2010). Su frecuencia en las muestras
analizadas es de un 12% y esta presente tanto en individuos cazadores-
recolectores, como del Neolitico, o de la Edad del Bronce. El
haplogrupo U5 y sus subclados, el U5a y el U5b, presentan las maximas
frecuencias en las poblaciones del extremo norte de Europa (Finlandia,
Estonia y los Saami) (40%). En el resto de Europa presentan una
distribucién amplia, aunque con una frecuencia mas baja (5-20%)

(ROEHL et al., 2001).

La presencia del subhaplogrupo U5 en la muestra de cazadores-

recolectores del norte de la Peninsula Ibérica (50%, aunque n=4),
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concuerda con los valores obtenidos por BRAMANTI ef a/. (2009) y
MALMSTROM e al. (2009), los cuales observan frecuencias elevadas para

este subhaplogrupo en los cazadores-recolectores de Escandinavia

(31,6%) y Europa central (74%).

En cuanto a los valores de las frecuencias del U5 en las poblaciones
neoliticas del presente estudio, no son tan elevados, detectando una
frecuencia del 4,3% en Los Cascajos y un 25% en NEO_OTROS (n=4);

siendo inexistente en la poblacion de Paternanbidea

Haplogrupo K
El haplogrupo K es un subclado del haplogrupo U8 y presenta una edad
de coalescencia estimada en torno a 20-31,6 kya (SOARES ef al, 2010),
siendo compatible su presencia en las muestras prehistéricas analizadas,

las cuales presentan una frecuencia del 16,7% para este haplogrupo.

Este valor es muy semejante al observado en las poblaciones calcoliticas
del Pais Vasco (S§JaPL, Pico Ramos y Longar) (23-16,7%) (IZAGIRRE y
DE LA RUA, 1999) y supetior al observado en las poblaciones actuales
tanto europeas (8-5%) (RICHARDS e al, 2000), como vascas (4-3%)
(RICHARDS et al., 2000, LARRUGA ef al., 2001; ALFONSO-SANCHEZ ¢ al.,
2008). Existen tres linajes pertenecientes a este haplogrupo (ht7, htl4 y
ht21), todos ellos se encuentran ampliamente distribuidos por toda la
Peninsula Ibérica (CRESPILLO ef al, 2000; LARRUGA et al, 2001;
GONZALEZ et al., 2003), las Islas Canarias (MACA-MEYER ¢t al., 2003),
Europa (RICHARDS ¢ a/., 2000) y norte de Africa (RANDO ef al., 1998).
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Este haplogrupo no se ha encontrado en los cazadores-recolectores de
Escandinavia y de Europa central, ni en la poblacién neolitica catalana.
Sin embargo, en los primeros grupos de agricultores de Europa central,

presenta una frecuencia elevada (16%).

Haplogrupo |
En los individuos prehistéricos, se han encontrado dos secuencias
pertenecientes al haplogrupo J, el ht6 y el htl1, que corresponden a dos
individuos del yacimiento neolitico de Los Cascajos, siendo su frecuencia
en esta poblacién de un 8,5%. La frecuencia del haplogrupo ] en las
poblaciones vascas actuales es de un 15% en una muestra de Navarra
(satos no publicados), un 14,5 % en una muestra general del Pais Vasco
(Gohierri y Arratia) (ALFONSO-SANCHEZ ¢f al., 2008) y un 2,4% en otra
muestra general del Pais Vasco (RICHARDS ¢ a/., 2000). Su frecuencia en
el resto de Europa oscila entre 8-10% y en las poblaciones del Proximo

Oriente entre 9-15% (RICHARDS e/ al., 2000).

Haplogrupo H1”

El haplogrupo HV esta representado por una tnica secuencia, el htl7,
presente en un sujeto del yacimiento neolitico de Paternanbidea. Este
haplogrupo se encuentra representado, tanto en Europa (mas frecuente
en Europa occidental), como el norte de Africa, con una frecuencia
promedio de un 4%. Su edad de coalescencia se estima en 30 kya
(RICHARDS ef al., 2000; LARRUGA ¢t al., 2001).

En las muestras prehistéricas recopiladas de la bibliografia, este
haplogrupo solo se ha encontrado en los neoliticos (8%) y los cazadores-

recolectores (4,5%) de Europa central.
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Hapalogrupo 1
El haplogrupo I esta representado por una sola secuencia, el haplotipo
ht18, presente en un sujeto del yacimiento neolitico de Paternanbidea.
Este haplogrupo se encuentra tanto en la Europa Atlantica (RICHARDS e#
al., 2000), como en la Peninsula Ibérica (GONZALEZ et al., 2002). En las
poblaciones actuales su frecuencia no es muy elevada (2%) y su
representacion es ligeramente mayor en la Europa septentrional y
occidental, presentando una antigiedad de 24,7 kya (RICHARDS e al.,
2000). En las muestras prehistoricas recopiladas de la bibliografia, este
haplogrupo solo se ha encontrado en la poblaciéon neolitica de Catalufia
(~9%), con una frecuencia superior a la encontrada en la poblacion

europea actual.

V7.3.3.2. Andlisis de la variabilidad de los haplogrupos mitocondriales en las
poblaciones prebistiricas y actuales.

Las poblaciones prehistoricas y actuales analizadas en este estudio, se han
comparado con otras poblaciones actuales y prehistéricas, de la
Peninsula Ibérica, Europa y el Préoximo Oriente recopiladas de la

bibliografia (Tabla V.3.10).

Los grupos de cazadores-recolectores considerados en este analisis, estan
representados por la muestra denominada CR_CANTABRICO, donde se
han incluido las muestras procedentes de los yacimientos de La Pasiega,
La Chora, Erralla y Aizpea. Asimismo se han incluido otras dos muestras
tomadas de la bibliografia: la muestra denominada CR_CE procedente de
Europa central y la muestra denominada CR_SCA, procedente de

Escandinavia (Tabla V.3.10a).
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El periodo Neolitico esta representado, por un lado, por las dos
poblaciones neoliticas navarras analizadas en el presente estudio, Los
Cascajos y Paternanbidea, denominadas NEO_CAS y NEO_PAT
respectivamente y, por otro lado, por dos muestras tomadas de la
literatura: la poblacién neolitica del yacimiento catalan “Cami de Can
Gran” (Granollers, Catalufia), denominada NEO_CAT y la muestra de los
primeros agricultores procedentes de yacimientos del centro y norte de

Europa, denominada NEO_CE (Tabla V.3.10a).

También existen estudios de yacimientos neoliticos de la Peninsula
Ibérica, muy importantes dada su antigiiedad y localizacién, como es el
caso del yacimiento de “Mas d’en Boixos” (Pacs, Alt Penedes) (GARCIA
SIVOLI e al, 2004), los de la gruta de Caldeirao (Portugal), de “Sant Pan”
(Barcelona) y de la Cueva de Nerja (Malaga) (FERNANDEZ, 2005), entre
otros. Sin embargo, no se han incluido en el andlisis, ya que no se
dispone de informacién publicada sobre las frecuencias de los

haplogrupos mitocondriales.

El periodo Calcolitico esta representado por tres poblaciones
prehistéricas del Pais Vasco: Longar, SJaPL y Pico Ramos. Asimismo, se
ha incluido la poblacién histérica de Aldaieta. Todas ellas localizadas en
la misma regién geografica que las muestras del presente estudio, con el
fin de poder interpretar la variabilidad genético-temporal de la region del

Pais Vasco y Navarra (Tabla V.3.10a).
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El periodo actual estd representado por diversas poblaciones europeas y
del Préoximo Oriente (Tabla V.3.10b). En los analisis estadisticos, estas
poblaciones actuales, se agrupan en seis categorias diferentes, de la
region geografica de la que pertenecen: 1) vascos, 2) Peninsula Ibérica, 3)
Europa mediterranea, 4) Europa central, 5) noreste de Europa y 0)

Proximo Oriente.

Se han realizado dos analisis estadisticos de diferenciaciéon poblacional (e/
Test estadistico FsT (Tabla V.3.11) y el Test exacto de diferenciacion poblacional,
(Tabla V.3.12), mediante el programa Arlkquin 3.11, con el fin de valorar
si existen diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones
comparadas. Los resultados de estos dos analisis estadisticos son
practicamente similares. Las comparaciones realizadas indican los
mismos valores de significacion. A partir de estos analisis podemos ir

desgranando las relaciones entre las poblaciones comparadas.

Tabla V.3.10. Poblaciones actuales y prehistoricas recopiladas de la bibliografia. Se
indican los agrupamientos realizados en funcién de la zona de Europa de la que
proceden, asi como las poblaciones que se incluyen en cada agrupamiento, el tamafio
muestral analizado y las referencias bibliograficas.

a) Poblaciones prehistoricas

Abrev. Poblaciones Cronologia Nt REF BIBLIO
NEO_CAT Catalufia (Granollers) 5.500 BP 11 SAMPIETRO ¢t al., 2007
NEO_CE Europa central y este 7.500 BP 24 HAAK e7 al., 2005
CR_SCA Escandinavia 6.000 BP 19 MALMASTROM et al., 2009
CR_CE Europa central y este 11.000 BP 22 BRAMANTI e7 al., 2009
SJaPL* Laguardia, Alava 5.000 BP 61 IZAGIRRE y DE LA RUA, 1999
Longar Navarra 4.500 BP 27 IZAGIRRE y DE LA RUA, 1999
Pico Ramos Vizcaya 4.500 BP 24 IZAGIRRE y DE LA RUA, 1999
Aldaicta Alava VLVILAD 63 ALZUALDE ezt (;Zé% 2005, 2000,

* San Juan ante Portam Latinam
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b) Poblaciones actuales

Abrev. Poblaciones hY Nt REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
SE Bulgaria 141533 o spnin eral, 1996 RicHARDS et al, 2000
Rumania 92
ME Grecia T BELLEDI ¢/ al, 2000; RICHARDS ¢ al., 2000
Albania 42
Italia 49
MC Roma 48 214 FRANCALACCI ¢# al., 1996; TORRONI ¢7 a., 1998; D1
Sicilia 2 RIENZO y WILSON 1999; RICHARDS e# a/, 2000
Cerdena 115
Guipuzcoa 214
Vizcaya 112 BERTRANPETIT ¢# al., 1995; CORTE-REAL ¢# a/., 1996;
Vascos Alava 51 407 ALVAREZ ¢ al., 2007; RICHARDS ¢ al.,, 2000; GARCIA
Muestra general 5 et al., 2010
del Pais Vasco
. Galicia 185
Corms.a Asturias 82 37 SALAS ¢t al., 1998; ALVAREZ e{ al.,2007; MACA-
Cantabrica ) MEYER ¢/ al., 2003; GARCIA ef al., 2010
Cantabtia 105
Alpes Suiza 0o PULT et al,, 1994; RICHARDS ¢/ al., 1996
Alemania Sur 49
Australia 99
Polonia 238
NC Checoslovaquia 83 332 POETSECH ef al., 2003; RICHARDS e# al., 1996, 2000
Alemania 474
Dianmarca 38
Suiza 32
SCA Noruega 231 478 RICHARDS ¢f al., 1996, 2000; OPDAL e# al, 1998
Irlanda 215
Francia 71
HELGASON ¢ al., 2001; PIERCY ¢ al., 1993;
NW Inglaterra - 2ol RICHARDS ¢f a2, 1996, 2000
Escocia 190
Irlanda oeste 101
Rusia 462
NE Finlandia 163 544 MALYARCHUCK ¢t al., 2002, 2003; SAJANTILA ¢/ al.
- 1995, 1996; RICHARDS e7 a/. 1996, 2000
Estonia 149
Checos 106
Andalucia 114
- Castilla-Leon 99 - GONZALEZ et al, 2003; LARRUGA ef al, 2001;
Portugal 353 CORTE-REAL et al., 1996; PLAZA ef al., 2003
Cataluna 61
N Cducaso Norte del Caucaso 208 MACAULAY ¢# al., 1999; RICHARDS ¢# al., 2000
Iraq 116 RICHARDS ef al., 2000
Siria 69 RICHARDS ¢ al., 2000
Palestina 117 D1RIENZO y WILSON, 1991; RICHARDS ¢7 a/., 2000
Turquia 218 CALAFELL ¢/ al., 1996; COMAS e/ al., 1996; RICHARDS
et al., 2000
Kurdekistan 53 RICHARDS ¢7 /., 2000
Armenia 191 RICHARDS ¢7 /., 2000
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Los tres grupos de cazadores-recolectores no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre si; sin embargo, los cazadores-
recolectores de Escandinavia (CR_SCA) y de Europa central (CR_CE),
presentan diferencias estadisticamente significativas con el resto de las
poblaciones, tanto actuales, neoliticas, como calcoliticas. Los cazadores-
recolectores parecen presentar un sustrato genético comun entre ellos,

pero diferente al resto de las poblaciones.

Aunque, los cazadores-recolectores del norte de la Peninsula Ibérica
(CR_CANT), no presentan diferencias estadisticamente significativas con
el resto de las poblaciones comparadas, creemos que esto puede ser

debido a su pequeno tamafio muestral (n=4).

En el caso de las poblaciones neoliticas, tanto de la Peninsula Ibérica
(NEO_CAT, NEO_CAS y NEO_PAT), como de Europa central (NEO_CE),
observamos que no muestran el mismo grado de diferenciacién con
respecto al resto de las poblaciones. Las poblaciones neoliticas de la
Peninsula Ibérica (NEO_CAT, NEO_CAS y NEO_PAT) no muestran
diferencias estadisticamente significativas entre si, ni con las poblaciones
actuales comparadas (tanto europeas como del Proximo Oriente),

indicando que comparten un sustrato genético comun.

Sin embargo, la poblacién neolitica de Europa central (NEO_CE),
muestra diferencias estadisticamente significativas con las poblaciones

actuales tanto de Europa, como del Préximo Oriente, asi como con la
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poblacion neolitica de Los Cascajos y las poblaciones calcoliticas del Pais

Vasco (SJaPL y Longar).

Las tres poblaciones calcoliticas del Pais Vasco (SJaPL, Pico Ramos y
Longar), se comportan de una forma semejante. Todas ellas muestran
diferencias estadisticamente significativas con la poblaciéon del Pais
Vasco, asi como con las poblaciones de la Peninsula Ibérica, del

mediterraneo europeo y del Préximo Oriente.
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Tabla V.3.11. Resultados del Test Fsry y su desviacion estandar (ptde) (en color amarillo, P<0,0035) (REYNOLDS e al., 1983; SLATKIN ¢f al., 1995).

