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RESUMEN

La recuperacion de moléculas de ADN mitocondrial (ADNmt) de muestras esqueléticas de diversa antigliedad, permite estudiar la va-
riabilidad genética de los grupos humanos del pasado. El analisis del ADNmt en tejido antiguo presenta una ventaja fundamental frente al
nuclear, debido a su alto nimero de copias por célula.

Los principales problemas metodoldgicos descritos en este tipo de analisis, han podido resolverse en aquellos casos en que las
muestras presentaban buenas condiciones de preservacion. Estos han sido fundamentalmente: 1.- inhibicion de la amplificacion, 2.- au-
tentificacion de los resultados y 3.- deteccion y eliminacién de la contaminacién.

La variabilidad en el éxito de la amplificacién entre individuos de un mismo yacimiento, indica que las condiciones individuales de cada
inhumacion son mas importantes que la antigliedad. Por otro lado, las piezas dentarias han demostrado ser el material mas adecuado pa-
ra el estudio del ADNmt antiguo.

La interpretacion de los datos a nivel poblacional sélo es posible en aquellos yacimientos que presentan un amplio numero de indivi-
duos, dado el relativamente bajo rendimiento de la metodologia.

SUMMARY

The recovery of mitochondrial DNA (mtDNA) from ancient skeletal remains allows the study of the genetic variability of extinct human
populations. The analysis of mitochondrial DNA molecules in ancient tissues offers a major advantage comparing to the nuclear ones, as
there is a high number of copies per cell.

The main methodological problems described in this kind of analysis were solved in those samples that showed good preservation
conditions. Those may have been basically: 1.- inhibiton of the amplification, 2.- authenticity of the results and 3.- detection and overco-
ming of contamination.

The variability in the amplification success among the individuals of the same site, indicates that the individual conditions of each inhu-
mation are more important than the antiquity. On the other hand, teeth have proved to be more suitable for the study of ancient mtDNA.

The interpretation of the data from a populational point of view can only be made in those sites that offer a wide number of speci-
mens, due to the relatively low methodological efficiency.

LABURPENA

Aintzinako eskeletu laginetatiko ADN mitokondrialaren (ADNmt) molekulen berreskurapenak, iraganeko giza taldeen aldakortasun ge-
netikoa ikasteko aukera eskeintzen digu. Aintzinako ehunen analisi molekularra burutzeko, ADNmt-ak oinarrizko abantaila azaltzen du ADN
nuklearrarekin konparatuz: zelula bakoitzeko oso kopuru altuan agertzen da.

Mota honetako lanetan deskribatutako arazo metodologiko nagusiak, hala nola: 1.- anplifikazioaren inhibizioa, 2.- emaitzen benekota-
sun-frogak eta 3.- kutsaduraren detekzioa eta ezabatzea, preserbazio baldintza onak adierazten dituzten laginetan konpondu ahal izan dira.

Anplifikazioaren arrakastaren aldakortasunak, aztarnategi bereko gizabanakoen artean ehortze bakoitzaren baldintza indibidualak aintzin-
tasuna baino garrantzitsuagoak direla adierazten du. Bestalde, haginak aintzinako ADNmt-aren analisirako lagin-mota egokienak bezala
azalduizandira.

Emaitza hauen interpretazioa, populazio mailako ikuspuntu batetatik abiatuta , soilik egin daiteke gizabanako oso kopuru handia dauka-
ten aztarnategietan, zentzu honetan metodologiaren atarramendu erlatiboki baxuak kopuru hau gutxituko luke.
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I. INTRODUCCION

La evolucién molecular es un proceso histérico a
través del cual los genes acumulan cambios debido
tanto a acontecimientos estocasticos (deriva genéti-
ca, mutacién,...) como a procesos selectivos. Hasta
ahora, la mayoria de las evidencias disponibles para
tratar de reconstruir estos procesos historicos eran
indirectas; bien se planteaban exclusivamente a par-
tir del analisis de las caracteristicas morfolégicas del
material fosil, bien se basaban en el analisis genético
de los polimorfismos en poblacién actual, a partir de
los cuales se deducia la historia evolutiva.

La aplicacién de la variabilidad genética actual pa-
ra la comprensién de las relaciones filogenéticas mas
ancestrales, posee algunas ventajas respecto a los
estudios osteométricos. Sin embargo, no siempre se
puede correlacionar la informacion obtenida de los
datos genéticos, con cambios culturales y evidencias
arqueoldgicas y antropoldgicas de indole diversa. La
variabilidad detectada se debe extrapolar hacia el pa-
sado para establecer filogenias o inferir patrones de
migracion, con los errores que esto pueda conllevar
y que podrian ser tanto mayores cuanto mas atras en
el tiempo se intenta retroceder (CAVALLI-SFORzA &
MINCH, 1997).

La posibilidad de recuperar ADN de especies ani-
males extintas (HicucH! et al., 1984; PA4iBo, 1985a),
permitié obtener evidencias directas de algunas ca-
racteristicas genéticas de las poblaciones pasadas.
Las dificultades iniciales de las técnicas empleadas
con el ADN antiguo (ADNa), se pudieron superar gra-
cias al desarrollo de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (SAIKi etal., 1985), técnica que pue-
de ser utilizada con restos biolégicos que contienen
muy poco ADN o en casos en que esté degradado,
como en las muestras de procedencia arqueoldgica
(HAGELBERG etal., 1989; HANNI etal., 1990).

El andlisis de este tipo de muestras (éseas y
dentarias) ofrece la posibilidad de realizar estudios
poblacionales, puesto que éstas son mucho mas
abundantes en el registro arqueoldgico que el tejido
blando (momificado) y, generalmente, estan mejor
preservadas (STONE & STONEKING, 1993; HAGELBERG &
CLEGG, 1993). La mayor parte de la investigacion con
ADNa se ha centrado en el analisis del ADNmt, ya
que éste tiene una serie de caracteristicas que hacen
de él un marcador genético ideal, tales como: peque-
fio tamarfio (16 kilobases (Kb)), rapida tasa de evolu-
cion y modo de herencia materna. Ademas, el geno-
ma mitocondrial humano completo esta secuenciado
(ANDERSON et al., 1981) y el alto numero de mitocon-
drias por célula en los mamiferos facilita su supervi-
venciay recuperacion.

