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RESULTADOS

1. EXTRACCIONES

Las extracciones se realizaron de acuerdo con el protocolo ya descrito en el

apartado 7 del capitulo “M¢étodos” en grupos formados por 7 muestras mas un blanco de

extraccion. De esta manera se procesaron un total de 139 muestras y 23 blancos en 21

grupos de extraccion. La muestra TR15 fue extraida dos veces a partir de dos alicuotas

del mismo polvo de hueso por motivos de contaminacién. La Tabla R1 resume las

cantidades de polvo de hueso obtenidas tras la trituracion de las muestras asi como los

volimenes de los extractos resultantes.

Tabla R1. Extracciones de las muestras analizadas en la presente tesis doctoral. Cuando fue posible parte del polvo
obtenido tras la trituracion de la pieza dsea o dental fue procesado y el remanente guardado para otras aplicaciones.
De la misma manera, el volumen de extracto de DNA obtenido fue redistribuido en dos alicuotas, a partir de una de
las cuales se intento la amplificacion de un segmento de la region control del mtDNA.

Grupo Yacimiento Muestra
extraccion Peso del polvo de hueso (g) Volumen de los extractos (pul)
Total Procesado Reserva Total Procesado Reserva
1 Tell Halula TH1 2.59 1.34 1.27 750 375 375
1 Tell Halula TH3 1.23 0.67 0.54 1500 750 750
1 Tell Halula TH6 1.55 0.93 0.62 800 400 400
1 Tell Halula THS8 1.15 0.87 0.29 1000 500 500
1 Tell Ramad TR1 1.36 0.74 0.57 400 200 200
1 Tell Ramad TR2 1.29 0.68 0.57 350 175 175
1 Tell Ramad TR3 1.33 0.70 0.57 580 290 290
1 Tell Ramad TRS5 0.51 0.51 0 450 225 225
1 Control extraccion CEl - - - 325 162.5 162.5
2 Tell Ramad TRS 1.15 0.72 0.43 470 250 220
2 Tell Ramad TR10 0.63 0.63 0 70 40 30
2 Tell Ramad TR13 0.56 0.56 0 310 160 150
2 Tell Ramad TR15-1 0.91 0.70 0.18 125 65 60
2 Control extraccion CE2 - - - 620 310 310
3 Tell Ramad TR15-2 0.18 0.18 0 170 90 80
3 Control extraccion CE3 - - - 190 100 90
3 Control extraccion CE4 - - - 190 100 90
3 Control extraccion CE5 - - - 90 60 30
4 Nerja INE 0.91 0.77 0.13 275 150 125
4 Nerja 2NE 1.54 0.77 0.77 340 170 170
4 Nerja 3NE 1.88 0.73 1.14 340 200 140
4 Nerja 4ANE 1.04 0.74 0.30 240 140 100
4 Nerja 5NE 1.95 0.79 1.12 145 75 70
4 El Pirulejo 1P1 0.34 0.34 0 80 50 30
4 El Pirulejo 2P2 0.77 0.77 0 100 50 50
4 Control extraccion CE6 - - - 150 75 75
5 Tell Halula TH2 1.24 0.61 0.63 125 75 50
5 Tell Halula TH4 1.27 0.69 0.68 200 100 100
5 Tell Halula THS5 0.44 0.44 0 280 150 130
5 Tell Halula TH7 0.64 0.64 0 50 25 25
5 Tell Ramad TR7 1.88 0.63 1.25 1200 600 600
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Tabla R1. (Continuacion).

Grupo Yacimiento Muestra
extraccion Peso del polvo de hueso (g) Volumen de los extractos (pl)
Total Procesado Reserva Total Procesado Reserva

5 Tell Ramad TR9 1.31 0.61 0.69 610 310 300
5 Tell Ramad TR11 1.00 0.61 0.38 1300 700 600
5 Control extraccion CE7 - - - 1100 600 500
6 Tell Ramad TR4 0.51 0.51 0 200 100 100
6 Tell Ramad TR6 0.69 0.69 0 500 250 250
6 Tell Ramad TRI12 0.89 0.70 0.19 190 100 90

6 Tell Ramad TR19 1.05 0.59 0.45 525 275 250
6 Tell Ramad TR14 1.66 0.67 0.98 120 70 50

6 Tell Ramad TR16 1.25 0.65 0.60 165 100 65

6 Tell Ramad TR18 1.16 0.58 0.56 365 200 165
6 Control extraccion CES8 - - - 250 150 100
7 Amir Abdallah AAl 0.98 0.58 0.40 145 75 70

7 Amir Abdallah AA2 0.82 0.62 0.19 100 50 50

7 Amir Abdallah AA3 0.29 0.29 0 195 100 95

7 Amir Abdallah AA4 0.43 0.43 0 155 100 55

7 Amir Abdallah AAS 0.42 0.42 0 460 250 210
7 Amir Abdallah AA6 0.93 0.67 0.26 210 110 100
7 Amir Abdallah AA7 0.56 0.56 0 520 270 250
7 Amir Abdallah AAS8 0.68 0.68 0 525 275 250
7 Amir Abdallah AA9 0.20 0.20 0 450 225 225
7 Amir Abdallah AALll 0.28 0.28 0 200 100 100
7 Amir Abdallah AA12 0.53 0.53 0 300 150 150
7 Control extraccion CE9 - - - 375 200 175
8 Toledo TO1 0.57 0.57 0 900 450 450
8 Caldeirdo CA7 0.87 0.62 0.26 950 500 450
8 Control extraccion  CEl1 - - - 600 300 300
8 Abauntz 1ABS 0.32 0.32 0 400 200 200
8 Abauntz AB9 2.74 0.68 2.03 350 175 175
8 Abauntz AB13 1.72 0.64 1.08 450 225 225
9 Abauntz ABl14 2.07 0.66 1.40 410 205 205
9 Abauntz ABI15 1.37 0.60 0.77 970 485 485
9 Abauntz AB17 1.60 0.69 0.93 800 400 400
9 Abauntz ABI1 1.83 0.64 1.18 650 325 325
9 Control extraccion  CEI12 - - - 325 162 163
10 Abauntz AB20 0.90 0.61 0.30 615 307 308
10 Tres Montes 2TM1 0.51 0.51 0 440 220 220
10 Tres Montes 1TM2 0.96 0.65 0.32 855 427 428
10 Tres Montes 1TM4 0.51 0.51 0 300 150 150
10 Tres Montes 1TM5 0.75 0.62 0.14 680 340 340
10 Tres Montes 1TM6 0.81 0.65 0.19 1140 570 570
10 Tres Montes ™11 0.62 0.62 0 610 305 305
10 Control extraccion  CEI13 - - - 660 330 330
11 Tell Halula 1H9 0.44 0.44 0 210 110 100
11 Tell Halula 2HI11 0.90 0.57 0.24 600 300 300
11 Tell Halula 2H13 1.49 0.64 0.77 710 360 350
11 Tell Halula 1H14 0.48 0.48 0 320 170 150
11 Tell Halula 1H15 1.16 0.55 0.50 690 360 330
11 Tell Halula 1H17 0.31 0.31 0 880 440 440
11 Tell Halula 1H18 0.37 0.37 0 755 380 375
11 Control extraccion  CEl14 - - - 550 300 250
12 Tell Halula 2H20 1.38 0.60 0.65 145 70 75

12 Tell Halula 1H21 0.98 0.61 0.24 330 170 160
12 Tell Halula 2H9 0.38 0.38 0 440 220 220
12 Tell Halula 2H10 0.51 0.51 0 415 215 200
12 Tell Halula 3HI11 0.92 0.60 0.30 460 230 230
12 Tell Halula H12 3.38 0.62 2.74 1150 580 570
12 Tell Halula 1H16 0.77 0.54 0.20 600 300 300
12 Control extraccion ~ CE15 - - - 770 390 380
13 Sant Pau SP2 0.91 0.47 0.45 525 275 250
13 Sant Pau 2SP6 0.11 0.11 0 120 60 60
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Tabla R1. (Continuacion).

Grupo Yacimiento Muestra
extraccion Peso del polvo de hueso (g) Volumen de los extractos (pl)
Total Procesado Reserva Total Procesado Reserva

13 Sant Pau 1SP7 0.75 0.61 0.14 55 30 25

13 Sant Pau 1SP18 0.79 0.67 0.12 750 400 350
13 Sant Pau SP19 1.99 0.62 1.35 250 150 100
13 Sant Pau 1SP6 0.21 0.21 0 500 250 250
13 Sant Pau 2SP7 2.03 0.64 1.38 700 400 300
13 Control extraccion  CEl16 - - - 600 300 300
14 Sant Pau 2SP18 1.80 0.60 1.17 440 220 220
14 Dja’de DJ1 0.58 0.58 0 80 40 40

14 Dja’de DJ3 0.80 0.61 0.19 600 300 300
14 Dja’de 1DJ4 0.79 0.61 0.19 140 70 70

14 Dja’de 1DJ6 0.82 0.61 0.22 380 200 180
14 Dja’de 2DJ6 0.37 0.37 0 120 60 60

14 Tres Montes ™3 0.62 0.62 0 105 60 45

14 Control extraccion  CE17 - - - 120 80 40

15 Muge TAS8 1.80 0.66 1.11 660 350 310
15 Muge TA7 0.53 0.53 0 1295 650 645
15 Muge TA9 2.15 0.61 1.49 492 246 246
15 Caldeirao CAS8 1.75 0.61 1.10 900 450 450
15 Tres Montes 2TM4 0.60 0.60 0 1520 770 750
15 Tres Montes ™7 0.60 0.60 0 1140 590 550
15 Tres Montes TMI12 0.63 0.63 0 1180 580 600
15 Control extraccion  CEI18 - - - 145 72 73

16 Abauntz AB3 0.68 0.68 0 880 440 440
16 Abauntz ABS 0.79 0.64 0.16 200 100 100
16 Abauntz AB6 0.76 0.66 0.12 940 470 470
16 Abauntz AB21 1.03 0.70 0.34 450 225 225
16 Tres Montes TMS8 1.09 0.66 0.43 240 120 120
16 Tres Montes TMI10 0.54 0.54 0 770 385 385
16 Tres Montes TMI13 0.47 0.47 0 970 485 485
16 Control extraccion  CEI19 - - - 860 430 430
17 Mari 1IMAL1 0.79 0.64 0.15 700 350 350
17 Mari 2MA2 0.86 0.62 0.24 790 395 395
17 Mari 1MA3 0.35 0.35 0 500 250 250
17 Mari 1MA4 0.83 0.62 0.21 595 300 295
17 Mari 2MA4 0.49 0.49 0 385 200 185
17 Mari 1MAS5 0.42 0.42 0 300 150 150
17 Mari 1IMAG6 0.95 0.59 0.36 200 100 100
17 Control extraccion  CE20 - - - 265 135 130
18 Mari 1MA7 0.36 0.36 0 185 145 140
18 Mari 1MAS 1.28 0.59 0.69 365 185 180
18 Mari 2MA10 0.64 0.64 0 390 200 190
18 Mari 3MALIl1 0.67 0.67 0 420 220 200
18 Mari IMA12 0.96 0.58 0.38 1030 530 500
18 Control extraccion  CE21 - - - 400 200 200
19 Tell Halula 1H24 0.6 0.6 0 290 145 145
19 Tell Halula 1H26 0.63 0.63 0 430 215 215
19 Tell Halula 1H28 0.88 0.67 0.21 260 130 130
19 Tell Halula 2H30 0.66 0.66 0 340 170 170
19 Tell Halula 1H1 0.87 0.61 0.25 670 335 335
19 Tell Halula 1H2 1.15 0.65 0.5 850 425 425
19 Tell Halula 2H31 0.71 0.59 0.12 360 180 180
19 Tell Halula 1H32 0.36 0.36 0 450 225 225
19 Tell Halula 1H33 0.45 0.45 0 280 140 140
19 Tell Halula 2H25 0.77 0.65 0.12 240 120 120
19 Tell Halula 2H34 0.42 0 0 290 145 145
19 Control extracciéon ~ CE22 - - - 500 250 250
20 Tell Halula H35 0.53 0.53 0 330 165 165
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Tabla R1. (Continuacion).

Grupo Yacimiento Muestra
extraccion Peso del polvo de hueso (g) Volumen de los extractos (pl)
Total Procesado Reserva Total Procesado Reserva
20 Tell Halula 1H36 0.33 0.33 0 625 325 300
20 Tell Halula 1H37 0.18 0.18 0 540 270 270
20 Tell Halula 2H38 1.31 0.59 0.72 865 435 430
20 Tell Halula 1H39 1.05 0.63 0.42 430 215 215
20 Tell Halula 1H40 1.85 0.63 1.22 470 235 235
20 Tell Halula 2H40 1.16 0.63 0.53 260 130 130
20 Control extraccion  CE23 - - - 665 335 330
21 Tell Halula 2H41 0.38 0.38 0 530 265 265
21 Tell Halula H42 0.82 0.61 0.21 475 250 225
21 Tell Halula 1H43 0.61 0.61 0 650 325 325
21 Tell Halula H44 1.49 0.6 0.89 575 300 275
21 Tell Halula 1H45 1.24 0.57 0.65 450 225 225
21 Tell Halula 1H46 0.24 0.24 0 460 230 230
21 Tell Halula 2H47 0.39 0.39 0 500 250 250
21 Control extraccion  CE24 - - - 810 410 400
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2. CONTENIDO TOTAL Y RACEMIZACION DE AMINOACIDOS

2.1. Contenido total de aminoacidos

2.1.1. Aminoacidos estimados

Se obtuvieron 105 resultados de aminoécidos en todas las muestras estudiadas
segun el procedimiento descrito en el apartado 2.1 del capitulo “Métodos”. Esto supone
una media de 2.69 aminoacidos por muestra. Treinta y dos de estas estimas
correspondian a muestras de diente total (2.13 aminoacidos/muestra), 58 a muestras de
dentina (2.9 aminoacidos/muestra) y 15 procedian de muestras de hueso (3.75

aminoacidos/muestra).

En la Tabla R2 se muestran las unidades totales de cada uno de los aminoécidos
(formas D+L) para cada una de las muestras. Estas cantidades fueron estandarizadas
refiriéndolas a una muestra “tipo” de 100mg de la que se inyectaron 4ul. En la Tabla
R3 se presenta el porcentaje de cada uno de los aminoécidos estimados respecto al
contenido total de aminoacido de cada muestra. Como puede apreciarse en ambas tablas

unicamente el &dcido aspartico (Asp) pudo ser estimado en todas las muestras estudiadas.

315



91¢

0 0 0 ISYLTYY] 0 0 0 0 0 [210} QUSIQ  SAHUOIN SAIL  9INLLI 11-NL

0 0 0 9$STSIET 0 0 0 0 0 eunUQ SOOI SAIL  9INLT IT-INL

0 01S0L61 0 T6€T6TT  SSTIVT 0 0 6TSSE1  TTOLTTI  [BI0YIULLQ SOOI SOIL  SINLL $-NL

0 SOVSLT  OSLOLY  €9TLS6 89£99 0 91811 1121L L86S9T LuslieTgs SOOI 31, SINLT 8-NL

0 69916LT  L60TIY  TLIL6ST  OTIL9L  TSSTEI9  HIEST TLS09S  SYTTT6E osany pewey (1oL STYL S1-594

0 1SST89  6L0SST  9T6SSS  91€801 SOP6ST S6LLY €911¢€1 98€L0S osany pewey 3L 9141 g4S-80-594

0 0 0 €€8L7T8 0 0 0 0 0 [mo}ouelq  pewrey [[PL 1141 1I7-$94

0 0 0 19011681 0 0 0 0 0 [BI0) UL pewey [PL 6dL 7-S9¥

0 01S81T6  6TSE9PT 8859895  086860€ 0 L¥960€  LTI9LLSS LTIOVTHT [e10191UdI  e[mIe[ [[OL 1THT 0LH

0 €€6€TT L10EY €€6vST L19TT1 0 €Tl 0068 LITIET BUNUO( B[n[eH (191 1THI 0LH

0 S0811¢ €V6LE 110882 16€901 0 L680€ 7€9T8 6TSLST UEiETq| e[neH (9L OTHI SOH

0 YTLETY 008LS SPPPET 755€9 0 9876 8T 8€99C1 JUEIETq| e[neH 9L €IHI ¥9H

0 0 0 1286+€1 0 0 0 0 0 [210) WS  BIN[EH [IOL 1THT LSH

0 0TTYsy Y0 788€0¢ TiTe 0 06881 SLSOS ¥S956T BUNUOQ B[N[eH (191 TZHIT LSH

0 98€10T 1s€12 TE9LTI €€£69 0 85161 €97 T0L9ST eunUA B[n[eH (191 vEHT ¥SH

0 887T6Y Y6€ST 0SLYSE SETHY 0 68991 TS189 LL6ETT UEETq| e[neH 9L YIHT €SH

0 SLTTEOT  668LY €8/81L €161¢ 0 €409€ 01L911 €6v01S UEIETq| e[neH 9L 61H ZSH

0 0 0 000661 0 0 0 0 0 eunUAQ e[n[eH 9L STHT 6vH

0 0S6S0LT  006§9T  0S99TIT  OSSHLY 0 000¥LT  0086LLS  00VELZT ~ BunudQ B[N[eH (191 €EHI SYH

0 LITEYS €€569 LITILL9  €8IILI 0 €€TLT 0S€96 0SLE9L BUNUO B[n[eH (191 81HC LYH

0 0 0 7€0880¢ 0 0 0 0 0 [e10} JUaIQ  BIN[RH [IOL 1€HT evH

0 €9L658 SLETL SLYbTy  €1LSSI 0 0019¢€ SL60L €91¥87 UEIETq| e[neH 9L 1€HT €vH

0 SYE19T 205+1 9£696 €120¢ 60966 L¥T9 16€91 12789  [®mo1owelq  eneH [PL 0THT LEH

0 PP18ST 78911 S8YEET S970% 0 9886 LYPLT #7998 runULQ B[NeH (191 0THI LEH

0 0 0 087599 0 0 0 0 0 [210} OJUDI(]  BIN[EH [[OL THI SEH

0 0665S1 19¢v1 €9L6T1 0109¢€ 0 LTTS 7905 619111 runULQ e[0eH [PL THI SeH

0 6€9ELEE  98SE8E  S9SEYET  TSLESS 0 6YS60T  96¥ST9  9STTHSS eunua(q e[neH 9L 0€HT 0¢H