NEO_ [ NEO_ [NEO_[NEO_['g o T Pico [ T Pais -
CAT CE PAT | CAS Ramos 83T | Yasco
0,99099
+0,0030
0,0991 0,09009
+0,0286 10,0303
0,00000 | 0,00000 | 0,32432
NEO_CAT 40,0000 | +0,0000 | +0,0562
0,00000 | 0,00000 | 0,20721 | 0,12613
NEO_CE +0,0000 +0,0000 | £0,0385 | +0,0337
0,00000 0,00000 | 0,36937 | 0,53153 0,01802
NEO_PAT +0,0000 +0,0000 | £0,0533 | +£0,0459 | +0,0121
0,00000 0,00000 | 0,65766 | 0,23423 0,00000 0,60360
NEO_CAS | 10000 | +0,0000 | +£0,0430 | +0.0411 | +0,0000 | +0.0360
SJaPL 0,00000 | 0,00000 | 0,13514 | 0,27928 | 0,00000 | 0,17117 | 0,09009
40,0000 | +£0,0000 | +0,0455 | +0,0394 | +0,0000 | +0.0344 | +0,0303
Pico 0,00000 00000 0,29730 | 0,80180 0,08108 0,23423 | 0,13514 | 0,74775
Ramos 40,0000 | +£0,0000 | +0,0385 | +£0,0498 | +0,0370 | +0,0364 | £0,0203 | 0,0560
Longar 0,00000 | ,00000 | 0,14414 | 0,24324 | 0,03604 | 0,28820 | 0,05405 | 0,32432 | 0,62162
ong +0,0000 +0,0000 | £0,0242 | +0,0451 10,0148 | £0,0402 | £0,0201 | £0,0492 | £0,0438
Pais Vasco 0,00000 0,00000 | 0,06306 | 0,18018 0,00000 0,59459 | 0,23423 | 0,00000 | 0,04505 0,0901
+0,0000 +0,0000 | £0,0194 | +0,0383 | #0,0000 | +0,0433 | £0,0309 | £0,0000 | £0,0512 | £0,0091
PI 0,00000 | 0,00000 | 0,08108 | 0,27027 | 0,00000 | 0,64865 | 0,13514 | 0,00000 | 0,00901 | 0,0901 | 0,82883
40,0000 | +0,0000 | +0,0286 | +0,0429 | +0,0000 | +0,0425 | +0,0279 | £0,0000 | +0,0011 | +0,0091 | +0,0298

0,00000 | 0,00000 | 034234 | 0,78378 | 0,00000 | 0,58559 | 0,27928 | 0,00000 | 0,27928 | 0,05405 | 0,00000 | 0,00000
£0,0000 | +£0,0000 | +0,0504 | £0,0592 | +£0,0000 | *0,0512 | +0,0316 | £0,0000 | £0,0252 | +0,0242 | +0,0000 | +0,0000

0,00000 | 0,00000 | 021622 | 0,04505 | 0,06306 | 0,13514 | 0,00000 | 0,04505 | 0,25225 | 0,20721 | 0,00000 | 0,00000 0,00000

+0,0000 | +£0,0000 | +0,0454 | £0,0152 | +0,0273 | *0,0339 | +0,0000 | 0,0244+ | £0,0503 | +0,0430 | +0,0000 | +0,0000 40,0000

0,00000 | 0,00000 | 024324 | 0,36937 | 0,01802 | 0,25225 | 0,04505 | 0,21622 | 0,71171 | 05757 | 0,00000 | 0,00000 0,00000 0,00000

£0,0000 | +£0,0000 | +0,0526 | £0,0438 | +0,0121 | +0,0424 | +0,0152 | £0,0364 | £0,0395 | +0,0408 | +0,0000 | +0,0000 40,0000 40,0000

0,00000 | 0,00000 | 0,53153 | 0,72072 | 0,00000 | 0,20721 | 0,07207 | 0,00000 | 0,07207 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 0,0000 0,00000 | 0,00000
40,0000 | +£0,0000 | +0,0286 | £0,0508 | +0,0000 | *0,0526 | +0,0227 | £0,0000 | +0,0182 | +0,0000 | +0,0000 | +0,0000 40,0000 +0,0000 | +0,0000
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Tabla V.3.12. Resultados del Test exacto de diferenciacién poblacional y su desviacién estandar (prde) (RAYMOND y ROUSSET, 1995) (en color amarillo, P<0,0035).

NEO_ | NEO_ | NEO_ | NEO_ Pico Pais

0,93512
+0,0022
0,19789 | 0,10096
40,0094 | +0,0027

0,00011 | 0,00012 | 0,38583
NEO_CAT +0,0001 | £0,0001 | £0,0075
0,00000 | 0,00000 | 0,33546 | 0,14852
NEO_CE | ., 1000 | +0,0000 | +0,0063 | +0,0057
0,00002 | 0,00008 | 0,54119 | 068141 | 0,12457
NEO_PAT | ) 5000 | +0,0001 | +0,0041 | +0,0045 | +0,0050
0,00001 | 0,00000 | 0,64594 | 0,04239 | 0,00070 | 0,31359
NEO_CAS | 1 1000 | +0,0000 | +0,0049 | +0,0012 | +0,0004 | +0,0051
SJaPL 0,00001 | 0,00000 | 0,04256 | 0,01632 | 0,00000 | 0,00634 | 0,00178
£0,0001 | £0,0001 | £0,0026 | +0,0019 | +0,0000 | £0,0009 | +0,0003
Pico 0,00001 | 0,00000 | 0,09338 | 048937 | 00912 | 005274 | 001015 | 0,52104
Ramos 40,0002 | £0,0002 | £0,0026 | +0,0067 | +0,0040 | £0,0026 | +0,0004 | £0,0052
Longar 0,00001 | 0,00000 | 0,06492 | 0,037977 | 0,002741 | 0,04261 | 0,00316 | 0,09674 | 0,33161
8 +0,0003 | £0,0003 | £0,0017 | +0,0039 | +0,0020 | +£0,0035 | +0,0004 | £0,0029 | +0,0046
Pais Vasco | 00000 [ 0,00000 | 0,16854 | 0,01297 [ 0,00000 | 0,02960 | 0,10729 | 0,00000 [ 0,00013 | 0,00004
+0,0000 | +0,0000 | £0,0098 | +0,0016 | +0,0000 | +0,0040 | +0,0054 | +0,0000 | +0,001 | +0,0002
PI 0,00000 | 0,00000 | 0,20209 | 0,06078 | 0,00000 | 0,05583 | 0,15944 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,54528
£0,0000 | £0,0000 | £0,0091 | +0,0026 | +0,0000 | +0,0058 | +0,0077 | £0,0000 | +0,0000 | +0,0000 | +0,0144

0,00000 | 0,00000 | 0,39864 | 0,36325 | 0,00000 | 0,40842 | 025149 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
£0,0000 | +0,0000 | £0,0084 | +0,0116 | +0,0000 | £0,0070 | +0,0119 | £0,0000 | +0,0000 | +£0,0000 | +0,0000 | %0,0000
0,00000 | 0,00000 | 0,15162 | 0,02598 | 0,00236 | 0,02634 | 0,00076 | 0,02708 | 04026 | 0,06949 | 0,00000 | 0,00000 0,00000
£0,0000 | £0,0000 | £0,0073 | +0,0025 | +0,0006 | +0,0028 | +0,0005 | +0,0051 | +0,0117 | £0,0064 | +0,0000 | %0,0000 +0,0000
0,00000 | 0,00000 | 0,26390 | 0,11963 | 0,00025 | 0,06293 | 0,02192 | 0,11989 | 0,78616 | 0,79515 | 0,00000 | 0,00000 0,00000 0,00000
£0,0000 | £0,0000 | £0,0099 | +0,0055 | +0,0001 | +0,0042 | +0,0035 | +0,0128 | 0,094 | +0,0075 | +0,0000 | %0,0000 +0,0000 40,0000
0,00000 | 0,000000 | 0,62201 | 0,23236 | 0,00000 | 0,21776 | 0,09962 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
40,0000 | £0,0000 | £0,0069 | +0,0075 | +0,0000 | +0,0081 | +0,0053 | £0,0000 | +0,0000 | +0,0000 | +0,0000 | %0,0000 40,0000 40,0000 40,0000
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Las muestras actuales del Pais Vasco, no presentan diferencias
estadisticamente significativas entre si, ni con las poblaciones de la
Peninsula Ibérica; sin embargo, presentan diferencias significativas con

las poblaciones tanto de Europa, como del Proximo Oriente.

Las poblaciones actuales localizadas en el Proximo Oriente, presentan
diferencias estadisticamente significativas con todas las poblaciones
actuales de Europa, indicando una diferenciaciéon a nivel genético entre

estas dos localizaciones geograficas.

Del analisis de diferenciacién poblacional (Tabla V.3.11 y V.3.12),
podemos destacar por un lado, la diferenciacién genética existente de los
cazadores-recolectores respecto al resto (neoliticas, calcoliticas y
actuales). Y por otro lado, las poblaciones neoliticas de la Peninsula
Ibérica (NEO_CAT, NEO_CAS, NEO_PAT), a diferencia de las neoliticas de
Europa central (NEO_CE), no muestran diferencias significativas con las

poblaciones actuales comparadas (Europa y el Préximo Oriente).

Se han realizado diversos analisis multivariantes, basados en la
distribucién de las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales en las
poblaciones comparadas. Dos analisis de PCA (Figura V.3.2 y V.3.3) y
un analisis de MDS (Figura V.3.4), con el fin de poder representar las

diferencias y similitudes genéticas de las poblaciones comparadas.

En el caso de los datos obtenidos de los yacimientos de Los Cascajos y

de Paternanbidea, al no mostrar diferencias estadisticamente
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significativas y tratandose de yacimientos de igual cronologia vy
localizacion, se han reunido en un solo grupo (NEO_CAS_PAT), a fin de

dar una mayor robustez a los resultados.

En primer lugar se ha realizado un PCA (Figura V.3.2), teniendo en
cuenta la distribucién de los linajes mitocondriales de una antigiedad
superior a los 10.000 afos (pre-neoliticos), presentes en todos los grupos
poblacionales comparados, con el fin de poder estimar la distribucion de

estas poblaciones en base a la variabilidad mitocondrial pre-neolitica.

En la Figura V.3.2, podemos observar los resultados de este primer
analisis de componentes principales, que presenta una varianza total del
67%. La representacion de las poblaciones respecto al primer eje, con
una varianza del 47%, muestra en un extremo a las poblaciones europeas
actuales y en el extremo opuesto a un grupo de poblaciones actuales del
Proximo Oriente (Iraq, Siria, Armenia, Palestina y Kurdikistan),
quedando distribuidas el resto de las poblaciones comparadas entre estas

dos posiciones extremas.

La representacion de las poblaciones respecto al primer eje, se explica
por la distribuciéon de la frecuencia de aquellos haplogrupos con una
mayor correlaciéon para dicho eje, en concreto los haplogrupos H (-
0,755), V (0,653) e I (0,646) (Figura V.3.2b). Las poblaciones europeas
actuales estan representadas en uno de los extremos del primer eje,
debido a que presentan frecuencias mas altas para los haplogrupos (60-
55%), V (8-4%) e I (9-4%). Asimismo, debido a una menor frecuencia de

estos haplogrupos en las poblaciones actuales del Proximo Oriente (33-
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27% para el H, 3-1% para el V y 0% para el I), éstos se sitian en el

extremo Opuesto.

Las poblaciones neoliticas muestran un comportamiento heterogéneo
para el primer eje, debido a que no presentan la misma distribucién para

los haplogrupos pre-neoliticos con una mayor correlacion para dicho eje.

La poblacién neolitica NEO_CAS_PAT, presenta una distribuciéon de los
haplogrupos con mayor correlacion para el primer eje (H, V e I), similar
al de las poblaciones actuales de Europa (frecuencias altas). Sin embargo,

NEO_CE y NEO_CAT, presentan frecuencias mas bajas para estos linajes.

En un extremo del segundo eje, con una varianza total del 20% (Figura
V.3.2a), en un extremo se observan los cazadores-recolectores junto con
la poblacién de Turquia y el norte del Caucaso, diferenciandose del resto

de las poblaciones, tanto prehistéricas como actuales.

Esta distribucion tan polarizada viene determinada fundamentalmente,
por el haplogrupo U, que presenta una elevada correlacion con el
segundo eje (-0,949). Los cazadores-recolectores de Escandinavia
(CR_SCA) y de Europa central (CR_CE) presentan el valor mas elevado

para este haplogrupo.
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Figura V.3.2. Analisis de Componentes Principales de las poblaciones prehistéricas y
actuales, teniendo en cuenta los haplogrupos con un origen pre-neolitico. 2), Se ha
considerado la distribucién de las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales de las
poblaciones cazadoras-recolectoras (rosas), neoliticas (verde), europeas actuales (azul), del
Préximo Oriente y norte del Cducaso (naranja) b) Correlacion de los haplogrupos de ADNmt
con los ejes.

Abreviaturas de las poblaciones. Grupos cazadores-recolectores: escandinavos (CR_SCA),
del centro de Europa (CR_CE) y de la zona cantibrica (CR_CANTABRICO). Poblaciones
neoliticas: de Catalufia (NEO_CAT), del centro de Europa (NEO_CE) y de Los Cascajos y
Paternanbidea (NEO_CAS_PAT). Poblaciones actuales de Europa: del este del Mediterraneo
(MdE), Mediterraneo centro (MdC), Mediterraneo oeste (MdE), Noreste de Europa (NE),
centro-norte de Europa (NC), noroeste de Europa (NW), sudeste europeo (SE), Escandinavia
(SCA), Alpes (ALP), Peninsula Ibérica (PI), Pais Vasco (PAIS VASCO) y poblaciones de la
cornisa cantabrica (C. CANTABRICA)
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Finalmente, respecto a las poblaciones neoliticas (NEO_CAT, NEO_CE y
NEO_CAS_PAT), la variabilidad genética pre-neolitica presenta distintos
grados de similitud con las poblaciones europeas actuales, siendo la
poblacién neolitica de NEO_CAS_PAT, la que presenta un mayor grado de
similitud, que va disminuyendo en los grupos de NEO_CE. La poblacién
mas dispar de las tres es NEO_CAT, lo cual podria ser debido a que el

sustrato pre-neolitico conservado en estas poblaciones haya sido distinto.

El segundo analisis de componentes principales (Figura V.3.3), en el que
se han tenido en cuenta todos los haplogrupos mitocondriales,
independientemente de su antigiiedad, recoge un valor de la varianza
total del 59%. El primer eje de este segundo PCA, con una varianza del
41%, establece una diferenciacion entre las poblaciones actuales del
Proximo Oriente y las europeas. Asimismo, también se observa una
diferenciaciéon temporal entre los cazadores-recolectores y el resto de las
poblaciones prehistéricas incluidas en este analisis, neoliticas y
calcoliticas, situandose estas ultimas entre las poblaciones actuales del

Proximo Oriente y Europa.

El comportamiento de las poblaciones neoliticas (NEO_CE, NEO_CAT,
NEO_CAS_PAT) es heterogéneo respecto al primer eje, tal como ya
apuntaban los resultados de los test estadisticos de diferenciacién
poblacional (Tabla V.3.11 y V.3.12). Las poblaciones neoliticas de la
Peninsula Ibérica (NEO_CAT y NEO_CAS_PAT), se situan mas proximas a
las poblaciones europeas actuales que los grupos neoliticos de Europa
central (NEO_CE), situandose estos ultimos proximos a la variabilidad

actual de las poblaciones del Préximo Oriente.
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Figura V.3.3. Analisis de Componentes Principales de las poblaciones prehistéricas y
actuales, a) considerando la distribucién de todos los haplogrupos del ADNmt. Poblaciones
cazadoras-recolectoras (rosas), neoliticas (verde), calcoliticas del Pais Vasco (morado), europeas
actuales (azul), del Préximo Oriente y norte del Cducaso (naranja) b) Correlacion de los
haplogrupos de ADNmt con los ejes principales del analisis.

Abreviaturas de las poblaciones. Grupos cazadores-recolectores: escandinavos (CR_SCA),
del centro de Europa (CR_CE) y de la zona cantibrica (CR_CANTABRICO). Poblaciones
neoliticas: de Catalufia (NEO_CAT), del centro de Europa (NEO_CE) y de Los Cascajos y
Paternanbidea  (NEO_CAS_PAT. Poblaciones calcoliticas: LONGAR, SJAPL y PICO
RAMOS. Poblaciones actuales de Europa: del este del Mediterraneo (MdE), Mediterraneo
centro (MdC), Noreste de Europa (NE), centro-norte de Europa (NC), noroeste de Europa
(NW), sudeste europeo (SE), Escandinavia (SCA), Alpes (ALP), Peninsula Ibérica (PI), Pais
Vasco (PAIS VASCO) y poblaciones de la cornisa cantabrica (C. CANTABRICA)
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Las poblaciones calcoliticas del Pafs Vasco (Longar, SJaPL y Pico
Ramos), se encuentran dentro del mismo rango de variabilidad que las

poblaciones del neolitico de la misma zona geografica (NEO_CAS_PAT).