Los primeros estudios de ADNmt en restos anti-
guos estaban encaminados a la secuenciaciéon de

fragmentos de aproximadamente 400 pb de longitud
del segmento hipervariable de la region control. Esto
supone la amplificacién de varios fragmentos sola-
pantes de no mas de un centenar de pares de bases
(pb) de longitud, hasta completar un segmento de
400 pb. Este enfoque analitico, aunque presenta al-
gunas dificultades, puede llevarse a cabo en mues-
tras individuales, siendo menos factible en el caso de
estudios poblacionales, donde el tamafio muestral
debe ser suficientemente grande para efectuar un
analisis estadistico. Las principales dificultades que
se han encontrado en la secuenciacién del ADNmt
de restos arqueoldgicos son: a.- degradacién del ma-
terial genético, que impide obtener productos de am-
plificacion del tamafio requerido, b.- encontrar zonas
estables en la regién hipervariable del ADNmt que
permitan la unién de los primers (cebadores) con
cierta facilidad y c.- la necesidad de realizar multiples
extracciones independientes, a fin de corroborar la
autenticidad de los resultados obtenidos.

Uno de los trabajos mas destacables y fiables re-
alizado es la secuenciacion de un fragmento de 378
pb de longitud de la regién control del genoma mito-
condrial de un espécimen neandertal (neandertal tipo
hallado en 1.845 en Dusseldorf) (KRINGS etal., 1997).
Los resultados obtenidos indican que la secuencia di-
fiere tanto de la del hombre como de la del chimpan-
cé, apoyando de este modo un origen africano re-
ciente (hace 100.000 afios) del hombre moderno.

Recientemente se ha descrito una nueva meto-
dologia para el estudio del ADNmt, de una mayor
sencillez metodoldgica comparada con la secuencia-
cién, lo que abre nuevas perspectivas en el analisis
del ADNa a nivel poblacional (TORRONI ef al., 1992,
1993, 19944, 1996).

Este andlisis consiste en la amplificacion selecti-
va de todo el genoma mitocondrial en 9 fragmentos
solapantes (1.500-3.000 pb de longitud TORRONI et
al., 1992). Cada fragmento se digiere independiente-
mente con 14 enzimas de restriccion (Alul,Avall,
BamH |, Dde I, Hae Il, Hae lll, Hha |, Hinc I, Hinfl,
Hpal, Msp 1, Mbo |, Rsa | y Taq ), cuyos fragmentos
se resuelven mediante electroféresis. De forma que
se obtienen mapas de restriccion (patron de ausen-
cia/presencia de cada uno de los enzimas en cada
uno de los 9 fragmentos amplificados). Los mapas
de restriccion de este conjunto de segmentos, repre-
sentan los haplotipos individuales. Estos haplotipos
se pueden agrupar en diferentes clases que compar-
ten las mismas mutaciones puntuales, las cuales son
estables y antiguos en la region codificante del
ADNmt (TorrONI et al., 1996). Estos agrupamientos
se denominan haplogrupos, los cuales resultan espe-
cificos de las distintas variantes geogréficas de la es-
pecie humana (caucasoides, africanos, asiaticos), por
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lo que ofrecen una mayor facilidad para inferir rela-
ciones evolutivas entre las poblaciones.

En este sentido, no es necesario estudiar toda la
secuencia del ADNmt, sino unas cuantas mutaciones
con las que definir correctamente los haplogrupos
(TorrONI et al., 1994a, 1996). Mediante la amplifica-
cion via PCR y analisis enzimatico de 7 de estas mu-
taciones puntuales (Tabla1), se pueden definir 9 ha-
plogrupos en los grupos caucasoides actuales, los
cuales comprenden el 99% de la variabilidad del ge-
noma mitocondrial (TORRONI etal. 1996). Su aplica-
cion al estudio del ADNa puede ser una gran ventaja,
puesto que el analisis de estas mutaciones en mues-
tras de ADN muy deteriorado se puede realizar am-
plificando fragmentos de unos 100 pb de longitud.

Nia lll Alul Avall Haelll Haell Hinfl BstNI
4577 7025 8249 8994 9052 12308 13704
V() HEO 1) W(E) K UF J() Haplogrupo

+ - - + + - + H

+ + + + + - + |

+ + - + + - - J

+ + - + - + + K

+ + - + + + T

+ + - + + + + U

- + - + + - + \Y

+ + + - + - + w

+ + - + + - + X

+ + - + + - + OTROS

Tabla 1. Lugares polimorficos especificos para cada haplogrupo.
Perfil de ausencia (-)/presencia (+) de corte de los diferentes
sistemas que definen cada haplogrupo (TORRONI etal., 1996).

Este nuevo planteamiento, de mayor sencillez
metodoldgica y menor tiempo de analisis, evita la ne-
cesidad de secuenciacion (fase mas limitante del es-
tudio del ADNa) y facilita la realizacién de estudios
poblacionales (STONE & STONEKING, 1993; LALUEZA,
1996; MERRWETHER et al., 1994; PaARr et al., 1996;
O'RouURKE etal., 1996).

Hasta el presente, los escasos datos existentes
en la bibliografia de estos polimorfismos en mues-
tras antiguas, corresponden a poblaciones de origen
asiatico, ya que su variabilidad se restringe a 4 haplo-
grupos, definidos por 4 mutaciones (STONE &
STONEKING, 1993; MERRWETHER et al., 1994; LALUEZA,
1996; PARR et al., 1996; O'ROURKE etal., 1996). Ello,
resulta metodoldgicamente mucho mas sencillo de
analizar que en el caso de la poblaciones caucasoi-
des, las cuales vienen definidas por 9 haplogrupos y
un numero mucho mayor de mutaciones (TORRONI et
al., 1994a, 1996). El analisis planteado en este traba-
jo, es el primero que conozcamos, que aborda el es-
tudio de poblaciones caucasoides antiguas mediante
enzimas de restriccion.