0 1999LT TTLIT YOELST L19%S 0 $950T LSS9Y 8651 runuUL e[Oe{ 9L 9ZH 9ZH

0 16V0€1 91€€T L99LLT ST8SY 0 5689 78617 9750L BUNUOJ B[n[eH (191 STH STH

0 960€Y€96T  TTELIGIE 9166€€ITT  €1TIL669 0 61980€91 0SOTEISH TLIISS6EE  BuUnULQ el1N ANT TTSNN-AN

0 LTLTYLE  LTLTOS  90908ST  L69686 0 6€6SVT  1TIT6VTL  6060vYS osany el1oN ANS 6281-AN

0 SICIEYS]  SES6E6T  898TSLOL  88PESEY 0 SYS6SPT  LP1686S8  POTHSOPE 8103 Ul LA ZIVINIL 4

0 €89506¥8  STTO68SKT  LSSTL86Y YHITILTE  810SSTI  SKOLIE  TH06690T SPI000TST 18103 uaiq LR SVINI 8

0 98189001  890TIIT  LTSSS99  9LO9YTH 0 TSITS9  86¥9991  TISL9VOT  [BI0} AUdIQ LR TVINI I

0 1261071 68LSSI ¥89€0L  8S9KSE 0 8188 8S99LT T€96L9 osan] ap.ela 9rae €4S

0 €TO9LYSE  SESIOLY  TOVPO6LT  SES6T60T 0 1€T18T1  SSEIESE  S8E6L8I9  [BIO1AIUALQ  OBIdP[RD LVD LO1 010

0 0F98F9ET  0bT9TST  0TEYPLS  OTLOLYS 0 0FZ0EE  08097S98  0TSSSSHT 18103 pudIg Zyuneqy 69V oczav

0 SS008EY8  P160STET  ¥LY6060S  STRI9TST 0 0 0 9909LSTET T8I0} WA Zyuneqy y1av oLigv

0 860v8%9T  TIETTOE  €1TLS9TT  SYITHTY 0 0 0 0 [210} WA Zyuneqy L19V aseav
1S no ELP| asy no| 01g OS] A 1% [UIENS OJUOTWIOBA  GISONIA OnpIAIpU]

‘[t opeloakur uey os anb ] op osad op Swi(| op ..0dn,, esonw eun & 0302dsa1 sopezLiepue)sd (njH) odrwen|3 oproe A (yd) euruee[iudy (dsy) oontedse
oproe ‘(no) eurona ‘(o1g) eurjoid (9[]) eUION[OSI ‘(JeA )eulfeA ‘(e[y) BUlUR[E SOpIOROUIWE SO 9p eysonwi Jod (T + ( SeULO]) [810} OpIUAUO)) *TY ®lqeL

Zon3UIuO(J ZOpUPULd,J AL



LT1¢

000 85°€€ 000 LO6E 'y 000 000 1€7 €6'0C [0} U SHUON AL SINLI 11-NL
000 $9°€1 Te€T WLy 67°€ 000 65°0 €5°¢ s eunuA( SOOI SAIL  SINLT IT-INL
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 [010) QUSIQ  SAIWOIN SAIL  9NLLI $-NL
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 BunuOQ SOOI SOIL  9INLT 8-NL
000 6691 15T w6 L9V oL'LE Tl ¥'€ 88°€T osan{ pewey (9L STYL S1-594
000 TS'LT LY'L SY'Te LEY LY'01 €6'1 0€'S 6v°0T osany pewey 3L 914l g4S-80-594
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 [mo}oualq  pewey [[9L 1141 T-S9d
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 [p10) qUaIQ  pewey L 64l Tr-S9d
000 1T€1 01T ST'8 Pry 000 50 971§ 0y'07  [@morouelq  e[eH [[PL 1THT 0LH
000 vTIE 009 1912 01'LI 000 wi €0y 6781 LuslieTq| R[NIeH (191 1THI 0LH
000 1L°0€ vL'E LE'ST 801 000 v0°€ vI'8 zss1 [uslietq| e[neH [ OTHI SOH
000 €0's v1°9 64T SL'9 000 66'0 0L'e &l eunuLq e[n[eH 9L €THI ¥9H
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 [e10) WS  BIN[EH [IOL 1THT LSH
000 ¥8°0b or'€ €9'sT LL'L 000 6S'T LTY 0591 BunuL( B[NeH [19L IZHI LSH
000 LS'I€ se€ 1002 L8701 000 00°€ €99 LSHT BunuL( B[NIeH (191 YEHT ¥SH
000 $8°6¢€ 90'C 1L°8T 0TS 000 ST zs's TeLl [uslietq| e[neH [OL vIHT €SH
000 1€°€S Is°1 $9'7T 69°0 000 vI'1 89°¢ €0°L1 eunuL(q e[neH 9L 61H ZSH
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 eunuL( e[n[eH 9L STHT 6vH
000 aa vTT 56 0" 000 LYl 66'8Y LT61 BunuL( B[NBH [19L €EHI SYH
000 ¥8'1¢€ €97 LS'ST 97’9 000 €01 ¥9°¢ ¥8'8T [usiiclel B[NeH (191 81HC LYH
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 [0} JUaIQ  BIN[RH [IOL 1€HT evH
000 LUSY 08'€ 0€'CC 81’8 000 06'1 €L€ €6yl eunuL(q e[n[eH 9L 1€HT €vH
000 v0' v T €€°9T 60°S 8L'9T SO'T 9T 0S'TT  [®1012)udlq  emIeH [[PL 0THT LEH
000 L9'8€ SL'T 86'7€ €09 000 Sl Ty 86'C1 LuslieTqs B[NBH [19L OTHT LEH
000 000 000 00001 000 000 000 000 000 [e10) OJUDI(]  BIN[EH [[OL THI SEH
000 S0'6T 19T 91'HC L9 000 L6°0 L001 LE9T eunuL(Q e[neH [ THI SeH
000 ST'ST L8T vS'L1 19°9 000 LS'1 89 8y 1 eunuL(q e[n[eH 9L 0€HT 0¢H
000 €5°LE $6'C vEIT 7L 000 6L'C 1€9 89'1C eunuL( e[ne{ 9L 9ZH 9ZH
000 LT 88 61°LE 65°6 000 A 189 9Lyl Luslietqs B[NeH [19L STH STH
000 76'€T 68°€ SLY1 S8 000 66'1 0S's or' 1% BUNUO( elN ANT TTSNN-AN
000 or'v1 €61 €6'6 18°€ 000 60 90'8t €6'0C osany eloN ANS 6281-AN
000 TSIl ¥8°1 L9 L6°€ 000 16°0 SLES 6717 8103 U1 ey TIVINIL 4
000 68°€C 148% €01 07’6 9¢'0 600 78S 6v'Ty 18101 uaIq LR SVINI 8
000 $6'1C 09'% 1S¥1 976 000 Wi €9°¢ (R A UL g e VNI I
000 LL'SE v9'y 60T ] 000 79T 9T's 7T0T osan] ap. el orag €4S
000 €1'9Z op'€ sTEl 508 000 60 09°C LS'SY  [EI01OJURI  OBIOP[ED LVD LO1 010
000 08°6 1€ 879 9T 000 Z40 1129 €9°L1 [e10} YULIQ zZyuneqy 64V oczav
000 9¢°LT 6T 1591 LT'6 000 000 000 LTy Te10)auaIq Zyuneqy y1iav oLigv
000 €6'Th v8'L L6TE 9791 000 000 000 00°0 [210} U1 zZyuneqy L19V ascav
1S no ELP| asy no| o1g [ A 317 [UIENS OJUSTWIOB)  BJSONIA OnpIAIpU]

“exysonw Jod ePEWNSS SOPIOROUILIE O [8)0) PEPHULD B B 0302dSaI OpIogoultIe eped op 2[ejudolod ‘€Y eIqe]

soppjnsoy



Eva Fernandez Dominguez

2.2. Ratio de formas Dy L

En la Tabla R4 se muestra la ratio de racemizacion, expresada como cociente

de formas D y formas L para cada aminoacido y muestra.

Tabla R4. Resultados de racemizacion expresados como ratio D/L de los aminoacidos alanina (Ala), valina(Val),
isoleucina (Ile), prolina (Pro), leucina (Leu), dcido aspartico (Asp), fenilalanina (Phe) y dcido glutdmico (Glu).
Individuo  Muestra Yacimiento Tejido Ala Val Ile Pro Leu Asp Phe Glu Ser

AB35E AB9 Abauntz  Diente total 0.010 0.087
ABI17C AB14 Abauntz  Diente total 0.088 0.012
AB23C AB17 Abauntz  Diente total 0.155 0.016
010 107 CA7 Caldeirao  Diente total 0.012 0.107 0.018
SK-R 3 3DJ6 Dja’de Hueso 0.123 0.062
1 1MAL1 Mari Diente total 0.019 0.134
8 1MAS Mari Diente total 0.011 0.008 0.010 0.126 0.019
12 1MA12 Mari Diente total 0.019 0.114 0.022
NE-1829 SNE Nerja Hueso 0.084 0.272 0.077
NE-NMS§2.2 2NE Nerja Dentina  0.016 0.009 0.022 0.010 0.142 0.019 0.019
H-25 H25 Tell Halula Dentina 0.185 0.392
H-26 H26 Tell Halula Dentina 0.108 0.034
H-30 2H30 Tell Halula Dentina  0.001 0.011 0.015 0.016 0.224 0.026 0.054
H-35 1H1 Tell Halula Dentina 0.592 0.125 0.119
H-35 1H1 Tell Halula Diente total 0.340
H-37 1H20 Tell Halula Dentina 0.244 0.119
H-37 2H20 Tell Halula Diente total 0.226 0.376 0.273
H-43 2H31 Tell Halula Dentina  0.014 0.117 0.048
H-43 2H31 Tell Halula Diente total 0.187
H-47 2H18 Tell Halula Dentina 0.255 0.147
H-48 1H33 Tell Halula Dentina 0.154 0.030
H-49 2H15 Tell Halula Dentina 0.125
H-52 H19 Tell Halula Dentina 0.275 0.172
H-53 2H14 Tell Halula Dentina 0.052 0.190 0.173
H-54 2H34 Tell Halula Dentina 0.227 0.064
H-57 1H21 Tell Halula Dentina 0.168 0.203 0.131
H-57 2H21 Tell Halula Diente total 0.141
H-64 1H13 Tell Halula Dentina  0.114 0.182 0.093 0.254 0.062
H-65 1H10 Tell Halula Dentina 0.113 0.219 0.120
H-70 1H11 Tell Halula Dentina 0.171
H-70 2H11 Tell Halula Diente total 0.022 0.179 0.032
R65-411 TR9 Tell Ramad Diente total 0.120
R65-411 TR11 Tell Ramad Diente total 0.146
R65-C8-SEB TR16  Tell Ramad Hueso 0.140 0.205 1.051 0.029
R65-1S TR18  Tell Ramad Hueso 0.047 7.002 0.058 0.212 0.181 0.069
TM-8 2TM6  Tres Montes  Dentina 0.122
TM-8 1TM6  Tres Montes Diente total 0.121
TM-11 2TM5  Tres Montes  Dentina  0.046 0.937 0.123 0.059 0.226
TM-11 ITMS  Tres Montes Diente total 0.205 0.551 0.166
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2.2.1. Relacion entre ratios de racemizacion de diferentes aminodcidos

En Ila Tabla R4 puede apreciarse que existen diferencias entre las ratios de
racemizacion de los diferentes aminoacidos que pudieron ser estimadas mediante este
método. La tasa de racemizacion del 4cido aspartico estd entre las mayores del conjunto

y pudo ser estimada en la totalidad de las muestras analizadas.

Segun POINAR et al. 1996 la relacion D/L Asp > D/L Ala > D/L Leu es
indicativa de la ausencia de contaminacién de la muestra con aminoacidos exdgenos
durante el proceso de deposicion. Estos 3 aminoacidos pudieron estimarse
conjuntamente Unicamente en tres casos. En 9 de ellos junto con el acido aspartico pudo

valorarse la alanina y en tres la leucina.

En todos estos casos estudiados la ratio D/L del 4cido aspartico es superior a la
de los otros 2 aminoacidos y —exceptuando a TR18 y H30- se cumple la relacion
propuesta por Poinar y colaboradores. En ambos individuos la relacion entre las
1soformas D y L de la leucina es superior a la de la alanina. Estos resultados pueden ser
debidos a errores en la estima del ratio entre las 2 isoformas provocado por la escasez de
formas D, proximas al limite de deteccion del sistema. Puesto que la ratio D/L Asp
sigue siendo superior a la de estos 2 aminoacidos no puede hablarse de contaminacion

con aminoacidos exogenos.

2.2.2. Racemizacion del dacido aspdrtico

2.2.2.1. Relacion de la ratio de racemizacion del dcido aspdrtico y el contenido total en

formas Dy L
En los graficos FR1, FR2 y FR3 se representa la relacion entre la ratio de

racemizacion del acido aspartico expresado como D/L y la suma total de ambas

1soformas, expresada como Ln (D+L) en muestra total, diente y dentina.
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Relacién D/L Asp y Ln(D+L)Asp en muestra total
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Grificos FR1, FR2 y FR3. Relacion entre la ratio de racemizacion del acido aspartico
(D/L Asp) y la cantidad total de este aminoacido expresada como Ln(D+L)Asp.
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Segtn el “Test de correlacion de Pearson” (Tabla RS) con una significaciéon de
0.05 no existe una asociacion significativa entre las dos variables en todos los tejidos
analizados (“muestra total”) y separadamente en diente y dentina, por lo que puede
concluirse que la ratio de racemizacion del acido aspartico obtenida en estas muestras es

independiente de la cantidad total de aminodcido recuperado.

Tabla RS. Resultados del “Test de correlacion de Pearson” entre la ratio
de racemizacién del acido aspartico (D/L ratio) y el logaritmo neperiano
de la cantidad total de acido aspartico Ln(D+L)Asp con un nivel de
significacion de 0.05.

R Intervalo R’ P
Muestra total -0.25 -0.532-0.06 0,06595 0.11
Dentina -0.2 -0.6a0.28  0,04009 0.41
Diente total -0.45 -0.77 a 0.06 0,2013 0.08

2.2.2.2. Diferencias en la ratio de racemizacion por individuo y tejido

Los valores de racemizaciéon del acido aspartico medidos en dos muestras
diferentes del mismo tejido (diente total) procedentes del mismo individuo (individuo

R65-4 11, muestras TR9 y TR11) fueron muy similares.

En cuatro de los siete casos en los que la ratio D/L Aspartico fue estimado en
muestras de dentina y diente total del mismo individuo se obtuvieron valores muy
similares (TM6, H70, H43 y H37). En los casos restantes (TM5, H35 y H57) se
obtuvieron valores muy dispares, siendo la ratio de racemizacion en todos los casos

excepto en H57 superior en la muestra de diente total que en la de dentina.

2.2.2.3. Diferencias por antigiiedad y yacimiento

Dentro de un mismo yacimiento y para un mismo tipo de tejido existe una gran
variacion entre las ratios de racemizacidn tal y como muestra la Tabla R6. La mayor
dispersidn corresponde a la muestra de diente total del yacimiento de Tres Montes. En
cuanto a la dentina, la mayor variacidon corresponde al yacimiento de Tell Halula,
aunque también es €ste el yacimiento en el que fue analizada la ratio D/L en un mayor

numero de muestras.
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Tabla R6. Estadistica basica de las ratios de racemizacion del acido aspartico (Asp) para los diferentes
yacimientos estudiados y tejidos. N: Numero de muestras estudiadas; SD: Desviacion estandar; CV:
Cocficiente de variacion.