El segundo eje del PCA, con una varianza del 18%, no se observa una
clara diferenciaciéon entre las poblaciones incluidas en el analisis. Sin
embargo, se muestra una diferenciacién entre las poblaciones neoliticas
la Peninsula Ibérica (NEO_CAS_PAT, NEO_CAT). La variabilidad de
NEO_CAT se engloba dentro de las poblaciones del este y centro del
mediterraneo (MdE y MdC), y las del sureste europeo (SE) y la poblacion
de NEO CAS_PAT, con las poblaciones calcoliticas del Pais Vasco y las

poblaciones actuales de la cornisa cantabrica.

Los haplogrupos que presentan una mayor correlacion con el primer eje,
y por lo tanto, son los que explican en mayor grado la variabilidad
recogida por el mismo, son los haplogrupos U (-0,667), N (-0,660), ]
(0,6663) e I (0,640), siendo muy proximos a estos el W (0,563) y TX
(0,529). La distribucion de las poblaciones en este eje viene determinada

por una diferente combinacion de las frecuencias de estos haplogrupos.

En el caso del haplogrupo U, las poblaciones actuales del Préximo
Oriente presentan un frecuencia entre el 27-21%, mientras que en las
europeas los valores disminuyen hasta el 18-10,5%. Asimismo, el
haplogrupo U presenta valores muy elevados en los cazadores-
recolectores (entre 80-50%), siendo éste uno de los motivos por los que
se sitian estas poblaciones en un extremo del primer eje. En los grupos

neoliticos la frecuencia del haplogrupo U es muy variable, 4% en
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NEO_CE, 9% en NEO_CAT y 21% en NEO_CAS_PAT, siendo los valores
de NEO_CAS_PAT similares a los obtenidos en las poblaciones calcoliticas

del Pais Vasco (SJaPL, Pico Ramos y Longar) (15-18%).

En relacion a los haplogrupo Iy J, no se observan unas diferencias tan
acusadas. El haplogrupo I presenta una frecuencia baja o nula en la
mayoria de las poblaciones incluidas en el analisis. Los valores mas
elevados corresponden a las poblaciones europeas actuales (4-1%),
estando ausente en las poblaciones cazadoras-recolectoras. En las
poblaciones neoliticas, los valores del haplogrupo I son variables, la
poblacién NEO_CE no presenta ningun individuo perteneciente a este
haplogrupo, mientras que la poblacién NEO_CAT presenta un valor del

9,1% y la poblacién de NEO_CAS_PAT de un 3,12%.

En las muestras prehistéricas los valores mas altos para el haplogrupo |
se encuentran en la poblacion NEO_CAT (18%), en las poblaciones
calcoliticas del Pais Vasco (SJAPL, Longar y Picos Ramos) (~16%) y la
poblacién NEO_CAS_PAT (6,25%). El aporte del haplogrupo J es mayor

en estas regiones, comparado con el grupo NEO_CE (4%).

El superhaplogrupo N viene representado principalmente por el
haplogrupo N1la, que muestra una elevada frecuencia en NEO_CE (25%)
y siendo inexistente en el resto de la poblaciones prehistoricas. En las
poblaciones europeas actuales presenta una frecuencia muy baja (0,2%),
siendo las poblaciones del Proximo Oriente las que muestran un valor

mayor (0,9%).
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En este primer eje se observa una disposicion heterogénea de los grupos
neoliticos incluidos en el analisis. Los grupos neoliticos de Europa
central (NEO_CE) se sitGan proximos a los cazadores-recolectores y los
del Proximo Oriente, debido principalmente a la baja frecuencia del
haplogrupo | (4%), ausencia del haplogrupo I y una elevada frecuencia
para Nla (25%). En el lado opuesto, se encontrarian las poblaciones
neoliticas de la Peninsula Ibérica (NEO_CAT y NEO_CAS_PAT) ya que

presentan fundamentalmente, valores mayores del los haplogrupos | e 1.

En cuanto a la representacion de la variabilidad observada en el segundo
eje, son los haplogrupos HV (0,718), H (-0,666) y proximos a éstos el V
(-0,54), los que presentan la correlacién mas alta. La poblacion actual del
Préoximo Oriente presenta los valores mas altos para el haplogrupo HV
(17,5-4%), siendo los valores de las poblaciones europeas mas bajos (6-

1%).

La distribucion del haplogrupo HV en las poblaciones prehistéricas sigue
un patron heterogéneo. En los cazadores-recolectores solo se encuentra
en CR_CE (4,5%) y en los neoliticos en la poblaciéon de Europa central
(8%). En los neoliticos analizados en este trabajo, NEO_CAS_PAT,
presenta una frecuencia del 5,5% y las poblaciones calcoliticas del Pais
Vasco (Longar, SJAPL y Pico Ramos), no han proporcionado ningun

individuo perteneciente a este haplogrupo.

La frecuencia del haplogrupo H alcanza los valores mas elevados en las
poblaciones europeas (45-50%), mientras que en las poblaciones del

Proximo Oriente este valor es mas bajo (~29%). En los cazadores
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recolectores, solo se encuentran representantes de este haplogrupo en
CR_CANTABRICO (25%, 1 de los cuatro individuos). Las poblaciones
neoliticas presentan unos valores para el haplogrupo H muy
heterogéneas: NEO_CE los valores mas bajos (16%), NEO_CAT un valor
intermedio (36,3%) y, por ultimo, la poblacién NEO_CAS_PAT, el valor
mas elevado (52%). El valor hallado en NEO_CAS_PAT es el mas proximo
al observado en las poblaciones calcoliticas del Pais Vasco (Longar,
SJAPL y Pico Ramos) (46-37%) y en las poblaciones actuales del Pais

Vasco y de la cornisa cantabrica (49-51%).

En cuanto al haplogrupo V, es inexistente en la mayorfa de las
poblaciones prehistéricas, a excepcion de NEO_CAT (4%) y CR_CE
(5,8%). La frecuencia del haplogrupo V presenta valores mas altos en las
poblaciones europeas actuales (12-4%), mientras que en el Préximo
Oriente unicamente aparece en Siria (2,3%), Turquia (1%) y Norte del

Caucaso (3,2%).

Este analisis de componentes principales, donde se han incluido todos
los haplogrupo obtenidos (Figura V.3.3), completa la informacién que se
mostraba en el anterior analisis, donde tunicamente se incluian los
haplogrupos con un origen pre-neolitico (Figura V.3.2). El resultado mas
claro es el hiato que se observa entre los cazadores-recolectores (CR_SCA,
CR_CE y CR-CANTABRICO) y las poblaciones actuales, mientras que las
poblaciones neoliticas (NEO_CAT, NEO_CE y NEO_CAS_PAT) y

calcoliticas (Longar, SJaPL y Pico Ramos), se sitian entre ambas.
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Los grupos neoliticos tienen un comportamiento heterogéneo, los
neoliticos de Europa central (NEO_CE) son los mas dispares, se
encuentran mas proximos a las poblaciones actuales del Proximo Oriente
que al resto de poblaciones neoliticas (NEO_CAT y NEO_CAS_PAT). La
raz6n de ello se debe en gran medida a la ausencia del haplogrupo 1, la
baja frecuencia del haplogrupo ] (4%) y la elevada frecuencia del Nla
(25%). La poblacioén neolitica catalana se aproxima a la variabilidad de las
poblaciones actuales de la zona del mediterraneo (MdE, MdC) y el sur
este de Europa. En cambio la poblaciéon neolitica de Los Cascajos y
Paternanbidea, se sitia entre los grupos de cazadores-recolectores del
cantabrico y las poblaciones actuales del norte de la Peninsula Ibérica

junto con las poblaciones calcoliticas de esta region.

Finalmente, se ha realizado un anilisis de escalamiento multidimensional
(MDS) (Figura V.3.4), en el cual se obtiene una representaciéon en dos
dimensiones de una matriz de distancias genéticas Fy, valores calculados
en funcién de la frecuencia de los haplogrupos mitocondriales. El
resultado de este analisis se muestra en la Figura V.3.4, con un RSQ de
0,98 y un estrés del 0,10. En este analisis se corroboran y se aclaran los

resultados obtenidos previamente con los analisis estadisticos y los dos

PCAs.

Se verifica la diferenciaciéon de los cazadores-recolectores (CR_SCA y
CR_CE) respecto al resto de las poblaciones comparadas. El
comportamiento diferente de los cazadores-recolectores del cantabrico
puede ser debido al pequefio tamafio muestral. Los neoliticos de centro
Europa se diferencian de los cazadores-recolectores y se sitian mas cerca

de las poblaciones actuales del Préoximo Oriente, ya que NEO_CE
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presenta similitudes en la frecuencia de los haplogrupos con las

poblaciones del Proximo Oriente (valores semejantes

haplogrupos V [~4%], HV [11-7%] e I [1-3%]).

para los

Figura V.3.4. Anilisis de Escalamiento Multidimensional (MDS) considerando las
distancias genéticas Fst calculadas a partir de la distribucién de las frecuencias de los haplogrupos
del ADNmt de las poblaciones de Calcolitico del Pais Vasco (morado), poblaciones del Neolitico

(verde), Norte del Caucaso y del Proximo Oriente (naranja) y las poblaciones europeas actuales
(azul)

Abreviaturas de las poblaciones. Grupos cazadores-recolectores: escandinavos (CR_SCA),
del centro de Europa (CR_CE) y de la zona cantibrica (CR_CANTABRICO). Poblaciones
neoliticas: de Catalufia (NEO_CAT), del centro de Europa (NEO_CE) y de Los Cascajos y
Paternanbidea (NEO_CAS_PAT. Poblaciones calcoliticas: LONGAR, SJAPL y PICO
RAMOS. Poblaciones actuales de Europa: del este del Mediterraneo (MdE), Mediterraneo
centro (MdC), Mediterraneo oeste (MdE), Noreste de Europa (NE), centro-norte de Europa
(NC), noroeste de Europa (NW), sudeste europeo (SE), Escandinavia (SCA), Alpes (ALP),
Peninsula Ibérica (PI) y poblaciones de la cornisa cantabrica en donde se incluye el Pais Vasco (C.
CANTABRICA)
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Asimismo, la poblacién de NEO_CE también se presenta distante con las
poblaciones actuales de la misma region. Sin embargo, las poblaciones
neoliticas de la Peninsula Ibérica, se situan entre la variabilidad de las

poblaciones europeas actuales y las del Préximo Oriente, de un modo
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similar al comportamiento de las poblaciones calcoliticas del Pais Vasco

(Longar, SJaPL y Pico Ramos).

V.3.4. DiscUSION

En el presente estudio se ha llevado a cabo la caracterizacién genética de
los individuos recuperados en nueve yacimientos arqueolégicos del norte
de la Peninsula Ibérica (Navarra, Pafs Vasco y Cantabria). La cronologia
de estos yacimientos abarca desde el periodo Magdaleniense hasta la

Edad del Bronce.

De los 42 individuos analizados, se han obtenido un total de 22
haplotipos  mitocondriales  diferentes, siendo estos resultados
excepcionales y muy utiles, ya que permiten conocer la transicion
acontecida en la franja cantdbrica de la Peninsula Ibérica, desde una
economia cazadora-recolectora a una economia productora, asociada al
Neolitico. La interpretacion de estos datos se realiza a la luz de las
hipétesis planteadas hasta el momento sobre el origen de la variabilidad
genética actual y sobre la influencia de la neolitizacion en las poblaciones

cazadoras-recolectoras (ver apartado V.3.1).

Los resultados del ADNmt nos indican la existencia de una elevada
variabilidad genética tanto en las poblaciones neoliticas como en los
grupos de cazadores-recolectores analizados en este estudio. Si
observamos los haplotipos mitocondriales existentes durante este rango
de tiempo (desde el periodo Magdaleniense hasta la actualidad), podemos

apreciar la presencia de los mismos haplotipos tanto en individuos de la
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época Magdaleniense, como en las poblaciones neoliticas y en la

poblacién actual, aunque con una distribucién de frecuencias diferente.

La variabilidad haplotipica resultante de los yacimientos estudiados, nos
ha proporcionado dos haplotipos mitocondriales tnicos, denominados
ht12 y htl5 (Tabla V.2.2 y V.2.3), que solo se han encontrado en sendos
individuos recuperados del yacimiento de Los Cascajos. En el resto de
las poblaciones prehistoricas y actuales publicadas en la bibliografia, no
se han encontrado estas secuencias haplotipicas. Este hecho puede
deberse a que estos haplotipos, que se encontraban en poblaciones
neoliticas del norte de la Peninsula Ibérica, se han extinguido a lo largo
de las sucesivas generaciones debido a diversos fenémenos demograficos

(cuello de botella, deriva génica, ausencia de descendientes femeninos).

Los grupos de cazadores-recolectores analizados en este estudio (La
Pasiega, La Chora, Aizpea vy Erralla), presentan haplotipos
mitocondriales que se encuentran dentro de la variabilidad de la
poblacién actual europea, aunque con diferentes frecuencias. Mientras
que algunos haplotipos han mantenido o aumentado su frecuencia desde
su origen hasta la actualidad (haplogrupo H), otros han disminuido
(haplogrupo U, I e HV), sea por efecto del flujo génico, deriva genética u
otro fenémeno demografico. En las poblaciones neoliticas analizadas en
el presente estudio, también se observa una gran variabilidad de
haplotipos mitocondriales. Todos los haplotipos hallados en las
poblaciones neoliticas han persistido hasta la actualidad (excepto el htl12
y htl5), aunque no en todos los casos coincide la distribuciéon de sus

frecuencias en ambos periodos.
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Tal como se observa en las Tablas V.3.2 y V.3.3, toda la variabilidad de
haplotipos mitocondriales resultante se puede clasificar en seis
haplogrupos: H, 1, J, K, U y HV, los cuales se encuentran entre los
haplogrupos mitocondriales mas frecuentes de Europa. Los haplogrupos
mitocondriales presentes en Europa fueron introducidos tras la primera
colonizaciéon de Europa por los HSAM hace ~45-40 kya, asi como en
posteriores colonizaciones ocurridas a lo largo del Paleolitico, el
Neolitico y en contactos mas recientes (TORRONI e7 al., 1998; RICHARDS

et al., 2000).

La mayoria de los haplogrupos estan ampliamente distribuidos entre las
poblaciones euroasiaticas, tal es el caso de los haplogrupos H, I, ], K, T'y
W. El haplogrupo X, es un haplogrupo compartido tanto por europeos,
como por amerindios. El haplogrupo U5 y V presentan un origen 7 situ
en Europa. El superhaplogrupo asiatico M, tan sélo tiene unos pocos
representantes en Europa, al igual que los haplogrupos africanos L1 y 1.2

(TORRONI ¢t al., 1998).

Entre los haplogrupos mitocondriales europeos, el haplogrupo H
muestra dos caracterfsticas unicas: una distribucién geografica extensa y
una alta frecuencia en la mayor parte de su area de distribucién. Es, sin
duda alguna, el haplogrupo mas frecuente en las poblaciones europeas
actuales (exceptuando a los Saami), y también es comun en el Norte de
Africa, Oriente Medio, Norte de la India y en Asia Central, lugares

donde presenta frecuencias entre el 5-10% (RICHARDS ez al., 2002).
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Se ha propuesto que el haplogrupo H se originé en el Préximo Oriente
hace 17,5 kya (SOARES e al, 2010), extendiéndose por Europa
posiblemente asociado a la difusiéon de la tecnologfa gravetiense durante
el Paleolitico y, asimismo, estuvo implicado en las expansiones ocurridas
desde los refugios glaciales tras el LGM (TORRONI e¢f a/., 1998; RICHARDS
et al., 2000; SOARES ¢ al., 2010).