Il. METODOLOGIA: ANALISIS MOLECULAR DE
ADNmt DE TEJIDO ANTIGUO

Si bien los primeros trabajos realizados con
ADNa se centraron en la recuperacion de ADN de te-
jido blando (tejido momificado y tejido de especies
animales preservados en museos) (HIGUcHI et al.,
1984; PAABO, 1985a, b, 1986; HicucH & WILSON,
1984; RocaN & SALvo, 1990a), pronto se descubrid la
potencialidad que ofrecian los restos Oseos y denta-
rios como posibles fuentes de ADNa (HAGELBERG et
al., 1989; HANNI ef al, 1990). En este sentido,
THUESEN & ENGBERG (1990) observaron que la preser-
vacion del ADN podia ser mejor en este ultimo tipo
de restos, seguramente debido a la unién que se es-
tablece entre las moléculas de ADN vy los cristales de
hidroxiapatita presentes tanto en el hueso como en
el diente. Esta unién, protegeria al ADN de los proce-
sos de degradacion.

Por otro lado, la valoracion que hemos realizado
del rendimiento durante la amplificaciéon de ADNa,
asi como los resultados obtenidos por otros autores
(ZiErDT et al.,, 1996; LALUEZA, 1996), indican que los
extractos del ADNa recuperados de piezas dentarias
son mas eficientes en cuanto a la cantidad de pro-
ducto de amplificacion obtenido, asi como en el nu-
mero de muestras amplificadas.

Sin embargo, en la practica nos encontramos
con el hecho de que no siempre es posible elegir el
material de estudio. Cuando se dispone de material
abundante, el ADN se recuperara a partir de las pie-
zas dentarias. No es necesario destruir toda la pieza,
ya que el ADN recuperado de la raiz es suficiente pa-
ra llevar a cabo los analisis moleculares, quedando la
corona intacta. En el caso de disponer solamente de
restos dseos, se utilizara una pequefia cuia de apro-
ximadamente 1 cm?®, quedando el resto del hueso in-
tacto.

Para el presente trabajo hemos utilizado las co-
lecciones esqueléticas de San Juan ante Portam
Latinam (SJAPL) (ETXEBERRIA & VEGAS, 1988) y de
Longar (ARMENDARIZ & [RIGARAI, 1995), en la que se
han podido utilizar diversos huesos del mismo indivi-
duo, asi como muestras dentarias y éseas en parale-
lo. También se han analizado restos arqueoldgicos de
época histdrica y actual, de diversa procedencia y an-
tigiedad (desde el s. XV al presente).

I1.1. Protocolos de biologia molecular empleados
para el anélisis del ADNmt antiguo

Obtencion de las muestras: Se selecciona una
pieza 0sea aparentemente bien conservada, de la
cual se desprende un fragmento de unos 2 cm? con
ayuda de una sierra de marqueteria. Las superficies
externas de la pieza 6sea se limpian por abrasion de
posibles ADN humanos actuales contaminantes me-
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diante una arenadora, que usa un chorro de arena o
particulas de metal lanzadas a presion (HAGELBERG,
1992).

La limpieza de las piezas dentarias se realiza me-
diante acidos. Los dientes se lavan en primer lugar
en una solucion de alto poder depurinizante (25%4c.
acético-15% ac. clorhidrico), la cual inactiva el ADN
superficial, tras lo cual se sumergen en una solucion
de etanol al 70% y H,O destilada estéril. Finalmente,
los dientes se irradian con luz U.V. de 254 nm de lon-
gitud de onda, la cual induce uniones covalentes en-
tre las bases de timina, impidiendo que estas cade-
nas se puedan amplificar (Fox etal., 1991).

Una vez limpiadas, las muestras se pulverizan
mediante un molino de impactacién electromagnéti-
ca (Freezer Mill, Spex Industries Inc., Edison, N.J.),
refrigerado con N, liquido. La muestra pulverizada se
decanta en un tubo estéril de plastico, debidamente
etiqguetado, donde se almacena a -20°C hasta el mo-
mento que se proceda a su extraccion.

Extraccion del ADN: En la fase de preservacion
de los tejidos antiguos ocurren procesos bioquimicos
y fisicoquimicos individuales, que implican que el es-
tado de preservacion de las moléculas organicas sea
diferente en cada espécimen. Por tanto, los métodos
de extraccion y purificacion de ADN variaran depen-
diendo de las cualidades especificas de la fuente del
material.

Tras probar diversos métodos de extraccion, he-
mos comprobado que la técnica basada en la extrac-
cién con fenol-cloroformoes la mas adecuada.

El hueso pulverizado se lava varias veces con 0,5
M EDTA (pH 8,0-8,5), ya que de este modo las célu-
las del hueso quedan accesibles a la solucién de lisis
y ademas se va eliminando la coloracion marrén que
adquiere el sobrenadante, la cual esta estrechamente
relacionada con el poder de inhibicién de los extrac-
tos de ADN (HAGELBERG & CLEGG, 1991).

Las muestras lavadas se incuban con agitacion
toda una noche a 37°C en 10 ml de tampén de lisis
(0,5 EDTA pH 8,0-8,5; 0,5% SDS; 0,05 M Tris-HCI pH
8,0y 0,01 mg/ml Proteinasa K). Despues, se recoge
el sobrenadante tras centrifugacién, y en él se proce-
de a la extraccion del ADN con fenol-cloroformo y
cloroformo. El extracto de ADN se desaliniza y con-
centra hasta 300 pl en un Centricon-30 (Amicon).

Las extracciones se comprueban mediante mi-
gracion electroforética, utilizando un 10% del extrac-
to, en un minigel de agarosa al 1%. El ADN se visua-
liza por luz U.V. de 320 nm de longitud de onda tras
tincion con BrEt (Bromuro de Etidio); el tamafio del
ADN extraido se estima por comparacién con un
marcador de tamafio molecular.

Amplificacion: Se han disefiado 11 pares de pri-
mers o cebadores que flanquean una region adyacen-

te a las mutaciones puntuales que definen los haplo-
grupos. Esta regidon conviene que sea inferior a 140
pb de longitud, a fin de facilitar la amplificacion expo-
nencial de estas secuencias mediante la PCR. Los
parametros de amplificacion éptimos que hemos es-
tablecido para cada sistema analizado, se muestran
enlaTabla 2.

Los productos de amplificacion se comprueban
mediante migracién electroforética de geles de polia-
crilamida al 12% vy tincién con plata. Se debe com-
probar no solo las muestras que han amplificado po-
sitivamente, sino que el blanco de la extraccién y el
control negativo de la PCR no tengan producto de
amplificado.