3 0,
Yacimiento Edad Tejido N Dl\//fizp D/]?lz)&sp ]r)rfll;nArrf(I)) ]ri/:xi[?rjg (SDj)n?e‘(llia)
Abauntz 4500 A.P. diente total 3 0.106 0.039 0.087 0.155 36.88
Tres Montes 4500 A.P. dentina 2 0.122 0.001 0.122 0.123 0.69
Tres Montes 4500 A.P.  diente total 2 0.258 0.304 0.121 0.551 117.81
Nerja 1 18000 A.P. dentina 1 0.142 - - - -
Nerja 2 5875 AP. hueso 1 0.272 - - - -
Tell Ramad 10000 A.P. hueso 2 0.208 0.005 0.205 0.212 2.26
Tell Ramad 10000 A.P. diente total 2 0.133 0.018 0.120 0.146 13.83
Mari 4500 A.P.  diente total 3 0.124 0.010 0.114 0.134 7.88
Dja’de 10000 A.P. hueso 1 0.123 - - - -
Caldeirao 6800 A.P  diente total 1 0.107 - - - -
Tell Halula 10000 A.P. dentina 17 0.182 0.054 0.108 0.275 29.71
Tell Halula 10000 A.P. diente total 4 0.256 0.102 0.107 0.376 40.02

Las diferencias en las ratios de racemizacion dentro de un mismo yacimiento
pueden ser reflejo de un diferente estado de degradacién relacionado con la accidén
desigual de ciertos factores tafondmicos sobre las muestras (temperatura, pH, técnicas
de embalsamamiento...). Sin embargo también pueden estar causadas por diferencias en
el tiempo de deposicion de los restos. Los restos del yacimiento de Tell Halula, aunque
pertenecientes al mismo periodo cronoldgico —Neolitico pre-ceramico B 6 PPNB—,
proceden de diferentes casas y fases arqueoldgicas (Tabla MA6 y Figura FMA2 del
capitulo “Métodos”).

Los graficos FR4 y FRS muestran la relacion entre los valores de D/L Asp
(totales y medios) y las fases arqueologicas de procedencia de las muestras por orden
creciente de antigiiedad para las muestras de dentina. Las diferentes fases fueron
numeradas por el personal arqueoldgico siguiendo el orden cronoldgico de excavacion
realizado. Asi aquellas fases con la numeraciéon mas baja corresponden a los primeros
niveles excavados situados mas superficialmente mientras que aquellas con numeracién
superior corresponden a niveles inferiores excavados con posterioridad. Segiin algunos
autores (MASTERS y BADA 1977; MITTERER y KRIAUSAKUL 1989; TORRES e?
al. 2002) para ratios de racemizacion bajas, comprendidas entre 0.0 y 0.40 puede
asumirse un modelo de regresion lineal entre las ratios de racemizacion observadas y el
tiempo de deposicion. Por ello los datos fueron ajustados a un modelo de correlacion
lineal mediante la ecuacion de la recta que aparece representada en el margen superior

derecho de cada gréfico.
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En los graficos FR6 y FR7 se representa también el resultado del ajuste a un
modelo de regresion lineal entre los valores (totales y medios) de Ln((1+D/Lasp)/(1-
D/LAsp)) y las diferentes fases arqueologicas también para dentina, descrito por otros
autores (WEHMILLER y HARE 1971; KING y NEVILLE 1977; BADA y MAN 1980;
MULLER 1984; MURRAY-WALLACE y KIMBER 1993; LLAMAS et al. 1999 y
TORRES et al. 2002).

Ninguno de los dos modelos propuestos proporciona un ajuste significativo entre
la ratio D/L Asp y la fase arqueoldgica de procedencia. Cuando se representa el valor
medio de racemizacioén dentro de cada fase y la fase de procedencia el ajuste mejora
sustancialmente (R?= 0.43) aunque sigue sin ser significativo en ninguno de los dos
modelos. La escasa pendiente de la curva es reflejo de la reducida diferencia
cronoldgica entre las sucesivas fases. La magnitud de dichos intervalos es desconocida,
aunque teniendo en cuenta que cada fase corresponde a un nivel de ocupacion diferente,
es de suponer que no deberia ser superior a los 100 afios (Miquel Molist, comunicacion

personal).

323



1443

Cl

eo13o[0anbie ase,]

1 01 6 8
: : : : 0
- 10
- Z0
3 ’ . L €0
T 1 t Lro

|

((dsyT1/@-D/dsyT1/a+n))u]

©o130]00nbIE 9SB,]

4! I 01

\ .
. M
9€°0=d '9L90°0 = ¥

6

L 2

L 2
e —3

L 2

L 2

o
(=)
(([dsyT/a@-D/(dsvT/a+n))u

€T0=d ‘Trtr0 =4 L g0 L g0
((dsvT1/a@- DAY T/A+DIWTISHTO 0+PEET0 =2 ((dsv1/a-DAASYT/A+1DIWT9 120 0+S9LT 0 =1
eardgjoanbue aseq £ ((dsv1/a-1)/(dsy1/d+1))uT BIPIA edr3opoanbae aseq £ ((dsv1/a-1)/(dsvr/a+D)uT
eo130j0anbie ase ©o130]09nbIR 9SB
! I 01 6 8 Tl I 01 6 8
, , , , 000°0 , , , , 000°0
L OWO“O r OWOAO
- 0010 . [ oor'o
9 . . =
L i O L o O
.— ﬁ ¥ T L 0ST°0 > . 0S1°0 >
L T T ? 0020 — 3 - 0020
. 1 'l * D¢
- 0ST0 * . * - 05T0
€T0=d ‘€T 0=_4 O 7000 () —
4 L 000 L€0=d ‘29900 = 4 L 000

(dsVT/Q@LIT10°0+9690 0=}

®dIdo[oanbue ase £ dsy T/ BIPIIN

(dsYT1/A)€010°0+£060°0 =1

ed13o[oanb.e aseq A dsy 1/

"50°0=0 eled (4) eperoose pepijiqeqord ns £ (,3) [2oUI] UQIOL[OLIOD SP SJUDIOII0D [ [EdUI] UQISAITAI op O[opow un & dsnle dp UPIoLNd
B[ 001JeI3 BpEO Op OJJUSP ZOA NS B B[[eIop 3S "(BYo219p Joudjul ‘L) (©1F) sopawr £ (epiambzr toudyur ‘9y ) sorenpraipur ((dsy1/a-1)/(dse1/a+1))ul
Op SOIO[BA SO[ 13UD UQIOR[AI B UBIISINUI SIIOLIQJUI SOJ1JeI3 Sop SO “erouopadoid op eor3ojoonbie asej e] A e[njeH [[91 9P OSIWIIRA [9p BUNUIP Op SENSINW
se] op (eyoa1ap Jouadns ‘G ) (O1F) sopaw K (eprombzr touadns ¢ 3 4) sorenprarpur dsy T/ sorer se[ anud uoe[oy LYA £ 0¥ ‘SUA ‘A seansdig

Zon3UIuo(J ZapUpUu.1a,J g



Resultados

Aunque los datos obtenidos apuntan a la existencia de cierta relacion entre la
fase de procedencia de la muestra y su ratio D/L Asp, ésta no es suficiente para explicar

la dispersion observada dentro del yacimiento de Tell Halula.

Otro factor que puede haber contribuido a dicha dispersion es la edad de cada
individuo en el momento de la muerte. Aquellos tejidos con un escaso grado de
renovacidn proteica, como los discos intervertebrales, la materia blanca del cerebro, el
cristalino del ojo o la dentina sufren un proceso de racemizacién in vivo, que
correctamente estimado puede ser utilizado para estimar la edad de la muerte del
individuo (OGINO et al. 1985; OHTANI et al. 1990, 1991; RITZ-TIMME et al. 1990;
FISHER et al. 1986; FUJIIL et al. 1989; GARNER et al. 1978; MAN et al. 1983;
MASTERS et al. 1977, 1978; MURAOKA et al. 1987). Teniendo en cuenta esto ultimo
la racemizacion de un resto arqueoldgico estimada en uno de estos tejidos deberia ser la
suma de la racemizacién in vivo y aquella acontecida después de la muerte del
organismo, es decir post mortem. Si suponemos que este ultimo componente de la
racemizacion global esta sujeto a las condiciones tafondmicas del enterramiento y que
éstas son constantes para un mismo entorno ie. yacimiento arqueologico, la relacion
entre la ratio D/L Asp y la edad del individuo en el momento de la muerte deberia

mantenerse con el transcurso del tiempo.

En los graficos FR8 y FR9 se ha representado la edad estimada de los
individuos adultos —mayores de 10 afios— del yacimiento neolitico de Tell Halula en el
momento de la muerte y su grado de racemizacion expresado como Ln((1+D/L)/(1-
D/L)) en dentina (FRS8) y diente total (FR9). El “Test de correlacion de Pearson” entre
los pares de valores no muestra una asociacidn significativa entre ambas variables para
ninguno de los dos tejidos analizados (Rgening=0.0002, Puenina=0.9719; R’gicnie
total=0.02292, Picnte 10tai=0.8486). De la misma forma tampoco existe un ajuste
significativo a un modelo de regresion lineal en ninguno de los dos casos. El grafico
FR10 muestra la relacién entre el Ln((1+D/L)/(1-D/L)) de la dentina y la edad estimada
de aquellos individuos con denticion decidual —menores de 10 afios—. En este caso
tampoco se aprecia una asociacion significativa entre las dos variables (R*=0.2597;

P=0.3018) cuando se aplica el “Test de correlacion de Pearson”.
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Grificos FR8, FR9 y FR10. Relacion entre la ratio de racemizacion del acido aspartico
expresada como Ln((1+D/L)/(1-D/L)) en muestras de dentina (FR8) y diente total (FR9)
en individuos adultos y en muestras de dentina de individuos infantiles (FR10) del
yacimiento de Tell Halula y edad del individuo en el momento de la muerte.

Edad individuo y Ln((1+D/LAsp)/(1-D/LAsp)) dentina adulto
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Resultados

Los graficos FR11 y FR12 muestran respectivamente la relacion entre la edad
estimada de los individuos adultos e infantiles del yacimiento de Tell Halula
procedentes de una misma fase arqueoldgica (fase IX) y la racemizacion del acido

aspartico en dentina, expresada como Ln((1+D/L Asp)/(1-D/LAsp)).

Edad individuo y Ln((1+D/LAsp)/(1-D/LAsp)) dentina adulto. Fase I1X.

045 - edad = - 0,132+(2),O207Ln(( 1+D/LAsp)/(1-D/LAsp))
R"=0,8507; P=0.2525
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Edad individuo y Ln((1+D/LAsp)/(1-D/LAsp)) dentina infantil. Fase IX.
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Graficos FR11 y FR12. Relacion entre la ratio de racemizacién del 4cido aspartico expresada como
Ln((1+D/L)/(1-D/L)) en dentina y la edad del individuo en el momento de la muerte en los individuos
pertenecientes a la Fase IX del yacimiento de Tell Halula. Se detalla, a su vez, dentro de cada grafico la
ecuacion de ajuste a un modelo de regresién lineal. R’=coeficiente de regresion lineal; P= Probabilidad
del ajuste de la recta a un modelo de regresion lineal con a=0.05.
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En ninguno de los dos casos existe un ajuste significativo al modelo de
regresion lineal. Sin embargo los coeficientes de regresion son muy elevados en ambos
casos. Los resultados parecen apuntar a que la relacion entre la edad del individuo en el
momento de la muerte y la ratio de racemizacion del &cido aspartico corregida,
observada in vivo, se mantiene incluso después de permanecer el resto depositado
durante largos periodos de tiempo. Con todo, el escaso nimero de muestras analizadas

de una misma fase arqueologica impide extraer conclusiones definitivas a este respecto.

La Tabla R6 muestra también que existen diferencias en las ratios D/LAsp para
un mismo tejido entre los yacimientos arqueologicos estudiados. En las muestras de
dentina el yacimiento con unos valores medios de D/LAsp mayores es Tell Halula
mientras que en muestras de diente total es el Tres Montes. Para tratar de determinar si
estas diferencias pueden ser atribuidas a la antigiiedad de las muestras estudiadas en la
Tabla R7 se resume la estadistica basica de las ratios de racemizacion del acido
aspartico en diferentes clases de edad y tejido. En los graficos FR13—-FR20 se

representa la relacion entre las clases de edad y la ratio D/L Asp.

Tabla R7. Estadistica basica de las ratios de racemizacion del acido aspartico (Asp) para diferentes clases de
edad y tejido. Calcolitico: yacimientos de Abauntz, Tres Montes y Mari. Neolitico antiguo: yacimientos de Tell
Halula, Tell Ramad y Dja’de. N= Numero de muestras estudiadas; SD=Desviacion estandar; CV= Coeficiente
de variacion.

Clisesedad  Bdad _ Tejido DILAS DL Asp _minime_ miximo_(SD/medi)
Calcolitico 4500 A.P. dentina 2 0.122 0.001 0.122 0.123 0.69
Calcolitico 4500 A.P.  diente total 8 0.141 0.155 0.087 0.551 110.09
Paleolitico 18000 A.P. dentina 1 0.142 - - - -

Neolitico 5875 A.P. hueso 1 0.272 - - - -

Neolitico 6800 B.P diente total 1 0.107 - - - -
Neolitico antiguo 10000 A.P. dentina 17 0.182 0.054 0.108 0.275 29.71
Neolitico antiguo 10000 A.P.  diente total 6 0.205 0.107 0.108 0.275 51.92
Neolitico antiguo 10000 A.P. hueso 3 0.175 0.049 0.205 0.212 28.22

Los graficos obtenidos muestran que la relacion entre las ratios de racemizacion
de las muestras de dentina y su antigiiedad no se ajusta a un modelo de regresion lineal.
Cuando se emplearon todos los datos para la construccion de estos mismos graficos en

diente total, tampoco se obtuvo un ajuste significativo a este modelo ni para los todos
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los valores de racemizacion (t=0,1321+0,0076D/LAsp, R’= 0,0269, P=0,5454;
t=0,2867+0,014 Ln((1+D/LAsp)/(1-D/LAsp)), R*=0,018; P=0,5454) ni para los valores
medios  (t=0,0587+0,013D/LAsp, R’=0,5144,  P=0,4953;  t=0,1147+0,0268
Ln((1+D/LAsp)/(1-D/LAsp)), R*= 0,5182, P=0,4880).

Si se elimina del andlisis el valor de racemizacion correspondiente a la muestra
TMS —superior a otros valores del mismo yacimiento— el ajuste al modelo de regresion

lineal es significativo (Figuras FR17-FR20).
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Eva Fernandez Dominguez

2.2.2.4. Relacion entre la ratio de racemizacion del dacido aspartico y la preservacion

del material genético

Algunos estudios sugieren que existe una relacion entre el grado de
racemizacion, expresado como la ratio de las isoformas D y L, y el estado de
preservacion de la muestra, que se manifiesta en la capacidad de obtener informacion
genética fiable a partir del mismo (POINAR et al. 1996; POINAR 2002). Para evaluar
esta hipotesis, en aquellas muestras en las que habia sido estimada la ratio D/L Asp, se
examind la relacion de dicha ratio con dos variables: el numero (y/o porcentaje) de

secuencias obtenidas y la eficiencia de amplificacion.

En la Tabla R8 se presentan el nimero y porcentaje de extractos de DNA a
partir de los cuales se obtuvieron secuencias auténticas (para definiciéon consultar
apartado 14 del capitulo “M¢étodos”) en ocho intervalos de D/L Asp. El reducido
nimero de muestras en las que se estimaron la composicién de aminoacidos y la ratio de
isoformas D y L y que no produjeron secuencias auténticas impide realizar una
comparacion estadistica entre los resultados de los diferentes intervalos. A pesar de ello
a simple vista puede apreciarse que el incremento del ratio D/L Asp no conlleva una
disminucién del porcentaje de secuencias auténticas obtenidas, tal y como cabria esperar

si ambas variables estuvieran fuertemente correlacionadas.

Tabla R8. Numero y porcentaje de extractos de DNA a partir de los
cuales se obtuvieron secuencias auténticas segun los criterios
establecidos en el apartado 14 del capitulo “Métodos”. El extracto de
H19 no fue incluido puesto que la extraccion y la amplificacion de su
material genético no llegd a realizarse.

N° extractos

con
Intervalo D/L Asp  secuencia total %
auténtica
<0.1 2 2 100
0.1-0.15 14 16 87.5
0.15-0.2 7 7 100
0.2-0.25 4 7 57.14
0.25-0.3 3 3 100
0.3-0.35 0 1 0
0.35-0.40 1 1 100
>0.40 1 1 100
Total 32 38 84.21
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Resultados

Para examinar el grado de correlacion entre la ratio D/L Asp y la eficiencia de
amplificacion se estimd el “coeficiente de correlacion de Pearson™ y el “coeficiente de
regresion lineal” entre la eficiencia de amplificacion (calculada como se describe en el
apartado 15.1.1. del capitulo “M¢étodos™) y la ratio D/L Asp en diferentes subgrupos de
muestras. Los resultados del andlisis se muestran en la Tabla R9 y en las Figuras

FR21, FR22, FR23 y FR24.

En ninguno de los grupos estudiados se aprecia una correlacidon significativa
entre ambas variables. De todos ellos, el que muestra un mayor coeficiente de

correlacion y una P menor, es el “diente total”.

Tabla R9. Coeficientes de correlacion de Pearson (R, R?) y de regresion lineal (R?) entre las eficiencias de
amplificacion y las ratios D/L Asp, calculados a partir de valores individuales y sobre intervalos en diferentes
subconjuntos de muestras. Todos valores: todas las muestras analizadas, incluyendo aquellas en las que se realizaron
dos medidas independientes, una sobre diente total y otra sobre dentina. Todos valores *: todas las muestras
analizadas, excluyendo la medida correspondiente a diente total en aquellos especimenes en los que se realizaron dos
medidas independientes.