ACHILLI ¢t al, (2004) muestran la diseccion del haplogrupo H, en al
menos 15 subhaplogrupos (H1-H15) definidos mediante mutaciones
caracteristicas existentes tanto en la regién control, como en la region
codificante. Los dos subhaplogrupos que presentan las frecuencias mas

elevadas son el H1 y el H3.

El subhaplogrupo H1 engloba una gran proporcion de la variabilidad del
haplogrupo H en la parte occidental de su distribuciéon y muestra picos
de mayor frecuencia en la poblacién vasca (27,8%), Marruecos (19,2%) y
Cerdefia (17,9%). Comparado con HI, el subhaplogrupo H3 representa
una fraccion menor del haplogrupo H. Sin embargo, tiene sus
frecuencias mas altas en la Peninsula Ibérica (ENNAFAA ez al, 2009),
presentando la poblacion vasca una frecuencia del 13,9% y los gallegos
del 8,3%. Se observa por tanto, una coincidencia entre las areas
geograficas que presentan las frecuencias mas altas tanto para el

haplogrupo H1, como para el H3 (ACHILLI ¢/ al., 2004).

La edad de coalescencia del haplogrupo H es de 17, 5 kya y las edades de
coalescencia para el H1 y el H3, son algo menores, 11,1 y 11,5 kya

respectivamente (SOARES ef al, 2010). Estas edades de coalescencia se
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solapan con la del haplogrupo V (11,2+27 kya), por lo que se ha
propuesto un origen conjunto para H1, H3 y V, con una edad de

coalescencia de 11,31+0,9 kya.

Aunque la distribucién del haplogrupo H es uniforme practicamente en
toda Europa, los subhaplogrupos H1 y H3 muestran un gradiente casi
idéntico, muy acusado y no homogéneo, es decir, un pico central en el
suroeste de Europa (Norte de la Peninsula Ibérica y Sudoeste de Francia)
y unas frecuencias que van disminuyendo desde este nucleo central hacia

el nordeste y sudeste (ACHILLI e7 al., 2004).

Este planteamiento ha sido cuestionado en un reciente articulo (GARCIA
et al., 2010), en el que al analizar la frecuencias de estos haplogrupos en la
cornisa cantabrica, se observa una tendencia clinal mas longitudinal que
latitudinal para estos haplogrupos, siendo los valores de diversidad mas
elevados en la zona mediterranea, donde se han incluido Catalufa y el

sureste de Francia.

En el presente estudio se ha obtenido una elevada frecuencia de los
haplotipos pertenecientes al haplogrupo H (45%). De los nueve
yacimientos analizados, el haplogrupo H esta presente en individuos
recuperados de los yacimientos de La Pasiega, Fuente Hoz, Urtiaga, Los
Cascajos y Paternanbidea; mostrandose evidencias de que este
haplogrupo ha subsistido en esta region, desde el periodo Magdaleniense
hasta la actualidad. La frecuencia de este haplogrupo en los yacimientos
analizados (45%), es similar a la que se observa actualmente en la

poblacién europea y vasca.
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También cabe destacar la presencia de individuos pertenecientes al
subhaplogrupo H3, que esta representado de forma exclusiva en dos
individuos del yacimiento neolitico de Paternanbidea. Este haplogrupo
estaba presente en el norte de la Peninsula Ibérica al menos desde el
Neolitico, lo cual es compatible con la edad de coalescencia estimada

para este subclado del H (11,5 kya, SOARES ¢ al., 2010).

El haplogrupo V fue propuesto como un marcador de la recolonizacién
post-glacial desde el refugio franco-cantibrico hacia el norte de Europa
(TORRONI ¢t al, 1998), dada la elevada frecuencia y diversidad
encontrada en una muestra de vascos (20%) y otra de catalanes actuales
(24%). Estos datos pueden haber estado influidos por un error de
muestreo, ya que en posteriores estudios, con muestras de mayor
tamafo, disminuyé su frecuencia en los vascos a un ~10-12%
(TORRONI e al, 2001 y LARRUGA et al, 2001) y a un ~5,5-4%

(ALFONSO-SANCHEZ et al., 2008 y datos no publicados respectivamente).

La hipétesis propuesta por TORRONI ez al., (1998) fue rebatida con datos
de ADNa por IZAGIRRE y DE LA RUA (1999), ya que no encontraron
ningun individuo perteneciente al haplogrupo V en un centenar de
muestras calcoliticas del Pais Vasco y sefalaron una heterogeneidad en
las frecuencias del haplogrupo V en las distintas muestras de vascos
actuales. En IZAGIRRE y DE LA RUA (1999), se conclufa que la mutacién
que define el haplogrupo V pudo aparecer en refugios glaciares de la
cornisa cantabrica, en un momento en el que el tamafio efectivo de la
poblacién era lo suficientemente pequefio como para permitir que la

deriva génica diferenciara los distintos grupos poblacionales de esta
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region, pudiendo ser ésta la razén de la heterogeneidad observada en las

muestras vascas actuales.

En un reciente estudio GARCIA ¢ al.,, (2010), analizaron la variabilidad del
ADNmt en el norte de la Peninsula Ibérica, obteniendo una frecuencia
para el haplogrupo V que muestra un pico central en Cantabria (19%),
que disminuye hacia el oeste de la franja cantabrica (5,6% en Asturias y
3,8% en Galicia), presentando en la poblacién vasca un rango entre 11,7-
5,9%. Los valores de diversidad obtenidos en la franja cantabrica para
este haplogrupo, son menores a los observados en el lado mediterraneo,

que incluye Catalufa y el sureste de Francia.

Por lo tanto, GARCIA ¢ al, (2010) proponen que la reexpansion post-
glacial desde los refugios de la cornisa cantabrica, siguié una tendencia
clinal longitudinal, en lugar de latitudinal, donde se considera también
como posible foco de origen, la region de Catalufia y el sureste de

Francia.

En el presente trabajo, en las 42 muestras prehistoricas analizadas, no se
ha encontrado ningun individuo perteneciente al haplogrupo V, mientras
que en la muestra de navarros actuales este haplogrupo alcanza una
frecuencia de 3% (valor semejante al que hemos obtenido en una
muestras de vascos actuales (4%; datos no publicados). Este haplogrupo,
tampoco se ha encontrado en los neoliticos catalanes, habiéndose

descrito, unicamente en los neoliticos de Europa central (4%).
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La interpretacién de estos datos de ADNa, en el contexto de las
hipétesis existentes sobre el origen y difusién del haplogrupo V en
Europa, parece indicar que la subestructuracién detectada en las
poblaciones actuales de la franja cantabrica y el noreste de la Peninsula
Ibérica, también pudo haber existido en el pasado, de forma que las
frecuencias de este haplogrupo pudieran presentar grandes variaciones

en el area mencionada, debido a la deriva genética.

La presencia de los haplotipos pertenecientes al haplogrupo U en las
poblaciones analizadas, merece una mencién especial, ya que éste es uno
de los haplogrupos mas antiguos existentes en Europa. Su origen se
asocia a la aparicion y expansion en Europa de los HSAM, estimandose
su edad en 45-50 kya (RICHARDS ¢# a/., 2000). Se subdivide en al menos 8
subhaplogrupos y éstos a su vez se clasifican en decenas de subclados.
Los subhaplogrupos del U menos frecuentes en la poblacién europea
actual son el Ul, U2, U3 y U7, sin embargo muestran frecuencias
elevadas en el Préoximo Oriente y el oeste de Asia (METSPALU e¢f al.,

2004).

La frecuencia obtenida para el haplogrupo U en las poblaciones
prehistéricas  analizadas (28%), es mayor a la que presentan las
poblaciones actuales europeas (17%) y del Pais Vasco (18,2-14,5%)

(RICHARDS ef al., 2000; ALFONSO-SANCHEZ et al., 2007).

El haplogrupo U, que es el segundo mas frecuente en las poblaciones
estudiadas en el presente trabajo (28%), esta presente en los yacimientos

de Erralla, Aizpea, Paternanbidea, Los Cascajos, Fuente Hoz y Urtiaga
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(Figura V.3.2 y V.3.3), lo que indica la pervivencia de este haplogrupo en
yacimientos de diferente cronologia, desde la época Magdaleniense hasta
la actualidad. La frecuencia del haplogrupo U en las muestras
prehistoricas esta mas proxima a la hallada en las poblaciones actuales del
Préximo Oriente (21,7%) (RICHARDS ef al., 2000). Sin embargo, hay que
tener en cuenta que en el Proximo Oriente los subhaplogrupos U1, U2,
U3 y U7 presentan frecuencias elevadas y sin embargo en las poblaciones
prehistoricas analizadas no se ha encontrado ningin individuo

perteneciente a estos subhaplogrupos del U.

Los grupos poblacionales de cazadores-recolectores  (CR_SCA,
CR_CANTABRICO y CR_CE) presentan elevadas frecuencias del
haplogrupo U5 (40%, 50% y 64%, respectivamente), frecuencia muy
superior a la encontrada en las poblaciones actuales de Europa (10,1%) y
Pais Vasco (12%). En los yacimientos neoliticos del Pais Vasco, el
haplogrupo U5 se ha encontrado en un individuo de Fuente Hoz y en
otro de Los Cascajos, estando sin embargo ausente en las poblaciones

neoliticas de Europa central y Catalufia.

La variaciéon en la frecuencia del haplogrupo U5 entre los diferentes
grupos de cazadores-recolectores, es coherente con la dispersion y el
tamafio poblacional de los grupos paleoliticos. La disminucién de la
frecuencia del haplogrupo U5 que muestran los grupos neoliticos
analizados hasta el momento, podria deberse al influjo genético de otros
grupos humanos durante el Neolitico. Por otro lado, la presencia de este

haplogrupo en poblaciones actuales, con una frecuencia de 10-25%,
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permite sugerir que parte de la variabilidad del poo/ génico actual procede

del Paleolitico, al menos para este subclado del U.

El haplogrupo U8 se divide entre otros, en el U8a, U8b y el haplogrupo
K, siendo la poblaciéon vasca actual la que presenta la filogenia mas
ancestral en Europa para el U8a, con una frecuencia del 1,1%. Por ello se
ha sugerido que este haplogrupo se habria originado en este area, durante

el Paleolitico Superior (GONZALEZ ¢t al., 2000).

En las muestras prehistéricas analizadas en el presenta estudio (42
individuos) no se ha encontrado ningin individuo perteneciente al
haplogrupo U8. Tampoco se ha encontrado ningin individuo
perteneciente a este haplogrupo en las muestras prehistoricas europeas
analizadas hasta el momento. Creemos que la ausencia de este
haplogrupo en las poblaciones antiguas, puede ser debida a un error de
muestreo, en el que influye la frecuencia de este haplogrupo en el pasado,

que pudo ser baja (al igual que en la actualidad).

El haplogrupo K presenta un origen mas reciente comparado con el
resto de subhaplogrupos del U, con una edad de coalescencia de hace
31,6 kya (SOARES ez al., 2010). Las poblaciones neoliticas de Los Cascajos
y Paternanbidea y la poblacién neolitica de Europa central presentan
frecuencias  similares para el haplogrupo K (14% y 16%,

respectivamente).

Sin embargo, en la poblacién neolitica de Catalufia no se ha encontrado

ningun individuo perteneciente al haplogrupo K. En cuanto a los
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cazadores-recolectores europeos (CR_CE, CR_SCA, CR_CANTABRICO), no
se ha encontrado ningun representante del haplogrupo K, a excepcion de

un individuo del yacimiento de La Chora analizado en este trabajo.

La frecuencia del haplogrupo K en las poblaciones calcoliticas vascas
analizadas por nuestro grupo de investigacion (Longar, SJaPL y Pico
Ramos) (23-16,7%), tiene valores elevados, semejantes a las poblaciones
neoliticas. Actualmente, la frecuencia de este haplogrupo presenta
valores mas bajos, tanto en las poblaciones europeas (8-5%) como del
Préximo Oriente (10-8%), habiéndose obtenido los valores mas bajos en
la poblacion vasca actual (4%) y en la muestra de navarros que hemos
analizado en el presente estudio (3%). Este serfa un caso de pervivencia
de los linajes pre-neoliticos hasta la actualidad, pero donde su frecuencia

ha disminuido a lo largo de las sucesivas generaciones.

El haplogrupo | ha sido propuesto como marcador de la expansion de
los agricultores neoliticos, debido a su distribucién en las poblaciones
euroasiaticas actuales y a su edad de coalescencia (7-6,6 kya) (RICHARDS
et al, 2000). La baja frecuencia hallada para el haplogrupo ] en una
muestra de vascos actuales (2,4%) (RICHARDS e/ al., 2000), apoy¢ la idea
de que la poblacién vasca habria sufrido un menor impacto de la
expansion de los agricultores neoliticos que otras poblaciones europeas
(BERTRANPETIT ¢ al, 1995; CAVALLI-SFORZA y MINCH, 1997,

GONZALEZ et al., 2003).

Sin embargo, datos recientes sobre una muestra de la poblacién vasca

actual, indican una frecuencia del 14,5% para el haplogrupo ] (ALFONSO-
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SANCHEZ et al., 2008). Este valor, a su vez, son muy semejante a los
hallados en las poblaciones calcoliticas e histérica vascas estudiadas por
nuestro grupo de investigacion (~16,7% y un 14% respectivamente)

(IZAGIRRE y DE LA RUA, 1999; ALZUALDE ef al., 2005, 2000).

Las muestras neoliticas de Los Cascajos y Paternanbidea presentan un
valor del 6,25% para el haplogrupo J, que es algo superior al que
muestran los neoliticos de centro Europa (4%) e inferior al hallado en

los neoliticos catalanes (18%).

Si aceptamos la propuesta realizada por RICHARDS e /., (2000), segun la
cual el haplogrupo | serfa un marcador de la difusién del neolitico, y
teniendo en cuenta las frecuencias del haplogrupo ] en las poblaciones
prehistoricas analizadas en este trabajo (Tabla V.3.3), podemos decir que
la influencia cultural neolitica observada en los yacimientos vascos ha ido
acompafiada de aporte genético, el cual también se observa en las demas
poblaciones neoliticas estudiadas hasta ahora. Por otro lado, la
heterogeneidad observada en la frecuencia del haplogrupo ] en las
diferentes poblaciones neoliticas analizadas, sugiere que el proceso de

neolitizacion fue diferente en las diferentes regiones geograficas.

El haplogrupo HV, se origin6 hace ~30 kya, y alcanza su valor maximo
en el Proximo Oriente (9,45%), presentando en Europa frecuencias mas
bajas (2,6%) (RICHARDS e al, 2000). El yacimiento neolitico de
Paternanbidea ha proporcionado un individuo perteneciente al

haplogrupo HV, siendo éste el unico caso que se ha encontrado en las
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muestras prehistoricas analizada en el presente estudio (3,12% en

NEO_CAS-PAT).

El haplogrupo I que tiene una antigiedad de ~24,7 kya (SOARES ¢7 al.,
2010), presenta muy bajas frecuencias en las poblaciones de Eurasia
occidental, con una representacion ligeramente mayor en el noroeste de
Europa. Al igual que en el caso del haplogrupo HV, solo se ha
encontrado un individuo perteneciente a este haplogrupo en la poblacién
de Paternanbidea (3,12% NEO_CAS_PAT). Si analizamos los datos
publicados en muestras prehistéricas, se observa una frecuencia elevada
en la poblaciéon neolitica de Catalufia (9%), estando ausente en los

neoliticos de Europa central.

La distribuciéon de los haplogrupos HV e I, es heterogénea en las
poblaciones prehistoéricas de Europa. En los cazadores-recolectores, sélo
se ha detectado el haplogrupo HV, que tiene una frecuencia del 4% en
NEO_CE. Los NEO_CAT solo presentan el haplogrupo I (9%) y los
NEO_CE el haplogrupo HV (3%), mientras que en NEO_CAS_PAT, tanto
el haplogrupo HV como el I presentan una frecuencia de 3,12%. ILa
heterogeneidad en la frecuencia de estos haplogrupos, puede ser el
reflejo de diferencias en la composicion genética de las poblaciones
neoliticas de Europa, debidas a la influencia diferencial de los grupos
neoliticos originarios del Proximo Oriente en las distintas regiones

geograficas de Europa.