Digestion enzimadtica: Se han amplificado 11
fragmentos del genoma mitocondrial, en los que se
observara la mutaciéon de una base mediante analisis
de fragmentos de restriccion. La caracteristica de es-
tos sistemas consiste en que las posiciones polimor-
ficas estdn comprendidas dentro de la secuencia de
reconocimiento de una enzima de restriccién, de mo-
do que la mutacién cambiara el patron de corte de di-
chaenzima.

Los productos amplificados se digieren con su
correspondiente  enzima de restricciéon. La
ausencia/presencia de corte también se comprueba
en un minigel vertical de poliacrilamida al 12%, me-
diante tincion con plata.

1l.2. Consideraciones generales sobre la mani-
pulacién de restos arqueolégicos en biologia mo-
lecular: criterios de autenticidad

El trabajo diario con ADN de tejido antiguo re-
quiere seguir una estricta disciplina para evitar la con-
taminacion de las muestras con ADN moderno.

Espacio de trabajo: Las reacciones de extrac-
cion del ADN de tejido antiguo se deben llevar a cabo
en un laboratorio libre de ADN gendmico moderno.
Asimismo, es conveniente separar fisicamente el
area de trabajo pre- y post-PCR (HAGELBERG, 1994,
Yap etal., 1992), llevando a cabo cada uno de los pro-
cesos en habitaciones diferentes; de este modo se
corre un menor riesgo de contaminacién con los am-
plificados creados en experimentos previos.

El lugar de trabajo y el aparataje empleado se de-
ben limpiar con lejia y alcohol frecuentemente (PRINCE
& ANDRUS, 1992) e irradiar con luz U.V. de corta longi-
tud de onda (Fox etal., 1991), antes de cada extrac-
cién, a fin de neutralizar las secuencias de ADN, que
se puedan encontrar adheridas en las superficies del
laboratorio y aparataje o en forma de aerosoles en el
aire. Esta radiacion a baja longitud de onda, se consi-
gue con ldmparas U.V. antifungicas comerciales, que
se colocaran en el laboratorio para activarlas durante
lanoche.
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i. Componentes de la reaccién de amplificacion

CONCENTRACIONES FINALES

Taq MgCl2 dNTP BSA Primer-1 Primer-2 ADN Buffer
5 U/uL 25 mM 25mMcu. 1 mg/ml 10uM 10uM diluido 10X
7025 Alul 1,15 2 200 20 0,4 0,4 5 1X
8249Avall 1,15 2 200 20 0,4 0,4 5 1x
13704 BstN | 1,15 2 200 20 0,3 0,3 5 1x
9052 Haell 1,15 2 200 20 0,4 04 5 1x
8994 Haellll 1,15 2 200 20 0,4 04 5 1x
12308 Hinfl 1,15 2 200 20 0,3 0,3 5 1x
4577 Nlalll 1,15 2 200 20 0,4 04 5 1x
ii. Parédmetros de la amplificacion: temperaturas, tiempos y ciclos
7025 Alul 8249 Avalll 9052 Hae Il 12308 Hinf |
94°C-5m 94°C-15s 94°C-5m 94°C-15s 94°C-5m 94°C-15s 94°C-5m 94°C-15s
57°C-5s | x20 59°C-5s | x40 51°C-5s | x40 55°C-5s | x40
72°C-10s 72°C-10s 72°C-10s 72°C-10s
94°C-15s 72°C-5m 72°C-5m 72°C-5m
58°C-5s | x20
72°C-10s 13704 BstN | 8994 Hae lll 4577 Nlalll
790C-5m 94°C-5m 94°C-15s 94°C-5m 94°C-15s 94°C-5m 94°C-15s
64°C-5s | x40 65°C-5s | x40 55°C-5s | x40
72°C-10s 72°C-10s 72°C-10s

Tabla 2. Concentraciones finales de los diferentes componentes
sistemasanalizados mediante digestién enzimatica

Material de laboratorio: Todo el material de la-
boratorio y equipamiento que se vaya a necesitar, es-
tara exclusivamente dedicado al trabajo con ADNa. El
material fungible debe ser desechable y ya esteriliza-
do previamente, siempre que sea posible; en caso
contrario se autoclavara y posteriormente se irradiara
con luz U.V. de 254 nm de longitud de onda en un
cross-linker (ULTRALUM) (Fox etal., 1991).

Durante la fase de extraccion y preparacion de
las reacciones de amplificacién, resulta aconsejable
utilizar puntas de pipeta con membrana (Finntip
Filter, Labsystems), para asi evitar la contaminacion
cruzada con ADNs de experimentos previos.

Por otra parte, resulta aconsejable no intercam-
biar la bata del laboratorio que se utiliza durante la fa-
se de extraccion con la que se utiliza cuando se anali-
zan los amplificados, ya que en ella pueden ir adheri-
das particulas de ADN de las diferentes fases del
proceso. Se deben usar guantes de vinilo o latex du-
rante todo el proceso de andlisis de las muestras, sin
que se intercambien los guantes empleados en una
fase con los de otra. La mascarilla bucal se empleara
durante la fase de preparacién y pulverizacién de la
muestra y durante la extraccion del ADN.

Reactivos de laboratorio: Es conveniente com-
prar todas las soluciones posibles ya preparadas, so-

de la mezcla de reaccion y los parametros de la amplificaciéon de los

bre todo las necesarias para la PCR, ya que de este
modo se garantiza la esterilidad de las mismas. Las
soluciones que no se puedan comprar, se prepararan
con agua destilada estéril, adquiridas en botellas se-
lladas. Las soluciones se prepararan lo mas rapido
posible, asegurandose de que su exposicién al am-
biente del laboratorio sea minima. Una vez hechas
las soluciones, se preparan alicuotas en tubos estéri-
les y se guardan debidamente etiquetados en las
condiciones apropiadas. De este modo, cuando apa-
rezca una sefal de contaminacion, sélo se desecha-
ran las alicuotas y no la solucién "stock". Ademas, el
uso repetido de la misma alicuota de reactivos au-
menta el riesgo de contaminacion, por lo que siem-
pre que sea posible, conviene realizar alicuotas de un
unicouso.