Correlacion Peal son; a=0,05 Regresion lineal; a=0,05
R R? P R? Interseccién Pendiente P
Valores Todos valores  -0.0844 0.0071 0.6141 (ns) 0.0071 27.89 + 8.480 -21.14 + 41.57 0.6141 (ns)
individuales  gqoq valores*  0.0262  0.0006 0.8887 (ns) 0.0006 24.32 + 14.25 11.69 + 82.74 0.8887 (ns)
D/L Asp Dentina 0.0609  0.0037 0.8042 (ns) 0.0037 15.57 £ 12.57 17.45 £ 69.30 0.8042 (ns)
Diente total -0.4162 0.1732 0.1089 (ns) 0.1732 29.91 + 5.241 -40.25 + 23.51 0.1089 (ns)

Intervalos  Todos valores  -0.3440 0.1183 0.4041 (ns) 0.1183 30.37 = 10.80 -1.92 + 2.139 0.4041 (ns)
D/LASP  Todos valores*  -0.1423  0.0202 0.8194 (ns) 0.0202 29.42 + 12.52 -0.94+3.77 0.8194 (ns)
Dentina 0.5149  0.2651 0.4851 (ns) 0.2651 11.69 +8.134 2.52+£2.97 0.4851 (ns)

Diente total  -0.8347  0.6968 0.1653 (ns) 0.6968 39.20 + 8.801 -6.89 +3.21 0.1653 (ns)

Se compararon ademas el nimero total de amplificaciones positivas obtenidas en
el conjunto de muestras analizadas entre diferentes intervalos de D/L Asp (Tabla R10)
en diferentes subgrupos de muestras. No se observaron tampoco diferencias
significativas entre las clases. El conjunto de muestras con un valor de P menor —tanto
para la “prueba y*” como para la “prucba de diferenciaciéon exacta de Fisher’—

corresponde a “diente total”.
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Eva Fernandez Dominguez

2.2.2.5. Relacion entre las ratios de racemizacion de diversos aminodcidos y

contaminacion

Segun POINAR et al. 1996 la relacion D/L Asp > D/L Ala > D/L Leu es
indicativa de la ausencia de contaminacién de la muestra con aminoéacidos exdgenos
durante el proceso de deposicion. En el presente trabajo estos tres aminoacidos pudieron
estimarse conjuntamente Unicamente en tres casos. En nueve casos se obtuvieron

medidas de acido aspartico y alanina y en tres casos de 4cido aspartico y leucina.

En todos ellos la ratio D/L del &cido aspartico es superior a la de los otros dos
aminoacidos y —exceptuando a TR18 y H30- se cumple la relacion propuesta por
Poinar y colaboradores. En ambas muestras la relacion entre las isoformas D y L de la
leucina es mayor que la de la alanina. Estos resultados pueden ser debidos a errores en
la estima de la ratio entre las dos isoformas provocados por la escasez de formas D,
proximas al limite de deteccion del sistema. Puesto que en estas dos muestras la ratio
D/L Asp es superior a la de la alanina y la luecina, no puede hablarse de contaminacion

con aminoacidos exogenos.
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Resultados

3. CUANTIFICACION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE mtDNA

En la Tabla R11 se resumen los resultados de cuantificacion —obtenidos como se
describe en el apartado 2.2 del capitulo “Métodos”— expresados en nlimero de copias por
volumen de extracto analizado (5ul), en la totalidad del extracto original (n° copias
extracto), y por miligramo de hueso. Aquellos analisis en los que no se obtuvieron
resultados por fallo de la reaccion de amplificacion se sefialan con un guién (-). La tabla

incluye, ademas, los resultados del test de inhibicion realizado en alguno de los extractos.

Tabla R11. Resultados de cuantificacion obtenidos en las muestras analizadas. Se cuantificé cada extracto por duplicado en la
misma reaccion (réplicas 1 y 2). En las muestras extraidas en el presente trabajo, se estimo el n° copias por extracto y por mg
de hueso. Media: media aritmética de las dos réplicas. SD: Desviacion estandar. +: Resultado positivo de inhibicion. -:
Resultado negativo de inhibicion.

N° copias N° copias

extracto /mg hueso
Sul 3ul 1.5ul

Abauntz AB27 AB3  8.10x10* 1.25x10° 1.03x10° 3.11 x10* 1.81x107 2.66 x10*

Abauntz ABb1.1 AB5  4.73x10* 6.77 x10* 5.75x10* 1.44x10* 2.30x10° 3.59 x10°

Abauntz ABb1.2 AB6  8.80x10* 9.31 x10* 9.06 x10* 3.58x10° 1.70x10” 2.58 x10*

Abauntz AB29F 1AB8  1.29x10* 5.11x10* 3.20x10* 2.70x10* 2.56x10° 8.00x10° + + -

Abauntz AB23C AB9  6.33x10* 1.19x10° 9.11 x10* 3.94x10* 6.38x10° 9.38x10° - - -

Abauntz AB21E  ABI1 1.70x10° 2.25x10° 1.97x10° 3.88x10* 2.56E+07 4.01 x10*

Abauntz AB2ID  ABI3 597x10* 5.04x10* 5.51x10* 6.61 x10° 4.96x10° 7.74x10®>° - - -

Abauntz AB17C  ABI4 4.29x10* 2.42x10* 3.35x10* 1.32x10* 2.75x10° 4.17x10° - - -

Abauntz AB35F  ABI5 3.81x10* 1.05x10° 7.14x10* 470 x10* 1.38x10" 2.31x10* P - -

Abauntz AB35E  AB17 9.51x10* 9.07x10* 9.29x10* 3.10x10° 1.49x10” 2.15x10*

Abauntz AB25E  AB20 3.02x10* 3.29x10* 3.16 x10* 1.88x10° 3.88x10° 6.36x10° - - -

Abauntz AB25D  AB21 1.70x10° 6.52x10* 1.18x10° 7.40 x10* 1.06 x107 1.51 x10*

Acikli 7 AH89  10SK4

Acikli 8a AH89  16SK2 1.49 x10* 2.59 x10* 2.04 x10* 7.75 x10° - - -

Acikli  AH952¢-1 SK106

Acikli  AH952¢-3 SK109

Caldeirio 012194  CA4 2.02x10° 7.49x10° 4.76 x10° 3.87 x10°

Caldeirio 010107  CA7 3.76x10* 2.67 x10* 3.21x10* 7.71x10° 6.10x10° 9.84x10° - - -

Dja’de SK-A2 DIl  6.86x10* 6.38x10% 6.62x10" 3.41x10° 1.06x10° 1.83 x10°

Dja’de  SK-D416 DJ3  3.71x10* 5.82x10* 4.77x10* 1.49x10* 5.72x10° 9.37x10°

Dja’de SK-N4 1DJ4  2.55x10% 2.38x10* 2.46x10* 1.20x10° 6.89x10° 1.13 x10°

Dja’de SK-R 3 IDJ6  3.07x10* 3.73 x10* 3.40x10* 4.62x10° 2.58 x10° 4.24 x10°

Dja’de SK-R3  2DJ6 4.95x10* 2.26 x10* 3.60x10* 1.90 x10* 8.65x10° 2.34x10°

Yacimiento Individuo Muestra Réplica 1 Réplica2 Media SD Inhibicién

Mari 1 IMA1 6.10x10* 1.87x10* 3.98 x10* 2.99x10* 5.58x10° 8.72x10° + P -
Mari 2 2MA2 4.84x10* 3.13x10% 3.99 x10* 1.21x10* 6.30x10° 1.02x10* + - -
Mari 3 IMA3  7.52x10* 4.07x10* 5.79 x10* 2.44x10* 5.79x10° 1.66x10* + - -
Mari 4 IMA4 8.47x10* 6.52x10% 7.49 x10* 1.38x10* 8.92x10° 1.44x10* P - -
Mari 4 2MA4 5.76 x10* 2.60 x10* 4.18 x10* 2.23 x10* 3.22x10° 6.57x10° + - -
Mari 5 IMA5  4.63x10* 6.52x10* 5.58 x10* 1.33x10* 3.35x10° 7.97x10° + - -
Mari 6 IMA6 2.28x10° 2.17x10° 2.23 x10° 7.33x10° 890x10° 1.51x10* P P -
Mari 8 IMA8 5.26 x10* 1.06 x10° 7.93 x10* 3.78 x10* 5.79x10° 9.81x10° + - -
Mari 10 2MA10 2.38 x10* 6.98 x10* 4.68 x10* 3.25x10* 3.65x10° 571x10° P - -
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Tabla R11. (Continuacion).

N° copias

N° copias/

Yacimiento Individuo Muestra Réplica 1 Réplica2 Media SD Inhibicion
extracto mg hueso
Sul 3ul 1.5ul

Mari 11 3MAI1 1.65x10* 5.93x10* 3.79x10* 3.02 x10* 3.19x10° 4.75x10° + - -
Mari 12 IMA12 8.14 x10* 1.68x107 2.89x10* P - -
Nerja NE-1829  INE 8.68x10* 1.68x10° 127x10° 5.71x10* 6.99x10° 9.08x10° - - -
NerJ:a NE-1829  5NE 2.50x101 7.74x10z 1.64x101 1.22x10‘3‘ 474x10° 600x100 T T C
Nerja NE-1829  5NE  1.89x10* 1.57x10* 1.73 x10* 2.30x10
Nerja ~ NE-NM82.2 2NE 1.14x10° 3.33x10* 7.35x10* 5.69x10* 5.00x10° 6.49x10° - - -
Nerja NE-NT79  3NE 2.44 x10* - - -
Nerja NE-NT79 3NE
Nerja NE-NT79  3NE  6.55x10% 2.19x10° 1.42x10° 1.08x10* 9.66 x10* 1.32x10?
Nerja NE-NAP  4NE 1.86x10° 2.55x10° 2.21x10° 4.86x10* 1.06x10" 143x10* - -

El Pirulejo 1PI 1PI + P -

El Pirulejo 2P1 2P 5.64x10* 5.77x10% 5.70x10* 9.52x10* 1.14x10° 1.48x10°

Sant Pau 27608 SP2  6.16x10* 1.15x10° 8.82x10* 3.76 x10* 9.27x10° 1.97 x10*

Sant Pau 67214 1SP6  6.66 x10* 1.05x10° 8.57 x10* 2.71 x10* 8.57 x10° 4.08 x10*

Sant Pau 67214 2SP6  1.32x10° 1.27x10° 1.29 x10° 3.84x10° 3.10x10° 2.82x10*

Sant Pau 77720 1SP7  3.91 x10* 9.44 x10* 6.68 x10* 3.91x10* 7.35x10° 1.20x10°

Sant Pau 77720 2SP7  5.87x10* 1.60 x10° 1.09 x10° 7.13 x10* 1.53 x10” 2.39x10*

Sant Pau 187758  1SP18 1.04x10° 1.09x10° 1.07 x10° 3.69 x10° 1.60x10” 2.39 x10*

SantPau 187758  2SPI8 6.43x10* 4.93 x10* 5.68 x10* 1.06 x10* 5.00x10° 8.33 x10°

SantPau 197928  SP19 1.28x10° 1.83x10° 1.56x10° 3.95x10* 7.78 x10° 1.25 x10*

Tell Halula H3 TH1I 2.02x10° 1.68x10° 1.85x10° 2.46 x10* 2.77x107 2.07 x10*

Tell Halula H3 TH2 7.38x10* 1.97x10° 1.35x10° 8.68x10* 3.38x10° 5.54x10° - - -

Tell Halula H4 TH3 2.25x10° 4.19x10° 3.22x10° 1.37x10° 9.65x10” 1.44x10°

Tell Halula H4 TH4 1.81x10° 1.54x10° 1.67x10° 1.95x10* 6.69x10° 9.70x10° - - -

Tell Halula H7 TH5 5.17x10* 6.29x10* 5.73x10* 7.88x10° 3.21x10° 729x10° - - -

Tell Halula H7 TH6 4.80x10% 6.14x10% 5.47x10* 9.44x10> 8.75x10° 9.41 x10°

Tell Halula H8 TH7 6.08x10* 8.33x10* 7.20x10* 1.59 x10* 7.20x10° 1.13x10° P - -

Tell Halula H8 TH8 4.21x10* 4.12x10* 4.16 x10* 6.24 x10> 8.32x10° 9.57 x10°

Tell Halula H45 1H17 7.55x10* 5.87x10* 6.71 x10* 1.19 x10* 1.18x107 3.81 x10*

Tell Halula H68 H12  3.40x10* 1.81x10* 2.61 x10* 1.13x10* 5.99x10° 9.67 x10°

Tell Halula H37 2H20 5.86 x10* 7.73 x10* 6.80 x10* 1.33 x10* 1.97x10° 3.28 x10°

Tell Halula H47 1HI8 6.68x10* 1.05x10° 8.61x10* 2.74x10* 1.30x107 3.52 x10*

Tell Halula H49 1HI5 1.04x10° 3.88x10* 7.14x10* 4.62 x10* 9.86x10° 1.79 x10*

Tell Halula H53 1H14 7.97x10* 7.29x10* 7.63 x10* 4.81 x10° 4.88x10° 1.02x10*

Tell Halula H56 1HI16 8.99x10* 6.43x10* 7.71 x10* 1.81 x10* 9.25x10° 1.71 x10*

Tell Halula H57 1H21 2.52x10% 6.26 x10* 4.39 x10* 2.65 x10* 2.90x10° 4.75x10°

Tell Halula H64 2HI3 8.65x10* 6.48x10* 7.57x10* 1.53 x10* 1.07x10” 1.68 x10*

Tell Halula H65 2HI0 2.69x10° 2.08x10° 2.39x10° 4.34x10* 1.98x10” 3.89 x10*

Tell Halula H66 1H9 1.01x10° 1.26x10° 1.14x10° 1.73 x10* 4.77x10° 1.08 x10*

Tell Halula H66 2H9  8.53x10* 1.12x10° 9.87 x10* 1.89 x10* 8.69 x10® 2.29 x10*

Tell Halula H70 2HI1 1.47x10° 1.55x10° 1.51x10° 6.19x10° 1.81x10” 3.18 x10*

Tell Halula H70 3H11 5.56x10* 5.88x10* 5.72x10* 2.30x10° 5.26x10° 8.77 x10°

Tell Ramad ~ R65-71 TR1 1.70x10° 1.09x10° 1.40x10° 428 x10* 1.12x107 1.51x10* - - -

Tell Ramad ~ R63-1 TR2 1.78x10° 2.91x10° 2.35x10° 7.96 x10* 1.64x107 2.42 x10*

Tell Ramad ~ R65(8) TR3 8.10x10* 8.99x10* 8.54x10* 6.33x10° 9.91x10° 1.42x10*

Tell Ramad ~ R65(8) TR4 1.80x10° 1.26x10° 1.53x10° 3.81 x10* 6.11x10° 120x10* - - -

Tell Ramad  R65-10 TR5 1.07x10° 1.32x10° 1.20x10° 1.77 x10* 1.08 x107 2.11 x10*

Tell Ramad  R65-10 TR6 2.33x10° 2.22x10° 2.27x10° 7.86 x10° 2.27x107 3.29 x10*

Tell Ramad ~ R65-1 TR7 2.02x10* 1.08x10° 6.39x10* 6.19x10* 1.53x107 2.44x10* - - -

Tell Ramad ~ R65-31 TR8  6.72x10* 7.40 x10* 7.06 x10* 4.80 x10° 6.63 x10° 9.21 x10°
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Tabla R11. (Continuacion).

o . N°
Yacimiento Individuo Muestra Réplical Réplica2 Media SD ljn:gsl;;:;s copias/mg  Inhibicion
hueso

Spl 3pl 1.5ul

Tell Ramad  R65-411 TR9  5.57x10* 3.27x10* 4.42 x10* 1.63x10* 539x10° 884x10° - - -
Tell Ramad ~ R65-411 TR10

Tell Ramad ~ R65-411 TR11 3.95x10* 7.71 x10* 5.83 x10* 2.66 x10* 1.52x107 2.49 x10*

Tell Ramad  R65-14 TR12 3.33x10° 2.43 x10* 1.38x10* 1.49 x10* 5.26x10° 7.51 x10?