Una consideracion aparte requiere el haplogrupo Nla, propuesto por

HAAK et al., (2005), como un posible marcador genético de los primeros
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agricultores neoliticos, que vivieron en el centro de Europa hace 7.500
afios. La frecuencia del haplogrupo N1a es elevada (25%) en las muestras
neoliticas de esta zona, 150 veces superior a la que presenta la poblacion
europea actual de la misma zona, 0,2%. Teniendo en cuenta la elevada
frecuencia del haplogrupo Nla en los primeros neoliticos y su posterior
dilucién, hasta llegar a valores muy bajos en la poblacion actual (0,2%),
se propuso que estos primeros agricultores neoliticos no habrian

contribuido al poo/ génico de los Europeos actuales (HAAK ez a/, 2005).

Sin embargo, recientemente el mismo grupo de investigacién incorpord
datos de cazadores-recolectores de esta misma region, y no encontraron
ningin representante del haplogrupo Nla, aunque si un valor muy
elevado del haplogrupo U, principalmente del U5 y U4 (BRAMANTI ¢/ al.,
2009). Estos datos fueron interpretados como prueba de la existencia de
una discontinuidad genética entre los cazadores-recolectores y los grupos
neoliticos. Esta discontinuidad podria ser el reflejo del influjo genético
de grupos neoliticos provenientes de otras regiones (BRAMANTI e# al.,
2009). En las muestras prehistoricas analizadas en el presente estudio, y
en los NEO_CAT (SAMPIETRO e/ al, 2007), el haplogrupo Nla esta
ausente, lo que podria indicar que de existir una influencia genética
proveniente de grupos neoliticos del Préoximo Oriente en estos
yacimientos de la Peninsula Ibérica, ésta no seria semejante a la de

Europa central

A la vista de estos resultados, podemos concluir que las muestras
prehistéricas analizadas en este trabajo, pertenecientes a distintas

cronologias, comparten los mismos haplotipos, que también estan
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presentes en la poblacién actual. En los yacimientos neoliticos se observa
la presencia de linajes mitocondriales cuyas edades de coalescencia se
sitdan tanto en el periodo Paleolitico como en el Neolitico. Estos datos
nos indican que los linajes mitocondriales se han mantenido en la regién
norte de la Peninsula Ibérica desde los grupos de cazadores-recolectores
hasta la actualidad. Ademas, si comparamos los datos obtenidos en la
muestra analizada con el resto de poblaciones prehistéricas de la
bibliografia, observamos, que las frecuencias de los haplogrupos de los
cazadores-recolectores son bastante homogéneas, principalmente dada

la elevada frecuencia del haplogrupo U en todos ellos.

Los yacimientos neoliticos de Fuente Hoz y Marizulo, asi como el
yacimiento de la Edad del Bronce de Uritaga, analizados en este estudio,
no se incluyen en los diferentes analisis estadisticos y multivariantes,
debido a su reducido tamafio muestral. Sin embargo, podemos senalar
que en estos yacimientos se han encontrado individuos pertenecientes a
los haplogrupos, U, U5, K y H (Tabla V.3.2 y V.3.3). Las edades de
coalescencia de estos haplogrupos se engloban en el periodo
preneolitico. Ademas, comparten haplotipos con otras poblaciones de la
misma regién geografica, tanto de cazadores-recolectores, neoliticos,
como actuales.

Por lo tanto, los individuos de los yacimientos de Fuente Hoz, Marizulo
y Urtiaga entran en el rango de variabilidad del ADNmt de otros grupos

neoliticos del Pais Vasco.

A partir de las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales obtenidos

en el presente estudio, se ha realizado una comparacién entre las
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poblaciones prehistoricas y actuales tanto de Europa como del Proximo
Oriente, mediante diferentes tests de diferenciacién poblacional (Tabla
V.3.11 y V.3.12). De este analisis, podemos destacar, que los grupos de
cazadores-recolectores  presentan  diferencias estadisticamente
significativas respecto a las poblaciones neoliticas y actuales, a excepcion
de los cazadores-recolectores de la zona cantabrica, lo que atribuimos al
pequefo tamafio muestral de estos dltimos. Asimismo, hemos observado
una diferenciaciéon estadisticamente significativa entre las poblaciones

actuales del Proximo Oriente y de Europa.

Las poblaciones neoliticas de la Peninsula Ibérica (NEO_CAT,
NEO_CAS_PAT) y de Europa central (NEO_CE), no muestran el mismo
grado de diferenciacién respecto a las poblaciones actuales comparadas
(Europa y el Proximo Oriente). Sélo NEO_CE muestra diferencias
estadisticamente significativas con las poblaciones actuales y con los
neoliticos de NEO_CAS. Estos resultados senalan la diferenciacidén

genética de los neoliticos de Europa central.

Con el fin de poder representar e interpretar la variabilidad del ADNmt
de las diferentes poblaciones, se han realizado diversos analisis
multivariantes.

El primero de ellos es un PCA (Figura V.3.2), donde solo se han
considerado las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales con una
edad de coalescencia anterior al periodo neolitico (HV, H, U, V, I, W, X,
K.
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El primer eje de este PCA, que tiene una varianza del 47%, muestra una
diferenciacién entre las poblaciones actuales europeas y algunas del
Proximo Oriente (Iraq, Siria, Armenia, Palestina y Kurdistan), quedando
el resto de las poblaciones comparadas distribuidas entre estos dos
grupos. Teniendo en cuenta los linajes que muestran una mayor
correlacion con este eje (H, V e I), se observa que las poblaciones de
Europa, respecto a las del Proximo Oriente, presentan altas frecuencias

para los haplogrupos H y V, y bajas del I (Figura V.3.2b).

Las poblaciones actuales europeas son las que muestran una mejor
representacion de la variabilidad incluida en este analisis, dada su
posicién en el extremo del primer eje. Dentro de las poblaciones
europeas, ninguna de ellas presenta una posicion diferenciada para el
primer eje. En el caso de las poblaciones actuales del Proximo Oriente,
se observan dos grupos, por un lado, las poblaciones de Turquia y del

Norte del Caucaso y por otro lado, el resto de poblaciones de esta area.

Las poblaciones neoliticas muestran un comportamiento heterogéneo en
el primer eje. La poblacion de NEO_CAS_PAT, entra dentro de la
variabilidad europea actual. En cambio, la variabilidad de las muestras de
NEO_CAT y NEO_CE, se encuentra mal explicada por este eje, sobre todo
la muestra NEO__CAT.

En el segundo eje, que tiene una varianza total del 20% (Figura V.3.2), se
observa la diferenciacion de los cazadores-recolectores del resto de las
poblaciones, tanto prehistéricas como actuales (a excepcion de Turquia y
el norte del Caucaso). Esta distribucién viene explicada

fundamentalmente por el haplogrupo U, que presenta un valor de
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correlacion muy elevado para este segundo eje (-0,939), lo que polariza la

distribuciéon de las poblaciones para este eje.

La variabilidad mitocondrial de los cazadores-recolectores para los linajes
de origen pre-neolitico (39 individuos), esta explicada fundamentalmente
por el segundo eje, debido a la elevada frecuencia del linaje U (50-90%).
Sin embargo, para el primer eje los cazadores-recolectores no presentan
una posiciéon diferenciada, ya que tienen una escasa representacion de los
linajes H (2,2%), V (0%) e I (0%). Esta posiciéon de los cazadores-
recolectores en el primer eje, que es el eje que explica la mayor
variabilidad (47%) de las poblaciones incluidas en el PCA, es coherente
con la escasa diversidad de linajes mitocondriales que presentan estos

grupos (0,667£0,0744 CrR-sCA; 0,5931+0,1162 CR_CE).

Hemos realizado un segundo andlisis de PCA, considerando la
variabilidad de todos los linajes mitocondriales (Figura V.3.3). Este
confirma algunas tendencias observadas en el anterior PCA y en los test

estadisticos de diferenciacién poblacional (Figura V.3.11 y V.3.12).

El primer eje, que explica una varianza total del 41% (Figura V.3.3),
muestra una dicotomia entre las poblaciones del Proximo Oriente y las
europeas actuales, que ya se observaba en el anterior PCA (Figura V.3.2),
pero en este caso hay una separaciéon clara del conjunto de las
poblaciones europeas y del Proximo Oriente (estas ultimas, en el anterior

PCA estaban en dos grupos).
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Este primer eje se explica por la correlacion de muchas variables, es decir
hay muchos linajes mitocondriales que tienen valores de correlacién
entre 0,6 y 0,7: [U (-0,667), N (-0,660), J (0,663) e I, (0,64)]. Cada grupo
de poblaciones, presenta una combinacion diferente de este conjunto de

linajes mitocondriales.

Hay que destacar que tras la incorporaciéon en el PCA de linajes mas
recientes, la variabilidad de las poblaciones actuales se homogeneiza.
Esta homogenizaciéon es mas evidente en las poblaciones del Proximo
Oriente, ya que todas ellas aparecen agrupadas (a diferencia del anterior
PCA). En cuanto a las poblaciones de la franja-cantabrica incluidas en
este analisis (Pafs Vasco y Cornisa cantabrica), observamos que se
engloban dentro de la variabilidad actual europea, sin una clara

diferenciacion entre ellas.

Si tenemos en cuenta unicamente la variabilidad de los grupos
poblacionales prehistoricos, el primer eje presenta una dicotomia entre
los grupos cazadores-recolectores y el resto de las poblaciones
prehistoricas, a excepcion de los neoliticos de Europa central. Esta
diferenciaciéon, es debida principalmente a la elevada frecuencia del
haplogrupo U en los grupos cazadores-recolectores y a la elevada
frecuencia del haplogrupo Nla en los grupos neoliticos de Europa
central.

El resto de poblaciones prehistoricas carecen del haplogrupo Nla y
aunque presentan una frecuencia alta del haplogrupo U, no alcanzan los
valores hallados en los grupos cazadores-recolectores (superiores al

50%).
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La principal diferencia entre el primer eje de este PCA, donde se tiene en
cuenta toda la variabilidad mitocondrial (Figura V.3.3), respecto al
anterior PCA, donde solo se habrian incluido los linajes con un origen
pre-neolitico (Figura V.3.2), es la separacién de los neoliticos de Europa

central respecto a los de la Peninsula Ibérica (NEO_CAT y NEO_CAS_PAT).

LLos NEO_CE tienen una elevada frecuencia del haplogrupo Nla (25%),
una baja frecuencia para el haplogrupo ] (4%) y ausencia del haplogrupo
I. En este segundo PCA los NEO_CE aparecen junto a las poblaciones
actuales del Proximo Oriente, por la presencia del linaje Nla, cuya
frecuencia es del 0,9% en el Préximo Oriente y de practicamente 0% en

el resto de las poblaciones.

En el segundo eje de este analisis (Figura V.3.3), con una varianza total
del 18%, los haplogrupos que presentan una mayor correlacion son el H
(-0,82), el HV (0,7), y en menor medida el V (-0,639). En este segundo
eje, resulta apreciable la diferenciacion de los NEO_CAT respecto a
NEO_CAS_PAT. Pudiendo ser éste el reflejo de las diferencias existentes
en la distribucién de las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales

en ambos grupos.

Las dos poblaciones neoliticas de la Peninsula Ibérica se diferencian
fundamentalmente por presentar NEO_CAT menor frecuencia del
haplogrupo H (36%), mayor frecuencia del haplogrupo ] (18%) vy
ausencia del haplogrupo U. Estos valores muestran que NEO_CAT

conserva una menor frecuencia de linajes pre-neoliticos, cuestion que ya
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se observaba en el primer PCA (en donde la variabilidad de la poblaciéon
NEO_CAT aparecia poco explicada por los linajes pre-neoliticos) (Figura
V.3.2). Por tanto, NEO_CAT y NEO_CAS_PAT se diferencian en la
composicion de los linajes tanto de origen pre-neolitico como post-

neolitico.

Si comparamos los dos PCA realizados (Figura V.3.2 y V.3.3), los grupos
cazadores-recolectores, se encuentran diferenciados del resto de las
poblaciones, lo que puede atribuirse principalmente a la importancia del
haplogrupo U en ambos PCAs. En cuanto a las poblaciones neoliticas, se
comportan de forma heterogénea, en ambos analisis. En la poblacién de
NEO_CE, los linajes Nla marcan su diferenciacién de otros grupos
neoliticos y establecen una posicién mas proxima a las poblaciones del
Proximo Oriente (Figura V.3.3). Estos resultados, parecen indicar que el
flujo genético asociado a la difusién de la agricultura, fue en Europa
central diferente al resto de poblaciones neoliticas europeas, pero sin
existir un reemplazamiento como indicaba BRAMANTI ez al (2009).
Cuando se analizan unicamente los linajes pre-neoliticos (Figura V.3.2),
NEO_CE esta mas proximo de NEO_CAS_PAT, ya que ambos grupos

presentan una frecuencia semejante de los linajes H, Ve L.

En la Peninsula Ibérica, tampoco fue homogénea la influencia genética
asociada a la difusiéon del neolitico. Cuando analizamos toda la
variabilidad mitocondrial, se observa que estos dos grupos neoliticos
(NEO_CAS-PAT y NEO_CAT), presentan una distribucién diferente de las
frecuencias de los haplogrupos mitocondriales, razén por la cual

aparecen distantes en el PCA.
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Los NEO_CAT presentan por un lado, una mayor similitud con las
poblaciones de la region mediterranea de Europa y por otro lado, tienen
mayor frecuencia del haplogrupo ] (18%) y ausencia de Nla. Los
neoliticos de NEO_CAS_PAT, tiene una mayor representacion de linajes
pre-neoliticos (H, V e I), moderada del haplogrupo J (6,25%) y ausencia
de N1la.

Por ultimo, se ha realizado un analisis de Multidimensional Scaling (MDS), a
partir de las distancias genéticas Fgp (Figura V.3.4). En el MDS se
mantiene la diferenciacion entre los cazadores-recolectores y el resto de
las poblaciones, situandose los cazadores-recolectores de la zona
cantabrica en una posiciéon ambigua en el MDS, lo que se atribuye a su
pequefio tamafio muestral. También se mantiene la diferenciacién entre

las poblaciones actuales de Europa y del Préximo Oriente.

Las poblaciones neoliticas muestran el comportamiento heterogéneo,
observado en los PCAs, diferenciandose los NEO_CE respecto a los
neoliticos de la Peninsula Ibérica y situandose los neoliticos de la
Peninsula Ibérica en una posiciéon intermedia entre las poblaciones
actuales del Proximo Oriente y de Europa.

Los neoliticos de Europa central se sitian a una menor distancia de las
poblaciones actuales del Proximo Oriente, como ya se observaba en el

PCA (Figura V.3.3).

NEO_CAT, NEO_CAS_PAT y las poblaciones calcoliticas presentan una

posicion intermedia entre las poblaciones actuales de Europa y del
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Proximo oriente. NEO_CAT se encuentra mas proximo a las poblaciones
del mediterraneo europeo, mientras que NEO_CAS_PAT, estin mas
préoximos a las poblaciones del norte de la Peninsula Ibérica y algo mas
alejados de las poblaciones del Préximo Oriente. La distancia entre
NEO_CAT y NEO_CAS_PAT, puede reflejar un cambio en la distribucion
de las frecuencias de los haplogrupos en NEO_CAT, por efecto del flujo

génico proveniente de grupos neoliticos originarios del Proximo Oriente.