Control de la contaminacién en el laboratorio:
Es preciso realizar multiples controles para compro-
bar la contaminacion en los distintos pasos del pro-
ceso. Por ello, se han propuesto una serie de crite-
rios que se deben llevar a cabo para autentificar los
resultados obtenidos. Fundamentalmente se llevan a
cabo dos tipos de controles:

1.- uno durante la fase de extraccion de ADN de
los tejidos antiguos. La aparicion de un producto de
amplificacion en el Bg (blanco de la extraccién), esta-
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ria indicando que las muestras se han contaminado
durante la fase de extraccién y por tanto todas las
muestras extraidas junto con ese B, se deberan de-
sechar.

2.- durante la fase de amplificacién del ADNa.
Debido al estado fragmentado y presencia de lesio-
nes en el ADNa, se deben emplear técnicas molecu-
lares de gran especificidad y sensibilidad para su ana-
lisis, como la técnica de la PCR, lo cual lleva implicito
un alto riesgo de contaminacion. Por ello, se han pro-
puesto una serie de criterios que se deben llevar a
cabo para autentificar los resultados obtenidos. La
aparicion de amplificado en el control negativo de la
PCR, indicaria que uno o varios reactivos de la mez-
cla de reaccion estaban contaminados y por tanto to-
dos los resultados de ese experimento se desecha-
ran.

Cuando se trabaja con ADN humano, el unico cri-
terio valido de verificacion de los resultados, es la re-
produccion de los resultados en distintas muestras
del mismo individuo, o en ultimo caso en dos labora-
torios independientes, con todo el coste adicional
que conlleva este analisis por duplicado tanto econé-
mico como en tiempo.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION
lll.1.- Muestras

ll.1.1.- Eleccion del material a estudiar: restos
O6seos versus piezas dentarias

Con el fin de valorar la eficiencia de los restos
0seos y piezas dentarias a la hora de conseguir resul-
tados positivos, se han analizado restos 6seos y den-
tarios pertenecientes al mismo sujeto (en aquellos
casos en los que fue posible asignar un conjunto de
restos a un mismo individuo).

Al igual que otros autores (ZIERDT et al., 1996;
LALueza, 1995) hemos observado que los extractos
de ADN obtenidos a partir de tejido 6seo ofrecen ma-
yor cantidad de ADN, aunque éste es de peso mole-
cular mas elevado (Figura 1). La mayor cantidad y pe-
so molecular del ADN procedente del hueso compa-
rado con el del diente puede ser debida, principal-
mente, a la infiltracion al interior del hueso de otras
especies (hongos, bacterias...), cuyo ADN se ha ex-
traido junto con el del hueso (BROWN & BROWN,
1992). En este sentido, la capa de esmalte que esta
protegiendo la dentina, es una barrera contra la infil-
tracién hacia el interior de la cavidad pulpar (donde se
encuentra el ADN) de microorganismos, cuyo ADN
seria extraido junto con el del diente (THUESEN &
ENGBERG, 1990). Este ADN exdgeno puede competir
con el ADN enddgeno de los tejidos antiguos por los
primers durante la amplificacion (Hummer &
HERRMANN, 1994a).

564 pb

Figura 1.- Analisis electroforético de los extractos de ADN obteni-
dos a partir de: A.- Tejido éseo y B.- Tejido dentario. M: Marcador
de tamafio molecular, A Hindll (las posiciones vienen indicadas en
pb); Bg: Blanco de la extraccion. Gel de agarosa al 0,7% vy tincion
con BrEt.

Aunque, los extractos de ADN de piezas dentales
ofrecen una menor cantidad de ADN y de menor pe-
so molecular, sin embargo son méas apropiados que
el hueso para la fase de amplificacién, ya que el ADN
obtenido corresponde mayoritariamente al tejido den-
tario, siendo despreciable el ADN procedente de
otras especies. El rendimiento de la amplificacion ha
sido mas alto en el caso del ADN procedente de los
dientes. Mientras que en las muestras analizadas de
SJAPL, el 85% de los extractos de ADN obtenidos a
partir de diente ofrecian resultados positivos, sola-
mente en el 55% de las muestras de hueso se pudo
determinar el haplogrupo. Sin embargo, en las mues-
tras actuales y algunas histéricas, el 100% de las
muestras, tanto en dientes como en hueso se han
podido determinarse, si bien en el caso de los extrac-
tos de las piezas dentarias resulté mas facil.



GENETICA Y ARQUEOLOGIA: ANALISIS MOLECULAR DE ADN PROCEDENTE DE RESTOS ESQUELETICOS

lll.1.2.- Influencia del grado de preservaciéon de
las muestras en el éxito del analisis

Degradacién del ADN: Los resultados obteni-
dos en los extractos de ADNa, indican que el ADN
obtenido corresponde, principalmente, al rango de
4.000-125 pb (pares de bases), estando la mayor pro-
porcion en el rango de 500-125 pb (Figura 1). El
ADNa esta reducido a un tamafno <500 pb, en parte
como consecuencia de la accién de las nucleasas,
que tras la muerte del organismo aumentan su activi-
dad (PAABo, 1985b; DORAN etal., 1986) y también por
las reacciones de oxidacion que crean lugares apuri-
nicos o apirimidinicos, por donde se rompen poste-
riormente las cadenas de ADN (PAABo, 1989; ROoGAN
&SALvVO, 1990).

Al igual que otros autores (ZIERDT et al., 1996;
LALUEZA, 1995) también hemos observado ADN de al-
to peso molecular (8-20 Kb) en los extractos de ADN
obtenidos de material 6seo, que corresponderia al
ADN de otras especies (hongos, bacterias, ...) (BROWN
& BROWN, 1992) o incluso podria tratarse de fragmen-
tos de ADN que se han unido entre si (PAABo, 1989;
RoGaN & SaLvo, 1990) (Figura 1).