Tell Ramad R65-C8-SEA  TR13 - - -
Tell Ramad ~ R69(2) TR14 6.42x10* 1.62x10° 1.13x10° 6.89x10* 2.71x10° 4.04x10° - - -
Tell Ramad ~ R69(2) TRI5 2.69x10° 2.25x10° 2.47x10° 3.17x10* 6.18x10° 8.83x10° - - -
Tell Ramad R65-C8-SEB TR16 1.14x10° 1.64 x10° 1.39x10° 3.51 x10* 4.59 x10° 7.06 x10°

Tell Ramad ~ R65-1S TR18 1.04x107 3.01 x10” 2.03x107 1.39x107 1.48x10° 2.55x10°

Tell Ramad R66-4-400 TR19 6.77 x10* 9.08 x10* 7.93 x10* 1.64 x10* 8.32x10° 1.41x10*

Toledo K-13 TOl 5.36x10* 6.68x10* 6.02x10* 9.39x10° 1.08x10” 1.90x10* P P P
Tres Montes T™-2 2TM1  2.12 x10* 4.78 x10* 3.45x10* 1.88 x10* 3.04x10° 596x10° - - -
Tres Montes TM-3 ITM2 3.23 x10* 5.21 x10* 4.22x10* 1.40 x10* 7.22x10° 1.11x10* - - -
Tres Montes TM-5 T™M3 1.87x10° 5.83x10* 1.23x10° 9.13 x10* 2.58 x10° 4.16 x10°
Tres Montes TM-6 ITM4 3.51x10° 2.76 x10* 1.89x10° 2.28 x10°
Tres Montes TM-6 1ITM4  7.92 x10* 5.20 x10* 6.56 x10* 1.92 x10*
Tres Montes TM-6 2TM4  9.94 x10* 9.76 x10* 9.85x10* 1.31 x10° 2.99 x107 4.99 x10*

Tres Montes ~ TM-8 1ITM5 4.34x10* 7.22 x10* 5.78 x10* 2.03 x10* 7.86x10° 1.27x10* P - -
Tres Montes ~ TM-11 ITM6 4.33 x10* 3.81 x10* 4.07 x10* 3.67 x10° 9.28 x10° 1.43 x10*
Tres Montes ~ TM-14 T™7 1.37x10° 1.33x10° 1.35x10° 2.67x10° 3.08x10” 5.13 x10*
Tres Montes ~ TM-15 TM8 2.22x10° 3.28x10° 2.75x10° 7.51x10* 1.32x10” 2.00 x10*
Tres Montes ~ TM-17 TM10 4.63 x10* 1.16 x10° 8.10x10* 4.91x10* 1.25x107 231x10* + + +
Tres Montes ~ TM-18 ™11 6.29x10* 6.33 x10* 6.31x10* 2.99 x10*> 7.69x10° 1.24x10* - - -
Tres Montes ~ TM-19 TMI12 2.55x10° 3.04x10° 2.79 x10° 3.44 x10* 6.59 x107 1.05 x10°
Tres Montes ~ TM-20 TMI3 3.21x10° 4.22x10° 3.71x10° 7.10 x10* 7.20x107 1.53x10° + + +

7.64x10° 1.50 x10*

3.1. Eficiencia de la cuantificacion y causas de su fracaso

De los 103 extractos analizados (214 amplificaciones), 97 proporcionaron un
resultado positivo de amplificacion (198 amplificaciones positivas) lo que supone un 94%

de eficiencia de cuantificacion (Tabla R12).

No pudieron cuantificarse mediante este método los 6 extractos de las muestras
10SK4, SK106, SK109, 1PI, TR10 y TR13. La muestra 3NE se cuantific6 tres veces. En la
primera de las cuantificaciones fall6 la amplificaciéon de una de las réplicas, mientras que
en la segunda no se obtuvo ningun resultado positivo. De forma similar, inicamente una de

las dos réplicas de la muestra IMA 12 proporcioné resultado positivo de cuantificacion.
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Tabla R12. Eficiencias de cuantificacion por Real Time PCR por yacimiento, calculadas en funcion
de los extractos (muestras) cuantificados y de las reacciones de amplificacion de Real Time PCR
llevadas a cabo.

Muestras cuantificadas Amplificaciones realizadas

Yacimiento Totales Positivas Eficiencia (%) Totales Positivas Eficiencia (%)

Abauntz 12 12 100 24 24 100
Tres Montes 13 13 100 28 28 100
Nerja 5 5 100 16 13 81.2
El Pirulejo 2 1 50 4 2 50
Caldeirao 2 2 100 4 4 100
Toledo 1 1 100 2 2 100
Sant Pau 8 8 100 16 16 100
Tell Halula 22 22 100 44 44 100
Tell Ramad 18 16 88.9 36 32 88.9
Mari 11 11 100 22 21 95.4
Dja’de 5 5 100 10 10 100
Agcikli 4 1 25 8 2 25
Total 103 97 94.2 214 198 92.5

El fallo de una reaccion de amplificacion puede deberse a diversas causas, tanto
técnicas como relacionadas con el estado de preservacion del material amplificado. Sin
embargo, cuando se produce en dos réplicas de una misma muestra la segunda explicacion
resulta mas probable. En este caso, el fracaso de la amplificacion puede deberse tanto a la
presencia de inhibidores de la PCR en el extracto como a la ausencia de DNA en el

mismo.

Unicamente se dispone de resultados del “Test de inhibicion” en 4 de los 8
extractos —1PI, TR13, 3NE y IMA12- en los que fall6 la reaccion de cuantificacion en
ambas réplicas. Como se sefiala en el apartado 4 del presente capitulo, el “Test de
inhibicion “ muestra que los extractos de 1MA12 y PI presentan poder inhibidor a Spl,
que es precisamente la cantidad empleada en los ensayos de cuantificacion. Por el
contrario, las muestras TR13 y 3NE no presentan poder inhibidor a ninguna de las
concentraciones ensayadas (Sul, 2.5ul y 1ul), lo que indica que en este caso la ausencia de
amplificacion puede estar relacionada con una escasez real de DNA template. El hecho de
que para la muestra TR13 no pudieran obtenerse resultados positivos de amplificacion de
DNA mitocondrial en dos reacciones de amplificacion independientes refuerza esta
hipotesis. Para la muestra 3NE si que se obtuvieron secuencias de los dos fragmentos de la

HVRI del mtDNA, aunque para ello fueron necesarias 14 reacciones de amplificacion.

340



Resultados

El método de cuantificacion propuesto presenta una muy elevada eficiencia,
aparentemente mas relacionada con la tafonomia del yacimiento que con la antigiiedad
del mismo. En este sentido, nuestros resultados son coherentes con los de otros autores

(PAABO 1989; LINDAHL 1993a; MONTIEL 2001).

3.2. Resultados de cuantificacion y procedencia de las muestras

Los graficos FR25 y FR26 muestran las medidas de cuantificacion obtenidas
agrupadas por yacimientos. En el primero de ellos se han representado los valores
individuales obtenidos para cada una de las muestras mientras que en el segundo se ha

representado la media y la desviacion estandar de todas las muestras de cada yacimiento.

Los valores de cuantificacion obtenidos en las muestras de cada yacimiento son, en
general, bastante similares en todos los casos excepto en el yacimiento de Caldeirao, en el
que una de las dos muestras analizadas —la muestra CA4— presenta un niimero de copias
muy elevado. El andlisis de las secuencias de DNA mitocondrial obtenidas a partir del
extracto de CA4 muestra que muy probablemente éste fue contaminado por uno de los
investigadores durante la fase de extraccidon (ver apartado 5.2.2.3.1. de este mismo
capitulo). Ello explica que su contenido en DNA sea muy superior al obtenido en otra

muestra del mismo yacimiento (CA7).

La media del nimero de copias de mtDNA en las muestras de los yacimientos

.. ., 4 .
restantes es muy similar y se sitiia en torno a 2x10” copias.
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N° copias por yacimiento N° copias por yacimiento
1.0x105— 1.0x105+
9.0x10%- ) 9.0x10%-]
8.0x10%] 8.0x10%]
g 7.0x10% ' g 7.0x10%
£ 60x10+ - Té 6.0x10%-
% 5.0x10%- .. .3 - \i 5.0%10%
& 40110 u . 5 40710
L 3.0x10 . . . . S 3.0x10* {
2.0x104 i . . . i i . 2.0x1044 3 { it
RS I L BN 1.0x104 . i * .
0 L] [ ] ] 0 .
0 Ab Ag Cal Dj M Ne P SP TH TR To TM 0 AbAgCal Dj M Ne P SP THTR To TM
Yacimientos Yacimientos

Grificos FR25 y FR26. Resultados de la cuantificacion de DNA expresados en numero de copias por microlitro de
extracto ordenados por yacimientos. Ab: Abauntz; A¢: Agikli; Cal: Caldeirao; Dj: Dja’de; M: Mari; Ne: Nerja; P: El
Pirulejo; SP: Sant Pau del Camp; TH: Tell Halula; TR: Tell Ramad; To: Toledo; TM: Tres Montes.

3.3. Resultados de cuantificacion y probabilidades de éxito en la obtencion de

informacion genética

Todas las secuencias que proporcionaron sefial de amplificacion por Real Time
PCR salvo una presentaron un nimero de copias iniciales del segmento cuantificado
superior a 10*. Ello indica que, en principio, es posible la obtencién de informacion
genética fiable a partir de las mismas. Con todo, en algunos casos no fue posible la
recuperacion de informacidn genética a partir de extractos que a priori habian

proporcionado una lectura de cuantificacion dptima.
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4. DETECCION DE INHIBIDORES DE LA PCR

4.1. Inhibicion de una PCR con “DNA fresco”

La Tabla R13 muestra los resultados de inhibicién obtenidos para cada

concentracion ensayada —5ul, 2.5ul y 1ul- en cada extracto analizado.

58 de los 112 extractos analizados muestran inhibicion en al menos una de las
tres concentraciones ensayadas, lo que supone un porcentaje de inhibicion del 52% en

las muestras analizadas.

En 38 de los 58 casos en los que se detecta inhibicidn se mantiene la relacion
entre el volumen de extracto afiadido y la presencia de inhibicidn, es decir, cuanto
menor es el volumen de extracto afiadido menor es la capacidad inhibidora. En 8 (21%)
de estos 38 casos la inhibicion tiene lugar a las tres concentraciones ensayadas, mientras
que en 12 de ellos (30.7%) ésta inicamente se manifiesta a las dos cantidades mayores
(5 y 2.5ul), recuperandose la amplificacion al afiadir 1ul de extracto. En los 18 casos
restantes (46%) Gnicamente aparece inhibicidn cuando se afiade la cantidad méaxima de

extracto de DNA antiguo (Sul).

En los 20 casos restantes la relacion entre el volumen de extracto afiadido y el
grado de inhibicién no se mantiene. Ello puede deberse a errores en el pipeteo de los
extractos de DNA antiguo y/o de “DNA fresco” —especialmente a volimenes
pequefios— o a la distribucidn no homogénea de las moléculas de inhibidor en los

extractos.

La capacidad de inhibicion detectada es en algunos de los casos fofal (ausencia
de banda en el gel de agarosa al 2%) mientras que en otros es parcial (disminucion de la
intensidad de la banda respecto a una amplificacion normal). Ademas, en las muestras
ZA16 y TAl, se observa una alteracion de la migracion de las muestras en el gel de
agarosa consistente en un retraso de dichas muestras respecto al frente de avance
general. A modo de ejemplo, en la Figura FR27 se muestran los resultados de

inhibicién de una PCR con “DNA fresco” con 8 extractos diferentes de DNA antiguo.
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Tabla R13. Resultados de inhibicion de diferentes extractos de DNA antiguo a tres volumenes. -: No inhibe. +:
Inhibe. P: Inhibe parcialmente.

Yacimiento Individuo  Muestra Inhibicion Procedencia Individuo Muestra Inhibicion
Sul - 2.5ul 1pl Sl 2.5ul 1l
Abauntz AB35E AB17 - - + Muge TAS 168 TA8 + P -
Abauntz AB21D AB13 - - P Nerja NE-1829 INE - - -
Abauntz AB29F. 1AB8 + + - Nerja NE-1829 SNE - - -
Abauntz AB17C AB14 - - - Nerja NE-NAP 4NE - - +
Abauntz AB21E ABI11 - P - Nerja NMS§2-2 2NE - - -
Abauntz AB23C AB9 - - - Nerja NE-NT79 3NE - - -
Abauntz AB25E AB20 - - - Sant Pau 67214 1SP6 + - +
Abauntz AB3S5F ABI15 P - - Sant Pau 2 7608 SP2 - P +
Agikli 8a AH&9 16SK2 - - - Sant Pau 77720 1SP7 + + +
Agikli 8b AH89 13SK3  + + - Sant Pau 77720 2SP7 + - P
Agikli AH952¢-2  SKI107-3 - - - Tell Halula H3 TH1 - - -
Amir Abdallah AA397 AAl - - - Tell Halula H3 TH2 - - -
Amir Abdallah AA418 AAI12 - - - Tell Halula H4 TH3 - + -
Atxuri AX-12 AT24 + + P Tell Halula H4 TH4 - - -
Atxuri AX-14 AT26 - - - Tell Halula H7 THS - - -
Atxuri AX-15 AT27 - - - Tell Halula H8 TH7 P - -
Caldeirao Cal 010.107 CA7 - - - Tell Halula H8 THS8 - - -
Caldeirao Q12207 CA8 + - Tell Halula H24 1H24 - - -
Caldeirdo 011 77b CAl + + Tell Halula H25 2H25 - - -
Dja’de SK-A2 DJ1 + - - Tell Halula H26 1H26 - -
Dja’de SK-D4 16 DJ3 P P + Tell Halula H28 1H28 - - -
Dja’de SK-N4 2DJ4 P + + Tell Halula H30 1H30 - - -
Dja’de SK-R 3 1DJ6 + - + Tell Halula H35 1H1 - - -
Dja’de SK-R 3 2DJ6 + + + Tell Halula H36 1H2 - - -
El Pirulejo 2P1 2P1 + P - Tell Halula H37 2H20 - - -
Garai Gl1 GAl1 + - - Tell Halula H43 2H31 - - -
Garai Gl15 GA15 - - - Tell Halula H44 1H32 - - P
Garai Gl6 GAl6 + - - Tell Halula H47 1H18 - - -
Garai G23 GA23 - - - Tell Halula H48 1H33 - - -
Garai G24 GA24 + + + Tell Halula H49 1H15 - - -
Garai G3 GA3 + - - Tell Halula HS53 1H14 - - -
Garai G50 GAS0 P P - Tell Halula H54 2H34 - - -
Mari 1 IMA1 + P - Tell Halula H56 1H16 - - -
Mari 2 2MA2  + - - Tell Halula H57 1H21 P - -
Mari 3 1MA3 + - - Tell Halula H64 2H13 - - -
Mari 4 IMA4 P - - Tell Halula H65 2H10 - - -
Mari 4 2MA4 + - - Tell Halula H66 1H9 - - -
Mari 5 IMAS + - - Tell Halula H66 2H9 - - -
Mari 6 IMAG6 P P - Tell Halula H68 HI2 - - -
Mari 7 IMA7 + - + Tell Halula H70 2HI11 - - -
Mari 8 IMA8  + - - Tell Halula H70 3H11 - - -
Mari 10 2MA10 P - - Tell Ramad R65-1 TR7 - - -
Mari 11 3MA1l  + - - Tell Ramad R65 C8 SEA  TRI3 - - -
Mari 12 IMA12 P - - Tell Ramad  R65-4 11 TRY - - -
Muge TAS 168 TA1 + + - Tell Ramad  R65 (8) TR4 - - -
Muge TAS 214 TA2 P P - Tell Ramad  R65-7 1 TR1 - - -
Muge TAS 216 TA9 + + - Tell Ramad  R69 (2) TR14 - - -
Muge TAS 216 TA3 + + + Tell Ramad R69 (2) TR15 - - -
Muge TAS168 TA7 P + - Toledo K-13 TO1 P P P
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Tabla R13. (Continuacion).

Procedencia

Individuo Muestra  Inhibicion

Sml 2.5ml 1ml

Tres Montes T™S 2TM1 - - -
Tres Montes ™3 IT™2 - - -
Tres Montes T™M23 1T™M4 - - -
Tres Montes TM23 2TM4 P P +
Tres Montes T™M 4B-6B 1TM5 P -
Tres Montes TM63 1T™M6 - + -
Tres Montes TM 3C-3D ™7 - - +
Tres Montes T™M 1C-1D TMS + - +
Tres Montes ™ 1D ™10 + + +
Tres Montes T™™ IC T™11 - - -
Tres Montes T™M 4C-4D ™12 + -
Tres Montes T™ 4C ™13 + + +
Zafarraya ZA13 ZA13  + - -
Zafarraya ZA16 ZAl16  + + -

Figura FR27. Gel de agarosa al 2% que muestra los resultados de
inhibicién de una PCR de “DNA fresco” con diferentes volumenes (5pl,
2’5ul 'y 1pl) de 8 extractos de DNA antiguo. La ausencia de
amplificacion se interpreta como presencia de inhibidores en el extracto
de DNA antiguo correspondiente, mientras que la disminucion de la
intensidad de la banda de amplificacion indica inhibicion parcial.
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4.1.1. Resultados de inhibicion por individuo

En 12 casos se valoro la presencia de inhibidores en dos extractos diferentes de
un mismo individuo: SK-R3, Mari-4, TAS216, TAS168, NE-1829, 7 7720, H4, HS,
H66, H70, R69(2), TM23. En 7 casos (58.3%) se aprecia una coincidencia entre los
resultados de inhibicion de las dos muestras de un mismo individuo (inhiben a las
mismas concentraciones), en 4 (33.3%) existen diferencias de inhibicion a una
concentracion ensayada y Unicamente en un caso (8.3%) —la muestra TM23— se aprecia

un patrén de inhibicion totalmente diferente entre ambos extractos.

Las diferencias de inhibicion entre extractos de un mismo individuo en una de
las tres cantidades ensayadas puede deberse a cualquiera de los dos factores comentados
anteriormente: a una falta de homogeneidad en la distribuciéon de las moléculas de
inhibidor en el extracto o a errores en el pipeteo de pequefias cantidades tanto de
inhibidor como de “DNA fresco”. El patron de inhibicion detectado en el individuo H4
resulta mas facil de explicar considerando un error en el pipeteo del DNA fresco, que
hubiera proporcionado un falso resultado positivo de inhibicion. Esta observacion
resulta coherente con el patron de inhibicidn global del yacimiento de Tell Halula. Los
tres casos restantes —en los que uno de los extractos no presenta inhibicién a 2.5ul (SK-
R3 y 7 7720) o 1ul (TAS216)— pueden estar causados cualquiera de los dos factores o

por una combinacion de ambos.