La posicion de las poblaciones calcoliticas del Pafs Vasco, es intermedia
entre las poblaciones neoliticas de la Peninsula Ibérica y las poblaciones
actuales de Europa. SJaPL, estd mas proximo a la regiéon mediterranea,
sin embargo, Pico Ramos y Longar, se sitGian mas proximos a las
poblaciones actuales de la cornisa cantdbrica. Existen por tanto,
diferencias entre las poblaciones calcoliticas, siendo llamativas las
existentes entre SJaPL y Longar, enclaves muy proximos geografica y

temporalmente.

La disposicion de las poblaciones en el MDS, indica menores distancias
de las poblaciones calcoliticas con las actuales, lo que puede ser debido al
aumento del tamano poblacional a partir del Neolitico, lo que atenuaria
las variaciones debidas al azar.

La difusién de la economia productora dejé una huella genética diferente
en los grupos indigenas del centro de Europa y de la Peninsula Ibérica.
Ademas, la influencia genética de la neolitizacion tampoco fue uniforme
en la Peninsula Ibérica, ya que los grupos neoliticos presentan diferencias

en la distribuciéon de las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales.

270



Resultados y Discusion 17.3.

Todos los resultados discutidos en el presente trabajo hacen referencia a
los linajes genéticos transmitidos via materna, siendo posible que los
linajes paternos hayan tenido diferente contribuciéon en el proceso de la

neolitizacion.

La heterogeneidad genética observada en los tres grupos neoliticos indica
que el proceso de la neolitizacién no fue homogéneo. Posiblemente
porque los grupos que se dispersaron en las distintas regiones de Europa
presentaban algunas diferencias en su composicion genética. Estos datos
apoyarfan un modelo de dispersiéon aleatoria de los agricultores
neoliticos, no clinal, con diferente influencia genética en las distintas
regiones geograficas, desestimandose los modelos de reemplazamiento y
aculturacién total, propuestos para explicar el fendémeno de la

neolitizacion.
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RESUMEN

El proyecto de la presente tesis doctoral, se inici6 con el analisis genético
(mediante técnicas de ADNa), de los individuos inhumados en dos
yacimientos neoliticos de Navarra, Los Cascajos (6.435-5.100BP) vy
Paternanbidea (6.090-5.960BP). Estos yacimientos constituyen una
referencia fundamental sobre el mundo funerario de las primeras
comunidades campesinas, siendo los unicos enclaves al aire libre

conocidos en Navarra.

En Los Cascajos se han recuperado evidencias de practicas ganaderas y
agricolas, asi como otras evidencias arqueoldgicas que corresponden a un
poblado neolitico al aire libre. Este dato resulta novedoso en el contexto
de los yacimientos coetaneos de esta region, los cuales, estan dispuestos
mayoritariamente en cuevas y abrigos, y de los que se carece de

evidencias de poblado.

El yacimiento de Paternanbidea también es excepcional, ya que aunque
no se han recuperado evidencias de practicas ganaderas y agricolas, se
han encontrado ceramicas y ajuares, propios de la época neolitica. En
este yacimiento se ha localizado también un espacio funerario, con la

presencia de enterramientos dobles y multiples.

Se ha realizado un analisis de la variabilidad del ADNmt de los
individuos de estas dos poblaciones neoliticas de Navarra y su
interpretaciéon dentro del contexto de las poblaciones actuales vy

prehistoricas de Europa y del Proximo Oriente, con el fin de aportar una
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nueva visiéon sobre el proceso de neolitizacion en la region norte de la

Peninsula Ibérica.

Ademas, se ha buscado dar respuesta a cuestiones sobre el
comportamiento biosocial de los sujetos enterrados en estos dos
yacimientos neoliticos, dada la diversidad de las practicas funerarias

registrada en ambas necropolis.

La comprension del proceso de neolitizaciéon en la cornisa cantabrica,
requiere analizar la transiciéon genético-temporal de los grupos humanos
de esta region desde el periodo Magdaleniense hasta la actualidad. Para
ello, se vi6 necesario conocer la composicion genética tanto de grupos
humanos cazadores-recolectores como de productores, asi como
muestras de la Edad del Bronce y de la época actual de esta region. Se
escogieron yacimientos con dataciones fiables y que hubieran

proporcionado restos antropolégicos.

La época pre-neolitica se encuentra representada por las muestras
recuperadas de cuatro vyacimientos: Aizpea (Navarra), FErralla,
(Guiptzcoa), La Choray La Pasiega (Cantabria). La época neolitica se
encuentra representada por los yacimientos de ZLos Cascajos y
Paternanbidea (Navarra), Fuente Hoz (Alava) y Marizulo (Guiptizcoa).
También se han incluido los restos del yacimiento de Urtiaga

(Guipuzcoa), perteneciente a la Edad del Bronce.

El disefio metodolégico utilizado para este estudio, se ha adaptado al

analisis de ADN altamente degradado. En primer lugar se seleccionaron
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un total de 112 piezas dentarias y 14 muestras de tejido 6seo
pertenecientes a 47 individuos de los nueve yacimientos analizados
(Tabla Al y A2; Anexo I). Se han recogido al menos dos muestras por
individuo, con el fin de realizar el analisis de cada individuo por duplicado
en nuestro laboratorio y de replicarlo en un laboratorio independiente. A
partir de estas muestras se ha seguido una metodologia, que en muchos
casos ha sido adaptada a cada muestra, debido al deficiente estado de

preservacion del ADN (Tabla V.3.1).

Durante todo el proceso de analisis de las muestras, se han seguido una
serie de precauciones y criterios de autentificaciéon propuestos por la
comunidad cientifica para dar una mayor fiabilidad a los resultados.
Ademas, se han incluido controles de contaminacion durante la extraccion y la
amplificacion de las muestras. Solo se han considerado las muestras
cuyos controles de extraccion y amplificaciéon estuviesen libres de ADN,

es decir, sin rastro de contaminacion.

Se ha estimado la cantidad de/l ADN mediante qPCR. La cuantificacion ha
dado resultados muy variables, entre 30-12.000 moléculas de ADN
molde por extracto (Tabla V.3.2). En algin caso ha habido que
desestimar la muestra por no cumplir con lo todos los criterios de

autentificacion.

Se ha realizado el analisis por duplicado en un 66% de las muestras
analizadas, siendo estos resultados coincidentes. También se ha realizado
la replicacion del 60% de las muestras en un laboratorio independiente

(grupo del Dr. Vicente Cabrera, Area de Genética de la Facultad de
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Biologia, Universidad de La Laguna). La replicacién de los resultados ha
sido coincidente en un 75% de los casos. Por lo tanto un 25% de las
muestras han sido eliminadas del estudio por presentar resultados no

reproducibles.

Se ha realizado la clonacion, de un total de 54 fragmentos del HVS-I de 42
de los individuos analizados, con el fin de autentificar los resultados de la
secuenciaciéon y detectar los errores debidos a las modificaciones
presentes en la secuencia de los extractos antiguos. La secuencia
consenso de entre ocho y diez clones ha sido coincidente con las
secuencias obtenidas mediante secuenciacioén directa. También ha habido
coincidencia entre el haplogrupo mitocondrial determinado mediante los

marcadores de la region codificante (RFLPs) y la secuencia del HVS-L.

El mayor problema al que se enfrentan los trabajos sobre ADNa, es la
posible contaminacién de las muestras con ADN humano actual. En este
estudio, se ha tipado a los investigadores y arquedlogos que han
manipulado las muestras y no se han encontrado haplotipos coincidentes
con los resultados obtenidos en las muestras antiguas. Exceptuando, el
haplotipo mas frecuente en la mayoria de las poblaciones europeas (CRS)
y el ht14 (92-224-311), que presenta una amplia distribuciéon por toda la
Peninsula Ibérica (CRESPILLO ef al, 2000; LARRUGA et al, 2001;
GONZALEZ ¢t al., 2002), las Islas Canarias (MACA-MEYER et al., 2002),
Europa (RICHARDS ¢ al., 1996, 1998, 2000) y el norte de Africa (RANDO
et al., 1998).

Para descartar una posible contaminacioén de aquellas muestras en las que

el haplotipo mitocondrial coincide con el de los investigadores, se ha
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secuenciado el HVS-II para completar el haplotipo mitocondrial y
comprobar la ausencia de coincidencia para este segundo segmento. Los
polimorfismos del HVS-II obtenidos de las muestras antiguas, no
coinciden con los polimorfismos de los investigadores. Ademads estas
muestras han sido clonadas, replicadas y duplicadas, siendo en todos los

casos los resultados coincidentes.

Significado y comportamiento biosocial de los individuos de Los

Cascajos (Los Arcos, Navarra)

El yacimiento de Los Cascajos representa un poblado plenamente
Neolitico, tanto desde el punto de vista cronolégico como cultural, en el
que se han encontrado tanto evidencias del lugar de habitacion (poblado),

como de la zona de enterramiento (recrgpolis).

Este yacimiento ha sido habitado durante un periodo de tiempo de
aproximadamente un milenio, periodo en el que se ha practicado un
variado ritual funerario. Existen dos ubicaciones para albergar a las
inhumaciones: la necrdpolis (donde se encuentran la mayorfa de las
inhumaciones), y el poblado (donde las fosas se encuentran dispersas y
con una gran distancia entre ellas). Asimismo, algunas fosas pueden
presentar a modo de cobertura una gran losa de arenisca o estar cubiertas
con tierra compuesta de material pétreo (cereal carbonizado y
fragmentos de molinos de mano), mientras que la mayoria no presentan
ningun tipo de cobertura.

Las inhumaciones también pueden presentar un ajuar asociado variado,

normalmente escaso y consistente sobre todo en vasijas de ceramica,
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molinos de mano, cuchillos de silex y elementos de adorno (cuentas

discordes o colgantes de hueso y concha).

Se han obtenido resultados correspondientes a 23 individuos
recuperados del yacimiento de Los Cascajos, lo que ha permitido
describir 14 haplotipos mitocondriales diferentes (Tabla V.1.1). Estos 14
haplotipos indican que la poblaciéon de Los Cascajos presentaba una
elevada variabilidad genética, siendo raros los casos en los que dos o mas

individuos comparten el mismo haplotipo mitocondrial.

Si tenemos en cuenta los haplotipos que se encuentran compartidos por
mas de un individuo (ht2, ht3, ht4, ht7 y htl0) y las caracteristicas
culturales que presentan los mismos, observamos que en su mayoria no
existe una correlacion entre la composicion biologica y el ritual de
enterramiento. Solamente, en el caso del htl0 se pudo sugerir una
correlacion, ya que este haplotipo presenta una frecuencia muy baja o
nula en la poblacién actual y se ha encontrado en dos individuos que

presentan caracteristicas culturales comunes.

La elevada diversidad genética obtenida en el yacimiento de Los Cascajos
(0,9486%0,0248), sugiere que este yacimiento no representa a una
poblacion aislada y de tamafio efectivo reducido, ya que en este caso la
endogamia hubiera producido un aumento en la frecuencia de
determinados linajes, es decir habriamos encontrado un mayor nimero
de haplotipos compartidos.

El hecho de que este yacimiento presente dos ubicaciones para las

inhumaciones, la necrépolis y el poblado, podria ser el reflejo de la
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existencia de una diferenciaciéon genética. Sin embargo, el test exacto de
diferenciacién poblacional, no ha detectado diferencias estadisticamente
significativas en la composicion genética de los inhumados en la
necrépolis y el poblado. Tampoco existe una diferenciacion cultural, ya
que los individuos recuperados de ambas ubicaciones comparten las
mismas caractetisticas culturales (tipo de ajuar, presencia/ausencia

cobertura, fase cronoldgica, orientacion y posicion del inhumado).

Se ha descrito en Los Cascajos, dos tipos particulares de fosas asociadas:
dos fosas adyacentes (CAS-202/CAS-203 y CAS-257/CAS-258) y una fosa
superpuesta (CAS-193S/CAS-1931). La fosa adyacente CAS-202/CAS-203,
es el tnico caso en el que se han podido determinar los linajes
mitocondriales de ambos individuos, siendo éstos diferentes (ht7 y htl1,
respectivamente), lo que nos permite descartar una relacién de
parentesco materno entre estos individuos. Pero no podriamos descartar,
dada la edad y el sexo de estos individuos (masculino adulto joven, y
femenino juvenil), que haya otro tipo de relaciéon biolégica o social entre

ellos, que pudiera explicarse con otro tipo de marcadores genéticos.

La casuistica de las caracteristicas culturales asociadas a los individuos de
Los Cascajos es muy diversa, encontrandose individuos: con ajuar y
cobertura de la fosa, con ajuar y sin cobertura, sin ajuar y con cobertura y
sin ajuar ni cobertura. Al comparar mediante el test exacto de
diferenciacion poblacional los haplotipos mitocondriales de estos grupos
(Tabla V.1.3), no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas, por lo que los rasgos culturales no parecen implicar una

diferenciacion bioldgica.
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Los analisis multivariantes realizados en el yacimiento de Los Cascajos,
no muestran una relacion entre el ritual funerario y los datos del ADNmt
obtenidos, siendo el hecho de presentar cobertura de la fosa el rasgo
diferencial mas destacable, ya que el hecho de inhumarse en la necrépolis

o el poblado y la presencia/ausencia de ajuar, resulta ser secundatrio.

Sin embargo, no se observan diferencias estadisticamente significativas al
comparar la distribucién de los haplotipos mitocondriales entre los
individuos que presentan cobertura y los que no la presentan. Por lo
tanto, con los datos recuperados en este yacimiento, se deduce que esta
diferenciacién cultural no se corresponde con una diferenciacién

bioldgica.

La cronologia neolitica antigua del yacimiento junto con su vigencia
durante aproximadamente un milenio, permiten pensar que las
innovaciones culturales propias de este periodo, podrian constituir el
germen de un proceso de diferenciacién social en el grupo humano que
habité en Los Cascajos. Sin embargo, el presente estudio no apoya esta
idea y por tanto cuestiona los planteamientos que asocian la neolitizacién

con el origen de la complejidad social de los grupos humanos.
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Significado y comportamiento biosocial de los individuos de

Paternanbidea (Ibero, Navarra)

En el yacimiento neolitico de Paternanbidea, se han encontrado cuatro
fosas muy proximas entre si, donde se localizan al menos trece
individuos. Estas cuatro fosas merecen una mencién especial, debido a
que se trata de dos fosas dobles simultaneas (fosa 2 y fosa 4) y de dos
fosas acumulativas (fosa 1 y fosa 3), de las cuales una es doble y la otra
es multiple. Ademas, en las fosas 1 y 2, se ha recuperado un ajuar

destacable, tanto por su significado, como por su variedad y abundancia.

Sin embargo, analizando la variaciéon genética del conjunto de la
necrépolis, encontramos dos haplotipos (ht8 y ht16) presentes cada uno
en dos individuos, todos ellos inhumados en fosas diferentes (ht8, en las
fosas 1y 2; htl0, en las fosas 1 y 4). Dada la elevada frecuencia del ht8
(perteneciente al haplogrupo H) en la poblacién europea actual, el hecho
de que dos individuos de distinta fosa compartan este haplogrupo, no
indica necesariamente que exista una relacion de parentesco materno
entre ellos (ya que la probabilidad de que dos individuos escogidos al
azar de la poblaciéon compartan el mismo haplotipo, es proporcional a la

frecuencia del haplotipo).

El caso del htl6, corresponde al subhaplogrupo H3, el cual presenta
bajas frecuencias en la poblaciéon actual (el valor mas elevado se
encuentra en una muestra de la poblaciéon vasca actual, 13,9%)
(ENNAFAA et al., 2009). Teniendo en cuenta el tamafio reducido de la

muestra analizada, la presencia de dos sujetos pertenecientes al
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subhaplogrupo H3, aunque podria deberse a variaciones aleatorias,
también podria explicarse por la existencia de una relacién de parentesco

via materna entre ambos sujetos.