Valoracién del grado de preservacion de los
restos esqueléticos: E| éxito de la amplificacion de-
pende directamente del estado de conservacion del
material de partida. Este puede valorarse a través de
los siguientes parametros:

a.- En el hueso, las piezas macroscépicamente
mejor preservadas son las mas adecuadas para el
muestreo, ya que la degradacion autolitica y post-
mortem que afectan a la estructura macroscopica
también afectan al ADN (HAGELBERG etal., 1991). Las
areas Optimas son generalmente las extremidades
del especimen, ya que estan fuera de la accién de
los microbios entéricos que surgen una vez muerto
el organismo, de modo que se limita el tiempo de
degradacién (PAABo, 1985b; CooPER, 1994). Porello,
de entre todo el material éseo de estudio, hemos se-
leccionado aquellos fémures que ofrecian una super-
ficie externa lisa, brillante y bien conservada.

b.- En relacién a las piezas dentarias disponibles,
se han desechado aquellas que no presentaban la
corona o la raiz completamente formadas (correspon-
dientes a individuos infantiles y juveniles) y/o algun
tipo de caries. Tampoco se han considerado los dien-
tes con fracturas o fisuras, ya que pueden ser una
via de entrada de ADNs exdgenos al interior de la ca-
vidad pulpar, donde se encuentra el ADN del indivi-
duo.

Antigiiedad y factores ambientales: Hemos
observado, al igual que otros autores, que la obten-
cién de resultados positivos depende menos de la
antigledad de los restos, que del estado de preser-

vacion individual de cada muestra, siendo las condi-
ciones del enterramiento las que influyen en mayor
medida en el estado de preservacion del ADNa
(HAGELBERG & CLEGG, 1991 ; HAGELBERG etal., 1991).

Los procesos hidroliticos y oxidativos, que ocu-
rren una vez muerto el organismo, provocan la rotura
de las cadenas de ADN (DoraN et al., 1986; PAABO,
1985a). Estos procesos dependen directamente de
las condiciones ambientales:

a.- Los ambientes humedos favorecen la depuri-
nizacién del ADN, lugares por los que luego se rom-
pe la cadena de ADN (LINDAHL, 1993).

b.- Temperaturas entre 34-40°C favorecen la de-
gradacién microbiana y la autdlisis enzimatica
(NIELSEN & THUESEN, 1994).

c.- Los valores de pH cercanos a la neutralidad
favorecen la preservacion del ADN (PAABo & WILSON,
1991).

Por tanto los restos inhumados en un ambiente
humedo, con una temperatura en torno a los 37°C y
en medios acidos, se degradarian mas rapidamente
que los restos de ambientes aridos o articos.

Hemos observado diferencias entre los distintos
individuos del mismo yacimiento en cuanto al grado
de conservacién del ADNa. Estas diferencias pueden
deberse a una deshidratacion diferencial (HAGELBERG
& CLEGG, 1991). Cuando inmediatamente tras la
muerte se produce una deshidratacion de los tejidos,
quedan inhibidos gran parte de los procesos autoliti-
cos y de degradacién que se producen tras la muerte
del organismo, ya que éstos requieren la presencia
de H,O para ser efectivos. De este modo, la época
del afio en la que los individuos fueran enterrados, in-
fluiria directamente en este proceso.

lll.2. Discusion sobre la puesta a punto de la téc-
nicas de analisis

lll.2.1. Contaminacion

La mayor limitacion con la que se encuentra esta
linea de investigacion es la contaminacion de la
muestra con pequefias cantidades de ADN exdgeno.
La baja cantidad y escasa calidad (presencia de nu-
cledtidos modificados en su secuencia) del ADNmt
recuperado de tejidos antiguos, dificultan su eficien-
te amplificacion. Por ello, la amplificacién via PCR de
pequeias cantidades de ADN exdgeno se ve favore-
cida frente al ADN enddgeno de la muestra.

Contaminacion durante la fase de analisis en
el laboratorio: Durante las fases iniciales de este
proyecto, la contaminacion fue el problema técnico
mas grave que hubo que superar, ya que mientras
no se eliminara ésta, no habia modo de comprobar la
autenticidad de los resultados. Para ello, se realiza-
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ron una serie de muestras control, que permitieran
detectar la contaminacion.

Durante la fase de extraccién y purificacion he-
mos llevado a cabo, en paralelo, un blanco de la ex-
traccion (B,), asi llamada a una muestra que se so-
mete a todo el proceso de la extraccion, pero en la
cual no se anade tejido (HAGELBERG et al., 1989;
PAABO etal., 1989). De este modo, un B, contamina-
do nos estaria indicando que los reactivos empleados
para la extraccion de las muestras estaban contami-
nados o que algun paso de la extraccion tiene un alto
riesgo de contaminacion. Como resultado, se descar-
tarian de futuros analisis las muestras asociadas a
ese B, contaminado.

Las posibles contaminaciones ocurridas durante
la reaccion de amplificacién se pueden detectar me-
diante un control negativo de PCR, en el que se han
afadido todos los reactivos necesarios para la ampli-
ficacion, excepto el ADN molde (HUMMEL &
HERRMANN, 1994; FRANCALACCI, 1995)y como resulta-
do debe carecer de producto de amplificado especifi-
Co.

A partir del momento en que se llevo a cabo la
separacion fisica de los espacios de trabajo de ex-
traccién y del trabajo pre-y post-PCR, se obtuvieron
B, y controles negativos de la amplificacion limpios
(sin producto especifico de amplificado), requisito in-
dispensable para que las muestras fueran considera-
das para el tipaje.

Aunque la realizacion de estos controles de con-
taminacion durante la fase de extraccion y amplifica-
cién supone, en principio, un mayor volumen de tra-
bajo y mayor coste econémico, a la larga resulta muy
ventajoso, ya que nos esta indicando posibles fuen-
tes de contaminacién durante la manipulacién de las
muestras en el laboratorio y nos evita el analisis inne-
cesario de muestras contaminadas.

Contaminacion durante la excavacion de los
restos: En esta fase, los restos se pueden contami-
nar con ADN humano desprendido de las células
muertas de la piel de las personas que realizan la ex-
cavacion. Esta contaminacion es evitable en gran me-
dida, siempre y cuando se mantengan unas razona-
bles condiciones de "esterilidad", tales como llevar
guantes y preferiblemente mascarilla durante la exca-
vacion (BROWN & BRowN, 1992).

El problema de la contaminacion antes y durante
la excavacion, reside principalmente en la dificultad
de su deteccion. La unica forma de asegurarse de
que los resultados obtenidos corresponden al ADN
endogeno de la muestra, es realizar multiples extrac-
ciones de diferentes piezas 6seas del mismo indivi-
duo y comprobar que en todas ellas se obtiene el
mismo resultado (PAABo, 1989; PAABo et al, 1989;
RicHARDS etal., 1993, 1995; FRANCALACCI, 1995).