El patron de inhibicion observado en los diferentes extractos estd en
concordancia con el patron de inhibicién global del yacimiento del que proceden, es
decir, los extractos con escasa inhibicién (NE-1829, H4, HS, H66, H70 y R69(2))
proceden de yacimientos con un nivel global de inhibicion bajo (Nerja, Tell Halula y
Tell Ramad) mientras que aquellos con un nivel moderado-alto de inhibicién (SK-R3,
Mari-4, TAS216, TAS168, 7 7720 y TM23) proceden de yacimientos con el mismo
nivel global de inhibicién (Dja’de, Mari, Muge, Sant Pau del Camp y Tres Montes). Las
muestras de un mismo individuo estan sujetas a los mismos procesos degradativos y por
eso no es de extrafiar que su patron de inhibicién coincida, puesto que parte de estas
moléculas inhibidoras podrian ser subproductos de la descomposicion del individuo o

incluso las propias lesiones en el DNA podrian ser responsables de la inhibicidon
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(PAABO 1989; ROGAN y SALVO 1990a). Se ha propuesto también que las moléculas
inhibidoras proceden del propio enterramiento y su presencia depende por tanto de las
condiciones medioambientales y tafondmicas del yacimiento (HAGELBERG y CLEGG
1991; COOPER 1992; TUROSS 1994). Estas condiciones son comunes a los individuos
procedentes del mismo enterramiento y resulta pues 16gico suponer que actiian de la
misma forma sobre todos ellos, aunque pueden existir sutiles variaciones individuales
relacionadas con la situacidon geografica de cada resto dentro del yacimiento y con su

grado de descomposicion.

4.1.2. Relacion con la procedencia de las muestras

El anélisis de los resultados de inhibicion por yacimiento (Tabla R14 y Figura
FR28) revela que existe cierta relacion entre la procedencia de las muestras analizadas y

su contenido en moléculas inhibidoras.

Tabla R14. Numero de muestras (extractos) e individuos de cada yacimiento en los que se
evalud la presencia de inhibidores de la PCR mediante la inhibicion de una PCR con “DNA
fresco” y porcentaje de muestras con inhibidores.

Muestras con

Yacimiento N°Individuos N° muestras o, % Inhibicion
Inhibidores
Abauntz 8 8 5 62.5
Agikli 3 3 1 333
Amir Abdallah 2 2 0 0
Atxuri 3 3 1 333
Caldeirao 3 3 2 66.7
Dja’de 4 5 5 100
El Pirulejo 1 1 1 100
Garai 7 7 5 71.4
Mari 11 12 12 100
Muge 4 6 6 100
Nerja 4 5 1 20
Sant Pau 3 4 4 100
Tell Halula 26 31 4 12.9
Tell Ramad 6 7 0 0
Toledo 1 1 1 100
Tres Montes 11 12 8 66.7
Zafarraya 2 2 2 100
Total 99 112 58 51.78
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En todos los yacimientos se detectaron muestras con inhibidores excepto en Tell
Ramad y Amir Abdallah, aunque en el ultimo caso la ausencia de inhibidores podria

deberse a un efecto de muestreo.

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre el yacimiento de
procedencia y el niimero de muestras con poder inhibidor (3*=51.98, 17 g.d.,
P<0.0001) una vez se han excluido aquellas categorias con un tamafio muestral inferior
a 5 (Agikli, Amir Abdallah, Atxuri, Caldeirao, El Pirulejo, Sant Pau, Toledo y
Zafarraya).

Los porcentajes de inhibicion de los diferentes yacimientos parecen apuntar
hacia la existencia de cierta relacidon entre la presencia de moléculas inhibidoras en los
extractos y su procedencia geografica. Por ejemplo, mientras que algunos yacimientos
de Proximo Oriente (Tell Halula, Tell Ramad y Amir Abdallah) y del sur de la
Peninsula Ibérica (Nerja) presentan un bajo porcentaje de muestras con inhibidores, este
porcentaje resulta muy elevado en aquellas muestras procedentes de la mitad norte de la

Peninsula Ibérica (Atxuri, Garai, Abauntz y Tres Montes).

Tabla R15. Porcentaje de muestras con inhibidores en los yacimientos agrupados en base a su geografia segtin dos
criterios. El primero de ellos (Agrupacion I) distingue entre Proximo Oriente y diferentes subconjuntos de muestras
de la Peninsula Ibérica. El segundo (Agrupacién II) agrupa las muestras de Préximo Oriente por un lado y las de la
Peninsula Ibérica por otro.

- o < % < %
Yacimientos Localizacion Agrupacion I n . hibicién AgrupacionII n inhibicién
Tell Halula Siria
Tell Ramad Siria
Dja’de Siria Préximo Oriente 60  36.7  Proximo Oriente 60 36.7
Mari Siria
Acikli Turquia
Abauntz Navarra
Tres Mor.ltes Nravarra Peninsula Ibérica Norte 30 63.3
Atxuri Vizcaya
Garai Vizcaya
Nerja Malaga
El Pirulejo Cérdoba Peninsula Ibérica Sur 8 50 Peninsula Ibérica 52 6923
Zafarraya Granada
Sant Pau del Barcelona  Peninsula Ibérica Este 4 100
Camp
Caldeirao Portugal
Muge Portugal  Peninsula Ibérica Oeste 10 90
Toledo Portugal
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Cuando se agrupan los yacimientos en 4 categorias —Proximo Oriente y
Peninsula Ibérica norte, sur, este y oeste— en base a su procedencia (Tabla R15.
Agrupacion I y Figura FR29) se comprueba que existe una asociacion estadisticamente
significativa entre la procedencia de las muestras y el niimero de muestras con
inhibidores (X2=51.98, 4 g.d.l,, P=0.0022). Lo mismo sucede cuando se agrupan todos
los yacimientos de la Peninsula Ibérica y se comparan con los de Proximo Oriente,
generandose una tabla 2x2 (y* aplicando la correccion de Yates=10.83, 1 g.d.l.,
P=0.0012; prueba exacta de Fisher bilateral P=0.0007) (Tabla R15. Agrupacién Il y
Figura FR30).
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Figuras FR28, FR29 y FR30. Numero de muestras con inhibidores en cada yacimiento (FR28),
y en yacimientos agrupados en funcion de su localizacidn geografica (FR29 y FR30).

350



Resultados

4.2. Espectros de absorcion de luz

Se midieron los espectros de absorcion de luz de los extractos de las muestras

TA3, GA3 y ZA16 tal y como se describe en el apartado 2.3.2. del capitulo “Métodos”.

En el extracto de la muestra TA3 (Figura FR31) se aprecian claramente tres
picos de absorcidn localizados a 270nm, 275nm y 290 nm aproximadamente. En el
extracto de GA3 (Figura FR32) se repite el mismo patrdn, aunque en este caso el
primero de los picos estd ligeramente desplazado hacia un maximo de absorcion de 266
nm. Sin embargo, en el extracto de ZA16 (Figura FR33) se aprecian los picos de
270nm y 275nm pero no el de 290nm y aparece un pico adicional a 227nm no presente

en las otras dos muestras analizadas.
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Figura FR31. Espectro de absorcion de TA3. Figura FR32. Espectro de absorcion de GA3.
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Figura FR33. Espectro de absorcién de ZA16.

El pico de 270nm, presente en los tres extractos analizados, podria corresponder
al DNA, cuya absorbancia estd establecida en 260nm. El maximo de absorbancia
observado a 275nm aparece también en extractos de DNA antiguo analizados por otros
autores (MONTIEL 2001), y ha sido relacionado con la presencia de proteinas. Sin
embargo, dado que el protocolo de extraccion de DNA empleado en el presente trabajo
elimina totalmente la fraccion proteica, no cabria esperar la presencia de proteinas en el
extracto final. Este pico de absorcidn podria corresponder por lo tanto a una sustancia
inhibidora. Segin MONTIEL 2001, si se almacenan los extractos de DNA antiguo en
frio durante cierto tiempo y posteriormente se transfieren a otro tubo, en la pared del
tubo original quedan unos residuos cuyo espectro de absorcidon muestra un aumento de
absorcion a 210nm y 240nm y unos picos invertidos o gaps a 488nm, 582nm y 658nm.
El pico de 210nm podria corresponder al primer maximo de absorcion detectado en el
extracto de la muestra ZA16, que también se intuye en los otros dos extractos

analizados.

Algunos de los compuestos propuestos por algunos autores como posibles
inhibidores presentan un espectro de absorcion conocido que puede relacionarse con los
de los extractos de DNA antiguo analizados. Este es el caso de las porfirinas y algunos

productos de su degradacién como las metaloporfirinas, las cuales absorben en la region
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de la luz visible a longitudes de onda de 550nm y 400nm (REST 1982). Otros productos
resultantes de reacciones quimicas endogenas —los productos de Maillard— muestran dos
picos amplios de absorcion alrededor de 500nm y 695nm (WONDRAK et al. 1995). Por
otra parte, la familia de acidos himicos y fulvicos presenta una zona de absorcion
intensa que va desde los 208nm hasta los 350nm en los primeros y hasta 400nm en los
segundos (MONTIEL 2001). Los &cidos himicos muestran cierta absorcion adicional a
242nm y 280nm (MONTIEL 2001). Los maximos de absorcion del grupo de las
porfirinas y productos de Maillard caen fuera del intervalo de longitudes de onda
analizadas para las muestras antiguas, por lo que no pueden ser comparado con los
espectros obtenidos. Sin embargo, los acidos humicos y fulvicos presentan picos de
absorcion precisamente dentro de este intervalo. El pico de 227nm que se observa en el
espectro de ZA16 y se intuye en los de los otros dos extractos analizados podria
pertenecer a los acidos huimicos y/o fulvicos. Los maximos de absorcion a 270nm,
275nm y 290nm podrian corresponderse con el “hombro” de 280nm que se detecta al
analizar el espectro de absorcion entre 190-820nm de los acidos humicos (MONTIEL
2001). El andlisis del espectro de absorcidon de estos compuestos en un rango de
longitudes de onda analogo al empleado en el presente trabajo podria revelar la

descomposicion de este maximo de absorcion a 280nm en mas de un pico.

La intensidad de absorcién de los picos de 270nm, 275nm y 290nm es variable
en los tres extractos analizados. En la Tabla R16 se muestran los valores de absorcion
corregidos por el factor de dilucion aplicado en cada caso para cada muestra y para cada
uno de los tres picos de absorcion detectados. Se intent6 relacionar el valor absoluto de
cada uno de estos picos con el poder inhibidor de cada una de las muestras ordenandolas
de acuerdo a su absorbancia para cada pico. El resultado reveld que no parecia existir
una relacion entre una mayor absorbancia del pico y un incremento en el poder

inhibidor del extracto en cuestion sobre “DNA fresco”.

Tabla R16. Valores de absorbancia a tres longitudes de onda de
los extractos analizados corregidos por el factor de dilucion
aplicado en cada caso.

Muestra Factor dilucion Absorbancia
270nm 275nm 290nm
GA3 7 21.7 28 30.1
ZA16 19 45.6 41.8 1.9
TA3 4.6 19.32 1932 1748
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5. POLIMORFISMOS DE DNA MITOCONDRIAL

5.1. Amplificacion, reamplificacion y secuenciacion de la region control del mtDNA

5.1.1. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion

Se estimaron las eficiencias de amplificacion, reamplificacidon y secuenciacidon
sobre el nimero total de intentos de amplificacidon realizados en cada caso, de acuerdo

con lo descrito en el apartado 15.1.1. del capitulo “Métodos”,

De las 763 reacciones de amplificacion en las que se visualizé el resultado en un
gel de electroforesis y cuyos blancos de amplificacion no se contaminaron, 135
proporcionaron resultado positivo de amplificacion, lo que supone un 17.69% de
eficiencia de amplificacion. Este resultado, sin embargo, pudiera estar subestimado
debido a que 590 de las amplificaciones realizadas se reamplificaron directamente sin

visualizar previamente su resultado en un gel de agarosa.

La eficiencia de la reamplificacion es sensiblemente superior: de 633
reacciones 264 dieron resultado positivo, sin contar tampoco aquellas procedentes de
grupos de amplificacion y reamplificacion contaminados, lo que supone una eficiencia
global del 41.7%. Este valor de eficiencia tan bajo se debe a que un porcentaje
importante de las alicuotas procedentes de la primera amplificacion fueron
reamplificadas directamente sin visualizar su resultado. Unicamente un 10.7% de estas
reacciones proporcionaron resultado positivo de reamplificacion. Por el contrario el
83% de las alicuotas con resultado positivo en la primera amplificacion fueron
reamplificadas con éxito. Estos resultados sugieren que para que la reamplificacion
funcione es necesario que la primera reaccion de amplificacion haya producido una
cantidad minima de DNA femplate y que probablemente la mayoria de las alicuotas
reamplificadas directamente no habian proporcionado banda de amplificacion en la
primera PCR. El fracaso de la reamplificacion de aquellas alicuotas de amplificacion
positiva puede deberse a que la sefial de amplificacion corresponda a artefactos de PCR

o bandas inespecificas.
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La eficiencia global de secuenciacion —entendida como la capacidad de obtener
secuencias legibles— se sittia en torno al 60%. Esta eficiencia depende esencialmente de
la “calidad” y cantidad del DNA template y de ciertos parametros de la reaccion de
secuenciacion, tales como la composicion del kit de secuencia, un disefio 6ptimo de los
cebadores o el programa de amplificacion empleado (APPLIED BIOSYSTEMS 2000).
La “calidad” del DNA femplate de la reaccion de secuencia es independiente del estado
de preservacion del DNA del extracto inicial, puesto que en este caso se trata de un
material que ya ha sido seleccionado y copiado mediante PCR. Dicha calidad tiene que
ver mas con su pureza, determinada por la ausencia en el extracto de DNA purificado de
otras sustancias —componentes de PCR (dNTPs, Taq, sales...), restos de agarosa, etc—.
La eficiencia de eliminacion de los terminadores de reaccion tras la PCR de secuencia
resulta también determinante para una correcta secuenciacion. En la Tabla R17 se
resumen las eficiencias de las reacciones de amplificacidon, reamplificacion y

secuenciacion en el conjunto de muestras estudiadas en la presente tesis doctoral.

Tabla RI17. Eficiencias globales de amplificacion,
reamplificacion y secuenciacion de las muestras estudiadas,
calculadas como el cociente entre el numero de resultados
positivos y el niimero de ensayos realizados.

Total Positivas Eficiencia (%)

Amplificacion 763 135 17.69
Reamplificacién 633 264 41.7
Secuenciacion 773 443 57.3

La eficiencia de estas reacciones estd condicionada por diversos factores. A
continuacioén se presenta el andlisis de la influencia que tienen sobre estas eficiencias
ciertas variables como el tipo de diente o tejido de partida, el tipo de cebador, el tamafio
del fragmento amplificado, el tipo de polimerasa empleada, la procedencia de la muestra
o su antigiiedad. Para el calculo de las diferentes eficiencias unicamente se tuvieron en
cuenta aquellas alicuotas procedentes de grupos de amplificacidon y reamplificacién no
contaminados y de las que se conocia su resultado final de amplificacion. En la seccidon
15.1. del capitulo “Métodos” se describe el procedimiento desarrollado para el calculo

de dichas eficiencias y las pruebas estadisticas empleadas en su comparacion.
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5.1.1.1. Tipo de tejido

En la presente tesis doctoral se extrajo DNA a partir de dos tipos de tejidos:
hueso y diente. En la Tabla R18 se desglosan las eficiencias de amplificacion,

reamplificacion y secuenciacidon para ambos tejidos.

Tabla R18. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tejido.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Tejido  Total Positivo Eficiencia (%) Total Positivo Eficiencia (%) Total Positivo Eficiencia (%)
Diente 717 126 17.57 542 234 43.17 679 396 58.32
Hueso 27 6 22.2 34 14 41.17 26 26 100
Total 744 132 17.74 576 248 43.05 705 422 59.85

Las eficiencias de amplificacién y reamplificacion de los dos tejidos son muy
similares entre si y no se aprecian diferencias significativas entre ellos (Prueba exacta
de Fisher bilateral; P=0.61 y P=0.86). Sin embargo, si que existen diferencias
significativas entre ellos en la eficiencia de la reaccion de secuencia (Prueba exacta de

Fisher bilateral; P<0.0001), siendo ésta del 100% en muestras de hueso.

5.1.1.2. Tipo de pieza dental

La mayor parte de las extracciones de DNA —aproximadamente un 96%— se
realizaron a partir de piezas dentarias puesto que los dientes constituyen un deposito
natural de material genético especialmente resistente a la degradacion organica
(DeGUSTA et al. 1994). Por ello puede resultar de interés el analisis de las eficiencias
de las reacciones de amplificacion, reamplificacion y secuenciacidon entre diferentes

tipos de estas piezas.

En la Tabla R19 se muestran las eficiencias de amplificacidon, reamplificacion y
secuenciacion en piezas dentarias definitivas, deciduales, gérmenes y raices.
Unicamente se detectan diferencias significativas entre estos tipos dentarios para la
reaccion de amplificacion (}=59.83; 2 g.d.l; P<0.0001), pero no para la
reamplificacion (%°=0.86; 2 g.d.l; P=0.65) ni la secuenciacién (y°=5.1; 2 g.d.L;
P=0.08). En la reaccién de amplificacion no existen diferencias significativas entre las

piezas deciduales y las definitivas (Prueba exacta de Fisher bilateral; P=0.095), pero si
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entre cada una de ellas separadamente y los gérmenes (Prueba exacta de Fisher bilateral,
P decidual-gérmen=0.0007 y P definitivo-gérmen<0.0001). Ello indica que tinicamente
existe una desventaja en la amplificacion cuando se emplean piezas no emergidas. La
variable raiz no fue comparada debido al reducido nimero de muestras estudiadas de

este tipo.