En el yacimiento de Paternanbidea, se observa una alta diversidad
genética (0,944£0,0702), lo que indica que los individuos inhumados en
este yacimiento, no setfan representativos de una poblacién aislada, ni de
tamafio reducido. Ya que de ser asi, se darfan cruzamientos endégamos,
lo que incrementarfa la posibilidad de que se repitieran uno o varios
linajes en un mayor nimero de casos. También hay que destacar que
aunque se ha analizado un tamafo muestral reducido, éste parece ser
representativo de la poblacién original, dada su variabilidad mitocondrial

(U, H, HV, 1y H3).

Teniendo en cuenta las evidencias arqueoldgicas de este yacimiento, se
ha planteado la posibilidad de que existiera algin tipo de relacion familiar
entre los individuos inhumados en cada fosa. Sin embargo, con los datos
obtenidos a partir del ADNmt podemos descartar la existencia de
cualquier tipo de relacién familiar via materna entre los individuos de la
misma fosa. Ademas, se puede deducir que el patréon de enterramiento
del yacimiento de Paternanbidea, no se basa en relaciones familiares via

materna.
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Interpretacion del significado biolégico de Ia variabilidad genética

de los yacimientos prehistoricos de Ia cornisa cantibrica.

Con el fin de interpretar el significado biolégico de los yacimientos
neoliticos de Paternabidea y Los Cascajos, estudiados en el presente
trabajo, se ha abordado el analisis genético de los individuos recuperados
de nueve yacimientos localizados en la franja cantabrica (Pais Vasco,
Navarra y Cantabria), cuya cronologia abarca desde el periodo

Magdaleniense hasta la Edad del Bronce (Figura I11.1 y Tabla IIL.1).

La interpretaciéon de los datos genéticos obtenidos en este estudio, se
realiza a la luz de las hipotesis planteadas hasta el momento sobre el
origen de la variabilidad genética actual y sobre la influencia de la
neolitizacion en las poblaciones cazadoras-recolectoras indigenas (ver

apartado V.3.1).

De los 42 individuos prehistoricos analizados, se han obtenido un total
de 22 haplotipos mitocondriales diferentes. Estos resultados, nos indican
la existencia de una elevada variabilidad genética, pudiendo detectar la
presencia de los mismos haplotipos tanto en individuos de época
Magdaleniense como del Neolitico y en la poblacién actual, aunque con
una distribucién de frecuencias diferente. Mientras algunos haplotipos
han mantenido o aumentado su frecuencia a lo largo del tiempo
(haplogrupo H), otros la han disminuido (haplogrupo U, I ¢ HV), sea
por efecto del flujo génico, deriva genética u otro fendémeno

demografico.
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Toda la variabilidad de los haplotipos mitocondriales resultante se puede
clasificar en seis haplogrupos: H, I, J, K, U y HV (Tabla V.3.2 y V.3.3),
los cuales se encuentran entre los haplogrupos mitocondriales mas
frecuentes en Europa. En los yacimientos neoliticos se observa la
presencia de linajes mitocondriales cuyas edades de coalescencia se sitdan

tanto en el periodo Paleolitico como en el Neolitico.

En el presente estudio se ha obtenido una elevada frecuencia de
haplotipos pertenecientes al haplogrupo H (45%). De los nueve
yacimientos analizados, el haplogrupo H esta presente en los individuos
recuperados de los yacimientos de La Pasiega, Fuente Hoz, Urtiaga, Los
Cascajos y Paternanbidea (Tabla V.3.2 y V.3.3), mostrandose evidencias
de que este haplogrupo ha subsistido en esta region desde la época

magdaleniense a la actualidad.

El haplogrupo V fue propuesto como marcador de la recolonizacién
post-glacial desde refugios franco-cantabricos hacia el norte de Europa,
dada la elevada frecuencia y variabilidad encontrada para este haplogrupo
en diferentes muestras de la poblaciéon vasca actual (TORRONI ef al.,
1999). En un reciente estudio, GARCIA ¢z a/. (2010) proponen una
tendencia clinal longitudinal, en lugar de latitudinal, para la reexpansion
post-glacial desde los refugios de la cornisa cantabrica, considerando
también como posible foco de origen, la regiéon de Catalufia y el sureste
de Francia.

En cuanto a las muestras actuales del Pafs Vasco, presentan una cierta
heterogeneidad para este haplogrupo (12-3%). Un dato destacable de los

resultados obtenidos, es la ausencia del haplogrupo V en el total de las
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muestras prehistoricas analizadas. Estos resultados coinciden con un
estudio previo realizado por nuestro grupo, en el que se analizaron un

centenar de muestras calcoliticas.

La interpretacion de los datos de ADNa obtenidos en este estudio, en el
contexto de las hipodtesis existentes sobre el origen y difusion del
haplogrupo V en Europa, parece indicar que en el pasado también pudo
haber existido la subestructuracion que se detecta actualmente en las
poblaciones de la cornisa cantabrica y el noreste de la Peninsula Ibérica,
de forma que las frecuencias de este haplogrupo pudieran presentar

grandes diferencias en el area mencionada, debido a la deriva genética.

Teniendo en cuenta la edad de coalescencia y el origen del haplogrupo ]
(7-6,6 kya) (RICHARDS ¢t al., 2000), se ha propuesto como marcador de la
expansion de los agricultores neoliticos. El haplogrupo | ofrecié una
frecuencia muy baja en una muestra de vascos actuales (2,4%), lo que se
interpreté como resultado de un menor impacto de los agricultores
neoliticos en el Pais Vasco (RICHARDS e 4/, 2000). Sin embargo, se ha
descrito una frecuencia del haplogrupo | en una muestra de vascos
actuales del 14,5% (ALFONSO-SANCHEZ ¢f al., 2008) y un 15% para la
muestra de navarros actuales analizada en este estudio. Estos valores, son
muy semejantes a los hallados en las poblaciones calcoliticas e histérica

vascas (IZAGIRRE y DE LA RUA, 1999; ALZUALDE ¢/ al., 2005, 2000).

Los neoliticos de Los Cascajos y Paternanbidea presentan una frecuencia
del 6,25% para el haplogrupo J, que es algo superior a la que muestra un

grupo neolitico de centro Europa (4%) e inferior a la hallada en los
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neoliticos catalanes (18%). Si aceptamos que el haplogrupo | es un
marcador de la dispersién de una economia productora, podemos decir
que la influencia cultural neolitica observada en los yacimientos vascos
de cronologia neolitica, habrfa ido acompanada de cierto aporte genético,
al igual que ocurre en las demas poblaciones neoliticas estudiadas hasta
ahora (SAMPIETRO e¢# al, 2007, HAAK et al, 2005). Por otro lado, la
heterogeneidad observada en la frecuencia del haplogrupo ] en las
diferentes poblaciones neoliticas comparadas, sugiere que el proceso de

neolitizacion fue diferente en las distintas regiones geograficas.

Otro haplogrupo relevante en el presente estudio es el haplogrupo U,
que es el segundo mas frecuente en las poblaciones estudiadas (28%).
Esta presente en los yacimientos de Erralla, Aizpea, Paternanbidea, Los
Cascajos, Fuente Hoz y Urtiaga (Tabla V.3.3), lo que indica la
pervivencia de este haplogrupo en poblaciones de diferente cronologia,

desde la época Magdaleniense hasta la actualidad.

Cabe resaltar la presencia del subhaplogrupo U5 en los cazadores-
recolectores de la cornisa cantabrica, con una frecuencia semejante a la
encontrada en otros cazadores-recolectores europeos (CR_SCA y CR_CE)
(valores superiores al 40%). También se han encontrado representantes
de este haplogrupo en los yacimientos neoliticos de Fuente Hoz y Los
Cascajos, aunque con una frecuencia muy inferior, siendo inexistente en
otros grupos neoliticos de Europa (NEO_CE y NEO_CAT). La variacion de
la frecuencia del haplogrupo U5 que muestran los grupos neoliticos
europeos analizados hasta el momento, podria ser el reflejo de un influjo

genético de otros grupos humanos durante el Neolitico.
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El haplogrupo K presenta frecuencias similares en las poblaciones
neoliticas de Los Cascajos y Paternanbidea (14%) y en NEO_CE (16%).
Sin embargo, en la poblacién neolitica de NEO_CAT, no se ha encontrado
ningun individuo perteneciente a este haplogrupo. Los haplogrupos HV
e I se encuentran en el grupo NEO_CAS_PAT, con la misma frecuencia
(3,12%). Sin embargo, en el resto de las poblaciones prehistoricas de
Europa, la distribuciéon de los haplogrupos HV e I es heterogénea. En
los CR_CE, solo se ha detectado el haplogrupo HV (4%). Los NEO_CAT
solo presentan el haplogrupo I (9%) y los NEO_CE el haplogrupo HV
(3%). La heterogeneidad que presentan estos haplogrupos en las
muestras prehistoricas, puede ser el reflejo de diferencias en la
composicion genética de las poblaciones neoliticas de Europa, debidas al
efecto diferencial de los grupos neoliticos originarios del Préximo

Oriente en las distintas regiones geograficas de Europa.

El haplogrupo Nla fue propuesto por HAAK ef al (2005), como un
posible marcador genético de los primeros agricultores neoliticos que
vivieron en el centro y norte de Europa hace 7.500 afios. Sin embargo,
no se ha encontrado ningin individuo perteneciente a este haplogrupo,
en ninguna de las muestras neoliticas de Europa analizadas hasta el
presente. Esto indica que existen diferencias en la composicion genética

de los distintos grupos neoliticos de Europa.

La wvariabilidad genética de las muestras prehistéricas y actuales
analizadas en el presente estudio, se ha comparado con la de poblaciones
de Europa y del Proximo Oriente, mediante distintos tests de

diferenciacion poblacional (Tabla V.3.11 y V.3.12). En estos tests se
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observa que los cazadores-recolectores europeos, presentan diferencias
estadisticamente significativas con todas las poblaciones comparadas,
tanto actuales como antiguas (a excepcion de los cazadores-recolectores
de la zona cantibrica, lo que hemos atribuido al pequefio tamafio
muestral de este grupo). También se observan diferencias entre las
poblaciones neoliticas (NEO_CAT NEO_CE y NEO_CAS_PAT) y las
poblaciones actuales comparadas (Europa y el Préximo Oriente). Entre
las  poblaciones neoliticas, s6lo NEO_CE muestra diferencias
estadisticamente significativas con las poblaciones actuales y con los
NEO_CAS, lo que nos estaria indicando la diferenciaciéon genética de los

neoliticos de Europa central.

Se han realizado dos PCAs, en los que se ha podido interpretar y
representar la variabilidad del ADNmt de las poblaciones estudiadas en
el contexto de otras poblaciones actuales y prehistéricas de Europa y del
Proximo Oriente. En uno de los PCAs, sélo se han tenido en cuenta los
haplogrupos mitocondriales con una edad de coalescencia anterior al
periodo neolitico (HV, H, U, V, I, W, X, K) (Figura V.3.2). Mientras que
en el segundo PCA se han tenido en cuenta todos los haplogrupos
mitocondriales, independientemente de su edad de coalescencia (Figura
V.3.3). Al comparar los dos PCAs (Figura V.3.2 y V.3.3), podemos
observar que los cazadores-recolectores se diferencian del resto de las
poblaciones, lo que puede atribuirse principalmente a la elevada
frecuencia del haplogrupo U encontrada en los cazadores-recolectores,
teniendo este haplogrupo elevados valores de correlacion en los dos

PCAs.
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Las poblaciones neoliticas, se comportan de forma heterogénea en los
PCAs. El linaje N1a marca la diferenciaciéon de NEO_CE, respecto a otros
grupos neoliticos, situandolos mas préximos a las poblaciones del
Proximo Oriente (Figura V.3.3). Este resultado, parece indicar que el
flujo génico asociado a la difusién de la agricultura, fue en Europa

central diferente al resto de poblaciones neoliticas europeas.

En la Peninsula Ibérica, la influencia genética asociada a la difusién del
Neolitico tampoco fue homogénea. Cuando analizamos toda la
variabilidad mitocondrial (Figura V.3.3), los grupos neoliticos de la
Peninsula Ibérica (NEO_CAS_PAT y NEO_CAT), presentan una
distribucién diferente de los haplogrupos mitocondriales, razén por la
cual aparecen distantes en el PCA. Los NEO_CAT presentan por un lado,
una mayor similitud con las poblaciones de la regiéon mediterranea de
Europa y por otro lado, tienen mayor frecuencia del haplogrupo J (18%)
y menor representacion de haplogrupos pre-neoliticos (H, V e I). Los
neoliticos de NEO_CAS_PAT, presentna una mayor semejanza con las
poblaciones de la cornisa cantdbrica y tienen una mayor representacion
de linajes pre-neoliticos (H, V e I) y valores moderados para el
haplogrupo J (6,25%).

Finalmente, el analisis de Multidimensional Scaling (MDS) (Figura V.3.4),
reafirma la diferenciacion entre los cazadores-recolectores y el resto de
las poblaciones. Asimismo se mantiene la diferenciacién entre las
poblaciones actuales de Europa y del Proximo Oriente. Las poblaciones
neoliticas muestran un comportamiento heterogéneo, semejante al

observado en los PCAs, diferenciandose los NEO_CE de los neoliticos de
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la Peninsula Ibérica. LLos NEO_CE se sitian a una menor distancia de las

poblaciones actuales del Proximo Oriente (Figura V.3.3).

Los NEO_CAT y NEO_CAS_PAT presentan una posicién intermedia entre
las poblaciones actuales de Europa y del Préximo Oriente. NEO_CAT se
encuentra mas proximo a las poblaciones del mediterraneo europeo,
mientras que NEO_CAS_PAT, estd mas préximo a las poblaciones del
norte de la Peninsula Ibérica y algo mas alejado de las poblaciones del
Proximo Oriente. La distancia entre NEO_CAT y NEO_CAS_PAT, puede
reflejar un cambio en la distribuciéon de las frecuencias de los
haplogrupos en NEO_CAT, por efecto del flujo génico proveniente de
grupos neoliticos originarios del Préximo Oriente. Por otro lado, la
disposiciéon de las poblaciones calcoliticas en el MDS, indica menores
distancias de estas poblaciones con las actuales, lo que puede ser debido
al aumento del tamafio poblacional a partir del Neolitico, lo que

atenuaria las variaciones debidas al azar.

Por lo tanto, los distintos grupos poblacionales analizados en este
estudio (cazadores-recolectores, neoliticos y la poblaciéon actual),
presentan un gran numero de haplotipos mitocondriales europeos, con
diferentes edades de coalescencia. Los haplotipos propuestos como
marcadores genéticos de la expansion neolitica hacia Europa desde el
Proximo Oriente (especialmente el haplogrupo J), se encuentran
presentes en las poblaciones neoliticas analizadas, indicando una llegada
temprana del neolitico a la Peninsula Ibérica y a la zona actual del Pais

Vasco.
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A la luz de los resultados obtenidos, podemos indicar que la difusiéon de
la economia productora pudo haber producido un impacto genético
diferente en los grupos indigenas de Europa central y de la Peninsula
Ibérica. Por otro lado, la influencia genética de la neolitizacién tampoco
fue uniforme en la Peninsula Ibérica, ya que los grupos neoliticos de esta
region (NEO_CAT y NEO_CAS_PAT) presentan diferencias en la

distribucion de las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales.