La contaminacién durante la fase de excavacién
se ha podido eliminar desechando la superficie exter-
na de las muestras éseas y sometiendo las piezas
dentales a un tratamiento de limpieza basado en aci-
dos (GINTHER et al., 1992), sin correr el riesgo de que
el acido penetre en el interior de la muestra y destru-
ya el ADN enddgeno, ya que éste se encuentra pro-
tegido dentro de la cavidad pulpar.

La obtencion del mismo resultado a partir de teji-
do 6seo y dentario de un mismo individuo, indica que
la limpieza de las superficies externas mediante abra-
sién (de los tejidos 6seos) y acidos (de las piezas
dentarias) ha sido capaz de eliminar posibles conta-
minantes adheridos a la superficie de los tejidos.

Contaminacion con ADN de otras especies: El
ADN de otros organismos (bacterias, hongos, insec-
tos, ...) co-extraido junto con el del espécimen, no
constituye un grave problema cuando se utilizan pri-
mers especificos humanos (HUMMEL & HERRMANN,
1991), aunque puede causar reacciones competitivas
con los primers durante la amplificacion, favorecien-
do la aparicion de productos inespecificos (HUMMEL &
HERRMANN, 1994).

Los extractos de ADN de piezas dentarias no
mostraban, en general la presencia de ADN de alto
peso molecular (procedente de hongos, bacterias, in-
sectos, etc,...), obteniéndose ademas una mayor re-
producibilidad de los resultados en comparacién con
el ADN procedente de los restos 6seos.

l1.2.2. Inhibicién

Otro de los problemas importantes cuando se
trabaja con ADN extraido de tejidos arqueolégicos es
la aparicién de factores inhibitorios que impiden la
amplificacién (PAABo et al., 1990; RICHARDS et al.,
1993). Existen varias hipotesis sobre la naturaleza
quimica y etioldgica de estos agentes inhibitorios:

Segun PAABO (1989), dichos compuestos estarian
relacionados con los productos de Maillard derivados
de la reduccién de los azucares que componen el
ADN. Alternativamente, HAGELBERG & CLEGG (1991),
CooPeR (1994), RicHARDS etal. (1993) y Tuross (1994)
consideran que estas sustancias son porfirinas, abun-
dantes en la materia organica y compuestos del sue-
lo (hierro, taninos, acidos humicos, acidos fulvicos).
Estos factores inhibitorios se identifican por una fluo-
rescencia azulada que se localiza a la altura de los
fragmentos de 1.000 pb, cuando se visualizan los ex-
tractos con luz U.V. tras tincién con BrEt de los geles
de comprobacién. Hemos comprobado al igual que
otros autores (RICHARDS et al., 1993; TurR0SS, 1994),
que si a un extracto de ADN actual afiadimos peque-
fias cantidades de los extractos de ADNa, su amplifi-
cacion puede llegar en algunos casos a inhibirse
completamente. Sin embargo, ROGAN & SALVO (1990)
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tras conseguir amplificar mezclas que contemplan
ADNa y moderno, argumentan que es el dafio exis-
tente en los acidos nucléicos lo que inhibe la amplifi-
cacion.

Hemos logrado superar la inhibicién, afiadiendo
al tampén de amplificacion 40 pg/ml de BSA
(Albumina Sérica Bovina) y tomando 5-10 pl (depen-
diendo de la muestra) de una diluciéon 1:15 del ex-
tracto de ADN.

Al diluir las muestras se reduce la cantidad de los
factores inhibitorios hasta un nivel no inhibitorio de la
Taq polimerasa, sin embargo también se reduce la
cantidad de ADN. Por lo tanto, hay que buscar la dilu-
cién adecuada de los extractos, de modo que los
agentes inhibitorios presentes en el mismo no impi-
dan la amplificacién y al mismo tiempo, permanez-
can suficientes copias de ADN molde para su amplifi-
cacién. Adicionalmente, HAGELBERG et al. (1989) han
observado que la inhibicién de la Taq polimerasa se
puede superar afadiendo BSA a los extractos, sus-
tancia que se une a gran cantidad de compuestos
(grupos hemo, acidos grasos) que son inhibidores
potenciales de la Taqpolimerasa (SENSABAUGH, 1994).

ll1.2.3. Amplificacion del ADNa: protocolo y efi-
ciencia

Tras haber superado los problemas causados por
la inhibicion de la Taq polimerasa, mediante la adi-
cion de BSA y dilucién de las muestras, hemos pro-
cedido a ajustar los parametros de amplificaciéon de
tal manera que se obtenga el maximo rendimiento
durante la reaccién de amplificacién (Tabla 2).

Como se puede observar en la Tabla 3, existe
bastante variabilidad en relacién al rendimiento de la
amplificacién. Mientras que algunos sistemas pre-
sentan un porcentaje elevado de muestras amplifica-
das con éxito (7025 Alu | [89%]; 13704 BstN | [73%)];
9052 Hae Il [60%]; 13208 Hinfl [58,2%]), en otros
sistemas este porcentaje se reduce casi a la mitad
(8994 Hae lll [37%]; 8249 Ava Il [34,5%)]).

N %RA
7025 Alul 55 89
4577 Nla ll 55 53
8249 Avalll 55 34,5
8994 Hae ll 55 60
9052 Hae lll 55 37
12308 Hinfl 55 58,2
13704 BstN | 55 72,7

Tabla 3. Rendimiento de la amplificacién con los sistemas emplea-
dos. (N: tamafio de la muestra; %RA: rendimiento de la amplifica-
cion;)

Las razones de esta variabilidad en el rendimien-
to de la amplificacion pueden ser: a.- la secuencia del
fragmento a amplificar (no la de los cebadores) po-
sea homologias que provocan la formacién de es-
tructuras secundarias, que dificultan la desnaturaliza-
cion completa del ADN molde y b.- deficiente anilla-
miento de los cebadores al ADN molde, debido a un
menor contenido en pirimidinas en su secuencia
(O'Rourke et al., 1996). Si no existiera la limitacion
en el tamafio del fragmento a amplificar, este hecho
podria evitarse amplificando un fragmento mayor, de
modo que la composicion de bases fuera mas regu-
lar, y no hubiera problemas para su amplificacion.