Tabla R19. Eficiencias de amplificacion, reamplificacidon y secuenciacién por tipo de pieza dental
(decidual, definitiva, germen o raiz). -: Reacciones cuyo resultado de amplificacion no fue visualizado
en un gel de agarosa. Aquellas clases significativamente diferentes (¢=0.05) de las restantes se marcan
con un asterisco.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Tipo pieza Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
(%) (%) (%)
Decidual 66 17 25.75 40 15 37.50 23 48 4791
Definitivo 600 104 17.33 466 210 45.06 349 605 57.68
Germen 51 5 9.80* 11 5 45.45 10 12 83.33
Raiz - - - 5 1 20 2 2 100

Total 717 126 17.57 522 231 44.25 384 667 57.57

Cuando se comparan los cuatro tipos de piezas dentarias empleadas en la
extraccion (Tabla R20), no se detectan diferencias significativas en las eficiencias de
amplificacién (y°=2.58; 3 g.d.L; P=0.46) y secuenciacion (y’=7.7; 3 g.d.I; P=0.052),
pero si en la de reamplificacién (x*=19.39; 3 g.d.l; P=0.0002). La diferencia viene
definida por los caninos (C), que exhiben una eficiencia de reamplificacién mayor y
significativamente diferente a los tres tipos restantes (Prueba exacta de Fisher bilateral;
P<0.0001). No se detectan diferencias significativas entre los incisivos (I), los molares

(M) y los premolares (P) (x*=2.54; 2 g.d.1; P=0.28).

Tabla R20. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tipo de pieza dental. I:
Incisivo; C: Canino; P: Premolar; M: Molar. Aquellas clases significativamente diferentes (a=0.05) de
las restantes se marcan con un asterisco.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacién
Tipo pieza Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
(%) (%) (%)
I 146 27 18.49 92 37 40.21 99 65 65.65
C 158 34 21.51 59 41 69.49* 116 72 62.06
P 135 22 16.29 77 38 49.35 102 63 61.76
M 274 43 15.69 287 113 39.37 349 184 52.72

Total 713 126 17.67 515 229 44.46 706 384 54.39
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Clasificando las piezas dentales en ocho tipos (Tabla R21) se detectan
diferencias significativas en las eficiencias de reamplificacion (x°=31.39; 6 g.d.l;
P<0.0001) y secuenciacion (3°=39.28; 6 g.d.l; P<0.0001) pero no en la eficiencia de
amplificacién (y*=6; 6 g.d.l; P<0.0001) una vez excluidas las clases con valores
inferiores a 5 (P2 y M2 de amplificacion, P1 de reamplificacion y secuenciacion). No
existen diferencias significativas en ninguna de las tres eficienrcias entre los dos tipos
de incisivos (Prueba de Fisher bilateral; P amplificacion=0.37; P reamplificacion=1.00 ;
P secuenciaciéon=0.15). Sin embargo, si que existen diferencias entre los tres tipos de
molares para la reamplificaciéon (x°=8,25; 2 g.d.l; P=0,016) y la secuenciacion
(X2=24,23; 2 g.d.l;; P<0,0001). La existencia de clases inferiores a 5 impide realizar una
comparacion estadistica para cada eficiencia entre los dos tipos de premolares y entre

las eficiencias de amplificacion de los tres tipos de molares.

En general, el segundo molar presenta unas eficiencias de amplificacion,
reamplificacion y secuenciacion inferiores a la de las otras piezas analizadas. De hecho,
si observamos la Tabla R21, los molares presentan las eficiencias mdas bajas del

conjunto, observacion que coincide con la del estudio de MONTIEL 2001.

Tabla R21. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tipo de pieza dental. I1: Incisivo
central; 12: Incisivo lateral; C: Canino; P1: Primer premolar; P2: Segundo premolar; M1: Primer molar; M2:
Segundo molar; M3: Tercer molar. Aquellas clases significativamente diferentes (0=0.05) de las restantes se
marcan con un asterisco.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Tipo pieza2 Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia

(%) (%) (%)

I 44 6 13.64 15 9 60 24 11 45.83
12 35 8 22.86 20 11 55 32 8 25
C 158 34 21.52 59 41 69.49 116 72 62.07
P1 22 5 22.73 10 7 70 17 14 82.35
P2 23 4 17.39 39 15 38.46 40 22 55
Ml 98 11 11.22 26 12 46.15 33 24 72.73
M2 55 4 7.27 119 34 28.57 86 34 39.53
M3 28 6 21.43 23 13 56.52 52 41 78.85
Total 463 78 16.85 311 142 45.66 400 226 56.5
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5.1.1.3. Longitud del segmento amplificado — Tipo de cebador

En la Tabla R22 se presentan las eficiencias obtenidas con cada uno de los
cebadores empleados. Existen diferencias significativas entre las eficiencias de
reamplificacion (= 67.63; 3 g.d.l; P<0.0001) y secuenciacién (3°=208.5; 3 g.d.L;
P<0.0001) cuando se consideran las cuatro parejas de cebadores empleadas. Aunque los
datos de amplificaciéon no cumplen las condiciones necesarias para la prueba de y7
puede observarse que los cebadores L16154-H16400/L16158-H16394 y L16252-
H16400/L16283-H16394 no proporcionaron ningin resultado positivo de
amplificacion, lo que viene a sugerir que su empleo no resulta adecuado para el estudio

de muestras como las de la presente tesis doctoral.

Tabla R22. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tipo de cebador. e: pareja de
cebadores externos. i: pareja de cebadores internos. L16112-H16262 y L16125-H16259: Primer segmento,
(presente tesis doctoral); L16251-H16380 y L16257-H16370: Segundo segmento (presente tesis doctoral);
L16154-H16400 y L16158-H16394: Segmento largo (GARCIA-BOUR er al. 2004); L16252-H16400 y
L16283- H16394: Segmento corto (GARCIA-BOUR et al. 2004).

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
(%) (%) (%)
L16112-H16262-¢
L16125- H16259-i 438 67 15.3 157 89 56.69 279 191 68.46
L16251-H16380-¢
L16257-H16370-i 288 68 23.61 169 89 52.66 267 209 78.28
L16154-H16400-¢
L16158-H16394-i 13 0 0 115 13 11.3 17 12 70.59
L16252-H16400-¢
L16283-H16394-i 24 0 0 190 73 38.42 204 32 15.69
Total 763 135 17.69 632 264 41.77 767 444 57.89

En la Tabla R23 se han agrupado los mismos resultados de eficiencia en base al
tipo de disefio de amplificacion utilizado. Las dos primeras filas de la tabla anterior
corresponden al disefio empleado para el andlisis de la mayor parte de las muestras del
presente trabajo, mientras que las dos tltimas corresponden al de GARCIA-BOUR et al.
2004 —pensado originalmente para el estudio de muestras antiguas de Tierra del Fuego—

utilizado al inicio de la tesis.
El disefio de GARCIA-BOUR et al. 2004 no proporciond ningun resultado

positivo de amplificacion. Para las reacciones de reamplificacién y secuenciacion

existen también diferencias significativas entre ambos tipos de disefio, siendo la
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eficiencia del primero de ellos muy superior a la del segundo (Prueba de Fisher

bilateral; P reamplificacion<0.0001; P secuenciacion<0.0001).

Tabla R23. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tipo de disefio de amplificacion.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacién
Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
(%) (%) (%)
Presente tesis doctoral 726 135 18.60 327 178 54.43 546 400 73.26
Garcia-Bour ef al. 2004 37 0 0 305 86 28.20 221 44 19.91
Total 763 135 17.69 632 264 41.77 767 444 57.89

El tamafio del fragmento amplificado es uno de los factores limitantes en los
estudios de DNA antiguo. En la presente tesis doctoral se realizaron amplificaciones de
dos longitudes diferentes: aproximadamente de 300pb con los cebadores L16154-
H16400/L16158-H16394 y L16112-H16380/L16125-H16370 y de 150pb con los
cebadores L16252-H16400/L16283-H16394, L16112-H16262/L16125-H16259 vy
L16251-H16380/L16257-H16370. En la Tabla R24 se muestran las eficiencias de
amplificacion, reamplificacion y secuenciacion calculadas en funcion del tamafio de

fragmento amplificado.

Tabla R24. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tamaiio del fragmento amplificado.

Tamaifio Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Total Positivos Eficiencia Total Positivos Eficiencia Total Positivos Eficiencia
(%) (%) (%)
300pb 13 0 0 116 13 11.21 17 12 70.59
150pb 750 135 18 516 251 48.64 750 432 57.6
Total 763 135 17.69 632 264 41.77 767 444 57.89

De nuevo, la ausencia de resultados positivos de amplificaciéon en una de las
clases —la correspondiente al fragmento de mayor tamafio— impide llevar a cabo
cualquier test estadistico de comparacion, sin embargo queda claro que el fragmento de
300pb plantea mas problemas que el de 150pb. Para la eficiencia de reamplificacion se
aprecian diferencias significativas entre ambos tamafios de amplicon (Prueba exacta de
Fisher bilateral, P<0.0001), siendo mucho mayor —como era de esperar— la del
fragmento pequefio. El tamafio de fragmento parece no influir en la eficiencia de la
reaccion de secuencia, para la que no se detectan diferencias significativas (Prueba

exacta de Fisher bilateral; P=0.33). Este resultado y el de la tabla anterior sugieren que
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la eficiencia de la reaccion de secuencia depende mas del tipo de cebador empleado que
del tamafio del amplicon. Una vez se ha conseguido la amplificacion y reamplificacion

de un fragmento su longitud deja de ser un factor limitante.

5.1.1.4. Tipo de polimerasa

En la presente tesis doctoral se emplearon polimerasas de tres casas comerciales
cuya formulacion se describe con detalle en el apartado 9.2.2.2. del capitulo “Métodos”.

En la Tabla R25 se detallan las eficiencias de cada una de estas Tag-polimerasas.

Unicamente se obtuvieron resultados positivos de amplificacion con la
polimerasa de Biotools® y la Tag-expand High Fidelity de Roche®, aunque no existen
diferencias significativas entre ellas (Prueba exacta de Fisher bilateral; P=0.27). En la
reamplificacidon, la enzima de Biotools® presenta una eficiencia del 100%, que
contrasta especialmente con la baja eficiencia de la polimerasa de GIBCO-BRL. Para
esta reaccion la ausencia de resultados negativos de reamplificacidon con la polimerasa
de Biotools® impide su comparacion con las otras dos mediante un test de *, aunque si
que puede probarse la existencia de diferencias entre las otras dos polimerasas (Prueba
exacta de Fisher bilateral; P<0.0001). Existen también diferencias significativas entre
los tres tipos de polimerasa en la eficiencia de secuenciaciéon (y’=107.4; 2 g.d.l;
P<0.0001), aunque la reaccion de secuencia se lleva a cabo con el enzima que incorpora

el tampdn de secuencia.

Los resultados indican que la Tag de GIBCO-BRL® presenta un rendimiento
general mucho menor que las otras dos polimerasas, sin embargo este resultado debe ser
acogido con cautela puesto que esta polimerasa fue empleada al inicio de la presente
tesis doctoral, cuando aun no se disponia de un entrenamiento adecuado en las técnicas
de DNA antiguo. Esta polimerasa se utilizd conjuntamente con el disefio de cebadores
de GARCIA-BOUR et al. 2004 que, como se ha demostrado anteriormente, proporciona

unas menores eficiencias de amplificacidon, reamplificacion y secuenciacion.

Las mayores eficiencias corresponden a la polimerasa de Biotools®. Sin

embargo, el porcentaje de amplificaciones realizadas con esta enzima que resultaron
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contaminadas es casi el doble que el de las amplificaciones en las que se empleo la Tag

expand (41% vs 22%).

Tabla R2S5. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por tipo de polimerasa empleada en las
reacciones de amplificacion y reamplificacion.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacién
Tipo polimerasa Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
(%) (%) (%)
Biotools 52 13 25 16 16 100 19 13 68.42
GIBCO-BRL 53 0 0 325 94 28.92 302 104 34.44
Tag-expand 658 122 18.54 292 154 52.74 452 327 72.35
Total 763 135 17.69 633 264 41.71 773 444 57.44

5.1.1.5. Procedencia
La Tabla R26 y las Figuras FR34, FR35 y FR36 muestran las eficiencias de

las reacciones de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion de las muestras de

cada yacimiento arqueoldgico.

Tabla R26. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por yacimiento arqueoldgico.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Yacimiento Total Positivos Eficiencia Total Positivos Eficiencia Total Positivos Eficiencia
(%) (%) (%)
Abauntz 61 15 24.59 18 17 94.44 52 32 76.92
Acikli 26 6 23.08 51 14 27.45 47 20 38.30
Amir Abdallah 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Atxuri 15 0 0 62 17 27.42 31 17 48.39
Caldeirdo 18 2 11.11 92 34 36.96 83 36 26.51
Dja’de 27 10 37.04 12 12 100 36 22 52.78
El Pirulejo 0 0 10 2 20 10 2 100
Garai 2 0 0 32 8 25 37 8 21.62
Mari 80 23 28.75 28 24 85.71 89 47 57.30
Muge 26 0 0 109 30 27.52 49 30 22.45
Nerja 5 2 40 29 5 17.24 19 7 100
Sant Pau 36 0 0 1 1 100 2 1 0
Tell Halula 432 51 11.81 99 55 55.56 165 106 69.70
Tell Ramad 45 12 26.67 54 25 46.30 85 37 83.53
Toledo 15 1 6.67 2 2 100 8 3 75
Tres Montes 76 13 17.11 15 14 93.33 41 27 73.17
Zafarraya 0 0 0 19 4 21.05 19 4 47.37
Total 763 135 17.69 633 264 41.71 773 399 57.44
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Como puede apreciarse, para algunos yacimientos —Amir Abdallah, Atxuri, El
Pirulejo, Garai, Muge, Sant Pau del Camp o Zafarraya— no se obtuvo ningun resultado
positivo de amplificacion. Estos resultados pudieran estar infraestimados puesto que en
algunos casos las reacciones de amplificacion no se visualizaron en un gel de agarosa y

se reamplificaron directamente.

Existe una gran diferencia en el niimero de alicuotas analizadas en cada
yacimiento, lo que dificulta en parte el analisis estadistico. Esta diferencia viene
determinada por el nimero de muestras estudiadas de cada yacimiento y por el nimero
de intentos totales de cada uno de los tres tipos de reaccion. Existen diferencias
significativas entre las eficiencias de amplificacion de aquellos yacimientos que
cumplen los requisitos necesarios para la aplicacion del Test de la x* (Abauntz, Acikli,
Dja’de, Mari, Tell Halula, Tell Ramad y Tres Montes; %*=29.29; 6 g.d.l; P<0.0001). Lo
mismo sucede con las eficiencias de reamplificacion (Ag¢ikli, Atxuri, Caldeirao, Garai,
Muge, Nerja, Tell Halula y Tell Ramad; x2=32,18; 7 g.d.l; P<0,0001) y secuenciacion
(Abauntz, Acikli, Atxuri, Caldeirao, Dja’de, Garai, Mari, Muge, Nerja, Tell Halula, Tell
Ramad y Tres Montes) (3°=36.76; 11 g.d.I; P<0.0001). Aunque no se pudieron
comparar las eficiencias de ninguna de las tres reacciones entre todos los yacimientos
estudiados, los resultados obtenidos sugieren que existe una fuerte asociacion entre la
procedencia de las muestras y el éxito en la obtencion de informacion genética a partir

de las mismas.
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Figuras FR34, FR35 y FR36. Resultados positivos y negativos de amplificacion (FR34),

reamplificacion (FR35) y secuenciacion (FR36).
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En el apartado de inhibicion de este capitulo se demuestra que la presencia de
inhibidores en los extractos de DNA antiguo estd relacionada con la procedencia
geografica de la muestra. Para tratar de ver si ésta condiciona también la eficiencia de la
recuperacidon de informacidn genética se agruparon los resultados en cinco categorias

atendiendo a su procedencia geografica:

- Proximo Oriente: Agikli, Amir Abdallah, Dja’de, Mari, Tell Halula y Tell Ramad
- Peninsula Ibérica Norte: Abauntz, Atxuri, Garai, Tres Montes

- Peninsula Ibérica Sur: Nerja, El Pirulejo, Zafarraya

- Peninsula Ibérica Este: Sant Pau del Camp

- Peninsula Ibérica Oeste: Caldeirao, Muge, Toledo

y se calcularon sus respectivas eficiencias de amplificacion, reamplificacion y

secuenciacion (Tabla R27).