La heterogeneidad genética observada en los grupos neoliticos de
Europa, indica que el proceso de la neolitizacién no fue homogéneo.
Posiblemente esto serfa debido a que los grupos que se dispersaron en
las distintas regiones de Europa presentaban algunas diferencias en su
composicion genética. Los resultados obtenidos no serfan compatibles
con los modelos de reemplazamiento y aculturacién total propuestos
para explicar el fenémeno de la neolitizaciéon en Europa. Estos datos
apoyarian un modelo de dispersiéon aleatoria de los agricultores
neoliticos, con diferente influencia genética en las distintas regiones

geograficas.
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CONCLUSIONES

Comportamiento biosocial de los individuos recuperados de los

yacimientos neoliticos de Paternanbidea y Los Cascajos:

1. El analisis conjunto de los datos genéticos y las caracteristicas
culturales, asociadas a los individuos recuperados en el
yacimiento neolitico de Paternanbidea, no apoya la existencia de
relaciones de parentesco via materna entre los individuos de la
misma fosa. Asimismo, la distribucion del ajuar asociado a estas

fosas, no parece tener una base biolégica.

2. La alta diversidad de haplotipos mitocondriales proporcionada
por el yacimiento de Paternanbidea, a pesar de su pequefio
tamafio muestral, indica que no se trata de una poblacién aislada
ni de tamano reducido, lo que sugiere la existencia de un

incremento demografico desde las primeras fases del Neolitico.

3. El anilisis de los yacimientos de Los Cascajos y Paternanbidea
(los mas representativos de la muestra analizada), indica que en
estas poblaciones del Neolitico antiguo, no se sigue un patrén
funerario que pueda explicarse con los datos del ADNmt,
desestimandose ademais, la existencia de estructuracién social,
atribuida al Neolitico, a pesar de la complejidad del ritual de

enterramiento.
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Variabilidad genética de los yacimientos prehistéricos de la

Cornisa Cantabrica:

4. Los linajes mitocondriales descritos en las poblaciones
prehistoricas de la Cornisa Cantabrica, han persistido desde el
periodo Magdaleniense hasta la actualidad, aunque con una
distribucién de frecuencias diferente. Los resultados del ADN
antiguo validan las edades de coalescencia estimadas para algunos
haplogrupos y atestiguan la persistencia de linajes antiguos en las

poblaciones actuales.

5. Sobre el origen y difusién del haplogrupo V en Europa, la
ausencia de este haplogrupo en los yacimientos prehistoricos de
la Cornisa Cantabrica estudiados (magdalenienses y neoliticos),
sugiere la existencia de una subestructuracion poblacional en el
pasado y posiblemente grandes variaciones en las frecuencias del
haplogrupo V en este area. Por tanto, los datos de ADN antiguo
no sustentan la hipotesis de TORRONI ez a/, (1998) sobre la

difusion del haplogrupo V a partir del refugio franco cantabrico.

6. Los grupos de cazadores-recolectores europeos presentan una
gran diferenciaciéon respecto a las poblaciones neoliticas y
actuales, debido a la escasa diversidad de linajes mitocondriales
que presentan. Las diferencias con los grupos neoliticos se han
atribuido a la reestructuracién de su composicion genética debida

al flujo génico procedente del Préximo Oriente.
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7.

10.

Las  poblaciones neoliticas  europeas  presentan  gran
heterogeneidad. La diferenciaciéon entre los grupos de centro
Europa y de la Peninsula Ibérica, puede deberse a que los grupos
que se dispersaron en las distintas regiones de FEuropa

presentaban algunas diferencias en su composicion genética.

La influencia genética de la neolitizaciéon tampoco fue uniforme
en la Peninsula Ibérica, ya que los grupos neoliticos de Los
Cascajos y Paternanbidea se diferencian de un grupo neolitico de
Catalufia, lo que indicarfa que la difusién de la economia
productora dejé una huella genética diferente en los grupos

indigenas de las distintas regiones.

La variabilidad mitocondrial de los yacimientos navarros de Los
Cascajos y Paternanbidea, indica que estos grupos no solo
recibieron una fuerte influencia cultural neolitica, sino también
cierto aporte genético, que es diferente al sufrido por otras

poblaciones europeas.

Los datos genéticos obtenidos en el presente estudio de ADNmt,
apoyan un modelo de dispersién aleatoria de los agricultores
neoliticos, no clinal, con diferente influencia en las distintas
regiones  geograficas; desestimandose los modelos de
reemplazamiento y aculturacién total, propuestos para explicar el

fendmeno de la neolitizacion.
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Tabla Al. Piezas dentarias analizadas en el presente estudio, junto con la
nomenclatura de cada individuo y las medidas tomadas en mm. Piezas dentarias
recuperadas de los yacimientos de Los Cascajos (CAS), Urtiaga (URT), Marizulo (MZ),
Erralla (ERR), Fuente Hoz (FH), La Pasiega (PS), La Chora (Ch) y Paternanbidea
(PAT). (“In sitn”, piezas dentarias que se encuentran en los maxilares y “suelfas”, piezas
dentarfas que no se encuentran en los maxilares, sino asociadas a los inhumados).

Individuo | Sigla dPieza\’ Dia:\me?to Dia’\rrfetto A}tuta Altlrna Altura
entaria Mesio-distal =~ Buco-lingual | diente raiz corona
21a | 38 in sitn 11,7 10,8 22,1 15,8 6,3
CAS-21 21b | 44 sueclto 8,3 8,6 28,2 19,7 8,4
21c | 31 suelto 6,3 6,9 24,3 18,2 6,1
33a | 33insitu 7,9 8,1 27 18 9
CAS-33 33b | 44 in sitn 9,3 7,4 22,4 16,4 6
33c | 45in situ 6,6 8,2 21,2 14,9 6,3
48a | 36 suelto 10 9 19,3 15,4 39
CAS-48 48b | 28 suelto 11,2 8,8 16 10,7 53
48 38 suelto 9,9 9,1 18,8 13,7 5,1
CAS-70 70a | 48 suelto 7,3 9,9 13,5 7,6 5,9
90a | 36 suelto 12 11,2 18,9 13,4 5,5
CAS-90 90b | 46 suelto 10 9,8 18,5 13,3 5,2
90c 37 suelto 11 9,7 17,9 1,1 6,8
173a | 36 suelto 11,5 11,2 19,2 11,9 7,3
173b | 26 suelto 9,1 11,4 19,9 12,3 7,6
CAS-173
173¢ | 16 suelto 11,2 8,5 17,2 11,9 53
173d | 34 in sitn 6,8 8.9 21,3 13,3 7,9
179a | 42 in sitn 6 11 21 16,1 49
CAS-179
179b | 46 in sitn 12,2 6,2 21 16,6 4.4
180a | 23 suelto 8,2 8,3 29,8 18,6 11,2
180b | 27 suelto 13 8,3 23,2 18,7 45
CAS-180 | 180c | 47 in situ 5.1 6,9 223 13,2 9,1
180d | 26 suelto 12,9 10 22,2 15,1 7,1
180e | 24 suelto 71 9,2 22,9 12 6,7
CAS-181 | 181a | 36 suelto 11 11,2 18,8 12,1 6,7
183a | 23 suelto 6,2 6,9 18,9 13,3 5,6
CAS-183 | 183b | 24 suelto 6 6,3 20,3 16,1 42
183 | 44 suelto 6,7 6,4 16,2 134 2,8




Pieza Diametro Diametro Altura = Altura Altura
dentaria Mesio-disatal | Buco-lingual diente raiz corona
191a 32 in situ 6,2 6,98 21,86 14,66 7,2
CAS-191 | 191b 35 in sitn 8,01 9,08 19,99 13,03 6,96
191c 33 in sitn 6,89 7,83 29,06 20,13 8,93
193a 41 in situ 5,55 6,02 18,52 10,62 7,9
CAS-193S | 193b 31 in sitn 5,56 6,01 21,03 12,51 8,52
1938 42 in situ 4,37 6,05 24,02 13,97 10,05
194a 38 in sitn 9,98 9,15 20,07 12,86 7,21
CAS-194 | 194b 35 in sitn 8,16 7,21 21,59 17,43 4,16
194 37 in sitn 11,23 10,63 21,52 16,45 5,07
196a 23 in situ 6,79 7,92 259 17,98 7,92
CAS-196 | 196b 14 in situ 6,34 8,78 21,69 15,93 5,76
196¢ 24 in sitn 6,03 8,34 22,25 16,24 6,01
202a 16 in situ 10,48 10,68 20,58 14,62 5,96
CAS-202 | 202b 24 in situ 7,4 8,5 21,2 13,56 7,64
202 14 in situ 7,3 8,36 21,5 15,22 6,28
203a 47 in situ 8,36 9,33 17,72 11,24 6,48
203b 17 suelto 9,32 9,74 10,56 4,07 6,49
CAS-203
203¢ PM suelto 3,6 8,3 21,7 15,9 58
203 27 suelto 8,12 10,15 20,79 14,75 6,04
204a 42 suelto 7,04 6,27 18,71 12,72 5,99
CAS-204
204b | molar deciduo 11 13 20,5 143 6,2
216a 45 in situ 6,43 7,67 18,33 13,76 4,57
CAS-216 | 216b 38 in sitn 9,51 10,93 18,23 13,17 5,06
216¢ A7 in situ 9,98 10,04 17,47 12,23 5,24
222a 44 suelto 5,96 7,31 19,92 15,27 4,65
CAS-222 | 222b 37 suelto 9,86 8,67 17,45 12,86 4,59
222¢ 38 suelto 10,34 9,3 18,63 14,27 4,36
254a 21 suelto 7,95 6,61 2372 | 12,58 11,14
CAS-254
254b M suelto 10,16 11,5 19,93 13,16 6,77
257a 23 suelto 5,41 7,48 25,15 19,74 5,41
257b 21 suelto 6,68 6,59 21,64 14,89 6,75
CAS-257
257¢ 34 in sitn 5,4 6,7 17,2 12,3 49
257d 33 in sitn 6,2 6 21,6 14,5 71
258a 37 in sitn 10,52 9,86 17,07 9,54 7,53
CAS-258 | 258b 42 suelto 6,68 6,91 22,04 13,91 8,13
258¢ 35 in sitn 5,98 8,34 22,13 17,47 4,66
CAS-340 | 340a 36 suclto 8,48 8,78 17,31 10,55 6,76




Pieza Diametro Diametro Altura  Altura  Altura

dentaria Mesio-disatal =~ Buco-lingual | diente raiz cotona
CAS-497 497a PM i sitn 7,19 7,83 18,22 13,81 4,41
517a 35 in sitn 9 10,72 18,79 13,54 5,25
517b 44 suelto 7,21 10,11 23,95 15,62 8,33
CAS-517 517c PM2 suelto 4,9 5,7 18,8 6,3 12,5
517d 47 suelto 11,44 9,53 18,2 11,24 6,96
517e C suelto 6,8 8,1 26,3 16,7 10,6
517a 35 in sitn 9 10,72 18,79 13,54 5,25
517b 44 suelto 7,21 10,11 2395 15,62 8,33
CAS-517 517c PM2 suelto 49 5,7 18,8 6,3 12,5
517d 47 suelto 11,44 9,53 18,2 11,24 6,96
517e C suelto 6,8 8,1 26,3 16,7 10,6
ERR-1a 16 10,98 11,18 16,4 11,14 5,26
ERR-1
ERR-1b 13 6,56 5,6 21,93 14,68 7,25
MZ-1b 33 in sitn 8,44 6,59 27,83 18,7 9,13
MZ-1 MZ-1a 13 in situ 9,27 8,19 25,02 15,4 9,62
MZ-1c 12 in sitn 6,7 59 21,33 12,4 8,93
URT la 14 7,79 6,38 16,37 11,32 5,05
URT-1
URT 1b 26 9,95 10,91 17,65 11,01 6,64
URT-2b 16 12,1 10,85 17,55 10,26 7,29
URT-2
URT 2a 17 12,22 9,1 18,82 11,32 7,5
URT-3 URT-3a 26 11,09 12,07 18,37 12,24 6,13
FH-1b 47 9,22 10,41 15,95 10,86 5,09
FH-1
FH-1a 38 9,27 9,73 11,88 6,98 49
FH 2a 13 8,35 6,71 24,62 14,25 10,37
FH-2
FH 2b 23 7,03 7,14 242 16,25 7,95
FH 3b 48 8,81 9,05 16,83 12,45 4,38
FH-3
FH 3a 47 9,04 9,67 17,95 13,69 4,26
FH-4a 22 7,61 5,71 20,49 13,73 6,76
FH-4 FH 4 25 7,99 5,87 18,38 13,7 4,68
FH 4b 26 11,29 7,43 17,57 | 1432 3,25
FHAS 18 11,52 9,49 16,07 10,93 5,14
maxi-a
FH-5 il 5 34 7,95 6,73 21,08 15,55 5,53
mandi-b
FHS. 35 8,49 6,7 22,44 17 5,44
mandi-a
FHo6a 46 10,5 10,34 17,75 11,95 58
FH-6
FH6b 47 11,6 9,13 17,19 | 11,44 5,75
PS-1 Ps-1a 21 in sitn 6,93 49 24.35 12,15 12,2




Pieza Diametro Diametro Altura = Altura = Altura
dentaria Mesio-disatal Buco-lingual | diente raiz corona
CH-1 Ch-1a 23 insitn 7,8 59 23,7 15,8 7,9
1E1a 38 10,13 9,38 - - -
PAT-1E1 1E1b 48 10,77 9,58 - - -
1E1c 47 in sitn 10,77 9,58 - - -
1E3a 15 5,61 9,1 - - -
PAT-1E3 1E3b 14) 6,02 9,13 - - -
1E3c 17 in situ 11,9 9,24 - - -
1E4a | Canino suelto 5,92 8,09 - - -
PAT-1E4 1E4b 46 8,38 11,51 - - -
1E4c 47 in situ 9,48 9,28 - - -
0 2 e 1E5a 26 10,48 11,33 - - -
1E5b 65 9,28 8,01 - - -
2Ela | Canino suelto 5,39 8,23 - - -
PAT-2E1 | 2E1b 34 5,62 7,51 - - -
2Elc 35 in sitn 6,35 8,03 - - -
2E2a PM 6,75 8,02 - - -
e 2E2b M2 11,38 10,54 - - -
2E2c 25 in situ 6,75 8,02 - - -
2E2d 47 in situ 10,97 9,74 - - -
PAT-3E2 | 3E2a 35 5,22 7,34 - - -
4E1a 34 6,96 7,9 - - -
PAT-4E1 | 4E1b 37 10,32 10,67 - - -
4Elc 38 in sitn 10,61 9,57 - - -
4E2a 42 4,63 5,9 - - -
PAT-4E2 | 4E2b 43 5,19 6,97 - - -
4E2c 48 9,58 7,74 - - -




Tabla A2. Estudio osteométrico de los restos éseos analizados. Se presentan las
medidas correspondientes a los huesos recuperados de los yacimientos de Los Cascajos
(CAS) y Paternanbidea (PAT).

Ind. Sigla Hueso Lo?rgr;rz;) ta An(c:l'r:))tal a)* b)* | c)*
PAT-1E2 | PAT-1E2a humero izquierdo 186,39 - 52 26 38
PAT-3E1 | PAT-3Ela tibia derecho 1175,75 43
PAT-3E2 | PAT-3E2b humero derecho 242 - 59,9 28 | 414

CAS-70 CAS-70b fémur izquierdo 181 128,5
CAS-73 CAS-73a Cubito izquierdo 147 123,31
CAS-148 | CAS-148a diéfisis tibia 204,8 25,66
CAS-182 | CAS-182a Diéfisis humero 113,3 21,98
CAS-195 | CAS-195a Diafisis fémur 290,34 30,58
CAS-201 | CAS-201a humero 264,95 25,87
CAS-205 | CAS-205a | Diafisis fémur derecho 2533 26,33
CAS-262 | CAS-262a fémur 195,74 22,33
CAS-263 | CAS-263a tibia 155,34 21,4
CAS-340 | CAS-340b fémur derecho 111 39,4
CAS-497 | CAS-497b fémur izquierdo 221 44

a)* anchura maxima epifisis bicondilar; b)* anchura minima tréclea posterior ¢)* anchura minima anterior.