Por otro lado, hemos comprobado que la repro-
ducibilidad de los resultados no es del 100%, es de-
cir, no siempre se obtienen amplificados positivos
cuando se analizan diferentes alicuotas de la misma
muestra. Esta observacién puede explicarse asu-
miendo que cada alicuota de ADN diluida contiene
muy pocas moléculas de ADN molde, por azar algu-
na de las alicuotas realizadas puede carecer de mol-
de. Por ello, cuando se trata de llevar a cabo la repro-
duccion de los resultados, en algunas muestras no
se confirman los resultados positivos obtenidos pré-
viamente con ofras alicuotas de la misma muestra, lo
que hace necesario un mayor nimero de experimen-
tos. Por tanto, cuando se obtiene un resultado nega-
tivo es conveniente repetir la prueba varias veces, ya
que la causa de ese resultado podria ser la ausencia
de moléculas de ADN molde amplificables en la ali-
cuota empleada, por efecto de la dilucion.

l1l.3. Analisis enzimatico del ADN mitocondrial

Los productos de amplificacién que reunen las
condiciones idéneas para su tipaje, como son: sufi-
ciente cantidad de producto amplificado para su de-
teccion mediante tincién con plata, y blancos de ex-
traccion y controles negativos de la amplificacion co-
rrectos, se digieren con el enzima de restriccion co-
rrespondiente. Sin embargo, se ha podido comprobar
que a pesar de su correcta amplificacién, algunas
muestras daban un tipaje ambiguo tras la digestion.
Esta ambigledad consistia en la presencia simulta-
nea tanto de las bandas correspondientes al produc-
to amplificado, como de los fragmentos digeridos.
Estos resultados ambiguos pueden atribuirse a diver-
sos factores, tales como: digestion deficiente, conta-
minacion con secuencias de ADN actuales, errores
durante la PCR, amplificacién inadvertida de insercio-
nes nucleares del ADNmt y heteroplasmia del
ADNmt (IzaGRRE et al., 1997).

La explicaciéon mas plausible de los resultados
ambiguos en las digestiones del producto amplifica-
do de ADNmt antiguo es el estatus quimico alterado
del propio ADNa, lo cual le confiere resistencia a la
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actuacion de los enzimas de restriccién. Se ha esti-
mado que aproximadamente una base de cada 20,
se encuentra modificada (PAABo, 1989), de tal mane-
ra que en esas posiciones el ADNa ha perdido los lui-
gares de corte de los enzimas de restriccion. Si la
amplificacién comienza a partir de un numero bajo de
moléculas molde, las cuales ademas estan modifica-
das, el resultado final sera un producto amplificado
heterogéneo, que daré lugar a tipajes ambiguos.

Por tanto, aunque la contaminacion con fragmen-
tos de ADN actuales de algunas muestras, no se
puede descartar a pesar de que los controles de la
contaminacion hayan sido correctos, se puede indi-
car que las digestiones parciales son debidas, princi-
palmente, a la incorporacion aleatoria de nucleétidos
durante la PCR, en los lugares modificados de la se-
cuencia del ADN molde.

Después de analizar los resultados obtenidos,
hemos podido comprobar que es muy importante el
estado de conservacién del especimen para obtener
ADN amplificable. Para una buena preservacion del
ADN de los individuos de un yacimiento son muy im-
portantes las condiciones ambientales en el que ha
sido enterrado, como la temperatura, pH y humedad,
incluso mas que la antigiedad del yacimiento
(HAGELBERG etal., 1991; PAABO, 1989).

De todos los materiales analizados, los restos
histéricos han mostrado una mayor eficiencia tanto
durante la amplificacién como en el tipaje de las di-
gestiones, lo cual se podria relacionar con el hecho
de que éstos se hubieran conservado cubiertos con
una capa de cal, que pudiera favorecer una mayor
preservacion del ADN. Por otro lado, las muestras de
ADN extraidas de los restos de una coleccién ésea
reciente (contrariamente a lo esperado) han presen-
tado numerosos problemas, que hemos relacionado
con el hecho de estar enterrados directamente en el
suelo o en nichos en la pared, sin ningun tipo de pro-
teccion frente a los factores que afectan a la supervi-
vencia del ADN (pH, temperatura y humedad).

Por otro lado, hemos encontrado grandes dife-
rencias en el rendimiento de la amplificacion del
ADN en restos del mismo yacimiento. Mientras que
algunas muestras se pueden tipar correctamente sin
mayores dificultades, otras, ofrecen numerosos pro-
blemas tanto en la eficiencia de la amplificacién co-
mo en el tipaje de la digestion. A pesar de su aparen-
temente correcta amplificacion, ofrecen tipajes ambi-
guos tras la digestién enzimatica, lo cual puede rela-
cionarse con un bajo nimero de moléculas molde, al-
gunas de cuyas bases probablemente estan degrada-
das por efecto de la autdlisis y oxidaciéon post-mor-
tem; por tanto, en el producto final podemos hallar
tanto las moléculas intactas como las generadas a
partir de los moldes dafiados. PAABo (1989) ha obser-
vado que es muy importante la rapidez con la cual se

desecan los tejidos tras la muerte del organismo, ya
que cuanto menor sea el tiempo de accioén de las en-
zimas autoliticas, mejor sera el grado de preserva-
cion de las moléculas de ADN.

Debido al grado de deterioro del ADNa (tanto en
cuanto al tamafio como a la secuencia) junto con el
alto riesgo de contaminacién con ADN contempora-
neo, es necesario llevar a cabo exhaustivos controles
de contaminacion a lo largo de todos los pasos del
analisis asi como realizar multiples comprobaciones
del mismo resultado, tanto en diferentes extractos
del mismo individuo como en diferentes alicuotas del
mismo extracto. Y en todas ellas, el resultado obteni-
do debe coincidir. Todas estas medidas implican que
los estudios moleculares con extractos de ADN recu-
perados de restos antiguos, se prolongan en el tiem-
po mucho méas que los analisis llevados a cabo en
muestras actuales.

Por otro lado, la baja eficiencia obtenida durante
la amplificaciéon y el pobre rendimiento obtenido en
los tipajes correctos, implican la reduccién del tama-
Ao muestral de partida. A pesar de todo ello, es posi-
ble obtener resultados, los cuales se pueden compa-
rar con los datos obtenidos en la poblacion actual y
tratar de elaborar hipétesis evolutivas.
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