Tabla R27. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por localizacion geografica de las
muestras.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacién
Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia

(%) (%) (%)
Préximo Oriente 610 102 16.72 244 130 53.28 422 232 54.98
Peninsula Ibérica Norte 154 28 18.18 127 56 44.09 161 84 52.17
Peninsula Ibérica Sur 5 2 40 58 11 18.97 48 13 27.08
Peninsula Ibérica Oeste 59 3 5.08 203 66 32.51 140 69 49.29

Peninsula Ibérica Este 36 0 0 1 1 100 2 0 0
Total 864 135 15.63 633 264 41.71 773 398 51.49

La presencia de valores iguales a 0 y menores de 5 impiden comprobar
estadisticamente si existen o no diferencias significativas entre las eficiencias de
amplificacion de las cinco clases, sin embargo si puede demostrarse una asociacion
estadisticamente significativa entre la procedencia de las muestras y las eficiencias de
reamplificacion (y*=33.15; 3 g.d.l; P<0.0001) y secuenciacion (y°=13.8; 3 g.d.L;
P=0,0032) de las clases “Préximo Oriente”, ‘“Peninsula Ibérica Norte”, “Peninsula

Ibérica Sur” y “Peninsula Ibérica Oeste”.

Cuando se agrupan todos los yacimientos de la Peninsula Ibérica y se comparan
con los de Préximo Oriente (Tabla R28) no se detectan diferencias significativas en la

eficiencia de amplificacién (Prueba exacta de Fisher bilateral; P=0.1822) pero si en las
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de reamplificacion (Prueba exacta de Fisher bilateral; P<0.0001) y secuenciacion

(Prueba exacta de Fisher bilateral; P=0.036).

Tabla R28. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por localizacion geografica de las

muestras.
Amplificacion Reamplificacion Secuenciacién
Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
() (%) (%)
Peninsula Ibérica 254 33 12.99 389 134 34.45 351 166 47.29
Proximo Oriente 610 102 16.72 244 130 53.28 422 232 54.98
Total 864 135 15.63 633 264 41.71 773 398 51.49

A pesar de su mayor antigliedad, en términos generales, las muestras de Proximo
Oriente presentan unas eficiencias mayores que las de la Peninsula Ibérica, lo que
sugiere que las condiciones tafonomicas han sido alli mas favorables a la preservacion
del material genético de los restos, con menor presencia de moléculas inhibidoras de la
PCR. En el ambito de la Peninsula Ibérica, las condiciones medioambientales del Sur

son igualmente mas favorables que las del resto del territorio.

5.1.1.6. Antigiiedad y preservacion

Para tratar de evaluar la influencia de la antigiiedad de las muestras en las
eficacias de amplificacidon, reamplificacion y secuenciacién, se agruparon éstas
cronoldgicamente en 7 categorias (Tabla R29). Las categorias se detallan en la Tabla

ME34 del apartado 15.1.1 del capitulo “Métodos”.

Tabla R29. Eficiencias de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion por antigiiedad de las muestras.

Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia Total Positivo Eficiencia
(%) (%) (%)
Calcolitico-Bronce 228 53 23.25 116 74 63.79 220 143 65
Medieval 2 0 0 20 8 40 37 8 21.62
Meroitico 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Neolitico 1 427 79 18.5 246 106 43.09 333 223 66.97
Neolitico 2 100 3 3 111 68 61.26 146 43 29.45
Paleolitico 1 0 0 0 7 2 28.57 4 3 75
Paleolitico 2 0 0 0 39 6 15.38 33 24 72.73

Total general 763 135 17.69 539 264 48.98 773 444 57.44
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El periodo Meroitico no fue incluido en el andlisis estadistico al no haberse podido
amplificar ninguna muestra del yacimiento de Amir Abdallah. Ya se ha comentado
anteriormente que el fracaso de la amplificacion en este yacimiento puede deberse a la

escasa preservacion del material genético.

Dado el bajo niimero de alicuotas para las que se visualizé el resultado de
amplificacion de las muestras de los periodos Medieval, Paleolitico 1 y Paleolitico 2, y
las escasas amplificaciones positivas obtenidas en las muestras del periodo Neolitico 2,
no puede procederse a la comparacion de las eficiencias de amplificacion de los
diferentes periodos. Aparecen diferencias significativas en las eficiencias de
reamplificacion (y’=38.54; 4 g.d.l; P<0.0001) y secuenciacion (}’=86.81; 4 g.d.l;
P<0.0001) de los diferentes grupos de edad excluyendo Paleolitico 1 por presentar

valores inferiores a 5.
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5.2. Secuencias de la Region Control del mtDNA

5.2.1. Secuencias obtenidas

Se han obtenido un total de 154 secuencias correspondientes a 90 muestras de 84
individuos distintos. De éstas, 69 correspondian al primer segmento de 133pb legibles y
75 al segundo segmento de 112pb. Las 10 restantes fueron obtenidas al inicio de la tesis
doctoral empleando los cebadores descritos en GARCIA-BOUR er al. 2004, que
proporcionaban un fragmento largo de 235pb legibles (6 secuencias) y uno corto, de

110pb legibles (4 secuencias).

A partir de los dos segmentos parciales (1 y 2) pudieron reconstruirse secuencias

de 249pb en un total de 42 muestras correspondientes a 39 individuos diferentes.

Estas secuencias se resumen en la Tabla R30.
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Resultados

5.2.2. Criterios de autenticidad

En la verificacion de la autenticidad de las secuencias obtenidas se emplearon

los criterios descritos en el apartado 14 del capitulo “Métodos”.

5.2.2.1. Blancos de extraccion y amplificacion

5.2.2.1.1. Blancos de extraccion

5.2.2.1.1.1. Amplificacién junto con las muestras

La mayor parte de los controles de extraccion fueron amplificados junto con las
muestras de su mismo grupo de extraccion. En la Tabla R31 se relaciona el nimero de
alicuotas amplificadas y reamplificadas de cada control, asi como el resultado obtenido
en cada caso. En dos casos (CE7 y CE8) las muestras se reamplificaron directamente sin

observar el resultado de la 1* PCR.

En los casos en se visualizd el resultado de la primera PCR (muestras CE6, CE7,
CE12 y CEI13) apareci6 banda de contaminaciéon en tan solo 4 de los 16 controles de
extraccion amplificados. Dos de los 4 controles contaminados (CE12 y CE13)
produjeron resultados positivos y negativos de contaminacidn, respectivamente, en

diferentes PCRs.

Trece de los controles fueron reamplificados por lo menos una vez. De ellos, en
5 casos (CE1, CE3, CE4, CES y CE24,) todas las reamplificaciones mostraron banda de
amplificacion en el agua, por lo que no pudo determinarse si la contaminacion procedia
de la extraccién o de la PCR. En un caso no se detectd banda de contaminacién en la
reamplificaciéon (CE23). Cinco casos mostraron una contaminaciéon clara (CE2, CE7,
CEl1, CEI12 y CE13), y dos proporcionaron resultados contradictorios en diferentes
PCRs (CE6 y CES).
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Tabla R31. Numero de amplificaciones y reamplificaciones (N°) y resultados de amplificacion de los
24 controles de extraccion introducidos en la presente tesis doctoral. ?: muestras reamplificadas
directamente sin mirar el resultado de la amplificacion; -: amplificacion negativa (ausencia de
contaminacion durante la extraccion), C- cont: amplificacion del control de amplificacion; +:
amplificacion positiva (contaminacion durante la extraccion).

Grupo Control

g g Amplificaciones Reamplificaciones
extraccion extraccion
N° Resultado N° Resultado
9 C + ) C +
cont cont
1 CE1 13 5 7 1 0 13 0 12 1
2 CE2 8 7 1 0 0 8 0 7 1
3 CE3 3 2 1 0 0 3 0 3 0
3 CE4 3 2 1 0 0 3 0 3 0
3 CE5 3 2 1 0 0 3 0 3 0
4 CE6 11 9 0 0 2 9 3 3 3
5 CE7 8 8 0 0 0 8 0 7 1
6 CE8 4 4 0 0 0 4 1 1 2
7 CE9
8 CE11 3 0 0 2 1 1 0 0 1
9 CEI12 3 0 1 0 2 1 0 0 1
10 CE13 3 0 2 0 1 1 0 0 1
11 CEl4 2 0 1 1 0
12 CE15 2 0 1 1 0
13 CE16 1 0 1 0 0
14 CE17 1 0 1 0 0
15 CE18 1 0 1 0 0
16 CE19 1 0 1 0 0
17 CE20
18 CE21
19 CE22 1 0 1 0 0
20 CE23 2 0 2 0 0 1 1 0 0
21 CE24 2 0 2 0 0 1 0 1 0

Algunos de los controles que habian producido banda de amplificacién en la
primera o segunda PCR fueron secuenciados para determinar el origen del DNA
contaminante. En la Tabla R32 se muestran las secuencias obtenidas a partir de los
controles CE11, CE12 y CEI13. En la Tabla R33 se relacionan, junto a las anteriores,
las secuencias de las muestras del mismo grupo de amplificacion. Las dos tablas
contienen las secuencias de los dos investigadores que realizaron tareas de extraccidon en

el laboratorio.
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Tabla R32. Secuencias de cinco controles de extraccion que dieron resultado
positivo de amplificacion y/o reamplificacion y de los dos investigadores que
realizaron tareas de extraccién de DNA antiguo en el laboratorio (I1 e 12).
Unicamente se incluyen aquellas posiciones en las que la secuencia difiere
de la secuencia consenso 6 CRS (ANDERSON et al. 1981). C: Citosina; T:
Timina; Y: Citosina o Timina. Aquellas posiciones para las que existe
informacion de ambas cadenas de DNA se sefialan en negrita. ?: controles
reamplificados directamente sin mirar el resultado de la amplificacion; +:
amplificacion positiva.

1
6
112222233
262679901
683104641
Grupo extraccion Muestra PCR1 PCR2 TCCCCCCTT
Il e o e e . .
12 cC:- -+ -TTC -
1 CEl1 ? +
5 CE7 ? + Y
8 CEl1 + .
9 CE12 + + - T
10 CE13 + + - C

Tabla R33. Secuencias de los cinco controles de extraccidn que proporcionaron un resultado
positivo de amplificacion y/o reamplificacion y de las muestras del mismo grupo de PCR. Como en
la tabla anterior se incluyen Gnicamente aquellas posiciones en las que la secuencia difiere de la
secuencia consenso 6 CRS (ANDERSON et al. 1981).

1

Ao o —
Alw o o
Al v o
Al— o
Alo 9
Als o
Al o
s o w
—— — W
=] KO S
Al o w

Grupo extraccion Muestra PCR1 PCR2

6
1
2
6
T

1

12 c - - - +« - T TC
THI . . .

TH6
THS
TR1
F85
F83
F49
F67
1 CEl

—_—

G

W

TH2
TR7
F85
CE7
BA1

W
++ + [+

CA7
CEll

AB17
CE12

O O |00 o

2TM1
CE13

+ 4+ |+ H]0 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0

=X
+ o[+ +
a
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Cuando la contaminacion afecta a los reactivos empleados durante la extraccion
cabe esperar que quede afectado también el resto de las muestras de la serie. Si alguna
contuviera DNA enddgeno, la secuencia resultante seria una mezcla entre éste y el DNA
contaminante. Si ambas moléculas de DNA son diferentes, en las posiciones mutadas se
visualizardn dos nucleotidos diferentes. En la presente tesis doctoral la secuencia del
investigador que extrajo las muestras (I1) es idéntica a la secuencia consenso, por lo
que, de acuerdo con lo anterior, cualquier cambio respecto a ésta deberia corresponder a
la muestra antigua. Por el contrario, si la muestra no presenta DNA o éste estd muy

degradado la secuencia obtenida correspondera exclusivamente al DNA contaminante.

Como se aprecia en las Tablas R32 y R33, las secuencias de los controles CE1
y CE11 coinciden con la secuencia del investigador I1, idéntica a la secuencia consenso.
Las secuencias de algunas de las muestras amplificadas junto con los controles
mencionados muestran un patrén similar. Los extractos THI, TH6, TH8 y TR1 del
primer grupo de extraccion presentan una secuencia del primer segmento idéntica a la
secuencia de su control de extraccion (CE1) y a la del investigador que realizo el
proceso de extraccion (I1). Junto con estas muestras se amplificaron, a manera de
control, cuatro muestras de secuencia conocida previamente, estudiadas por nuestro
grupo de investigacion (GARCIA-BOUR et al. 2004) (F85, F83, F49 y F67). Las
secuencias de estas muestras, extraidas con anterioridad por otro investigador (I2), son
diferentes a la secuencia de dicho investigador y coinciden con aquellas obtenidas
anteriormente por éste. Ello puede considerarse como indicio de la ausencia de
contaminacion durante la PCR del conjunto de muestras del grupo de extraccion 1.
Andlogamente la muestra CA7 del grupo de extraccion 8, presenta también una
secuencia idéntica al investigador I1, que comparte también con su control de
extraccion CE11. La ausencia de diferencias entre las secuencias de estas muestras y la
secuencia de I1 sugiere que o bien su DNA endogeno coincide también con la secuencia
consenso o bien la secuencia obtenida corresponde al investigador y no existe DNA

enddgeno amplificable.
Para comprobar el alcance de las supuestas contaminaciones de extraccion se

examinaron aquellas secuencias derivadas de los grupos de extraccidén supuestamente

contaminados (Tabla 34).
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La secuencia del segundo segmento de la muestra TH6 del grupo de extraccion
1 presenta una posicion con doble nucledtido (16311 C 6 T). Teniendo en cuenta lo
discutido anteriormente, la secuencia mutada —16311C— corresponderia a la muestra
antigua mientras que la molécula con una T en la misma posicidn e igual a la secuencia
consenso, corresponderia al DNA del investigador. Tal hipotesis se ve reforzada por el
hecho de que otra muestra del mismo individuo (THS), extraida en otro grupo diferente,
presenta la misma mutacion, esta vez sin doble nucledtido. La secuencia del segundo
segmento de la muestra TH8 de este mismo grupo de extraccion coincide con la
secuencia consenso y, consiguientemente, con la secuencia del investigador I1. Todas
las evidencias apuntan a que durante la extraccion del primer grupo de muestras éstas

fueron contaminadas con DNA del investigador I1.

Tres de las cuatro secuencias obtenidas del grupo de extraccion 8 difieren en
una (CA7, TO1) o dos posiciones (AB9) de la secuencia del investigador 11 (Tabla
R34). De haberse producido una contaminacion generalizada durante la fase de
extraccion, las secuencias serian iguales entre si y a la secuencia consenso, o bien
presentarian posiciones con doble nucledtido. Los resultados sugieren que esto no ha
ocurrido, por lo que la contaminacion del control de extraccidon en esta amplificacion
corresponde probablemente a una contaminacion puntual por parte del investigador
durante el proceso de amplificacion, la cual, por otra parte, no habria afectado al
correspondiente control de amplificacion. Por consiguiente la secuencia del primer

fragmento de CA7, amplificada junto a dicho control debe de ser eliminada.

Las secuencias de los controles de los dos restantes grupos de extraccion (9 y
10) son diferentes a la secuencia consenso y a la del investigador 11, y difieren también
de las secuencias obtenidas de las muestras de sus correspondientes grupos. El grupo de
extraccidn 5 presentd también contaminacidon durante la amplificacion, por lo que seran
discutidas en el apartado 5.2.2.1.2 “Blancos de amplificacién”. La secuencia del control
de extraccion del grupo 9, CE12, es diferente a la secuencia del investigador 11 y
también a la de la muestra AB17, del mismo grupo de extraccidon y amplificacion. Una
segunda amplificacion independiente a partir del extracto de extraccion de ABI17
proporciond un resultado idéntico, lo que sugiere que se trata de una secuencia

endogena a la muestra. Ninguna de las secuencias de las muestras del mismo grupo de
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extraccion obtenidas en otras amplificaciones no contaminadas presentaron la secuencia

del control de extraccion (Tabla R34).

La secuencia del control de extraccion del grupo 10, CE13, coincide con la
secuencia de la muestra 2TM1, del mismo grupo de extraccion y amplificacion, siendo
ambas diferentes de la secuencia del investigador I1. La muestra TMS5 de este grupo de
extraccion exhibe esta misma secuencia. Sin embargo las otras seis secuencias del
mismo segmento obtenidas presentaban un patréon mutacional totalmente diferente.
Estos resultados sugieren que probablemente la secuencia de la muestra 2TM1 sea
endogena, y que el control de extraccion haya resultado contaminado por ésta mediante
un proceso de carry over o quizas a través del traspaso de DNA de uno a otro pozo del
gel de azarosa, puesto que ambas muestras ocupaban carriles contiguos. A pesar de que
existen razones para pensar que la secuencia de 2TMI1 es enddgena, ésta no fue

considerada finalmente por precaucion.

Otros controles contaminados no secuenciados fueron CE2, CE6 y CES. Tales
controles se corresponden con los grupos de extraccion 2, 4 y 6 respectivamente. En la
Tabla R34 se incluyen también las secuencias obtenidas de estos grupos de extraccion.
Ninguna de las secuencias obtenidas en dichos grupos concuerda con la del investigador
I1 exceptuando la de la muestra 2PI del grupo de extraccidon 4. Todas las secuencias de
este grupo de extraccion son diferentes entre si, lo que excluye también la posibilidad de
contaminacion por otra fuente diferente al investigador I1. En el grupo de extraccion 8
unicamente las secuencias de TR16 y TR18 son iguales entre si aunque diferentes al
conjunto restante. Una vez mas, tampoco hay aqui indicios de una contaminaciéon de

extraccion generalizada.

Las observaciones anteriores junto con el hecho de que diferentes
amplificaciones de un mismo control de extraccion podian suministrar resultados
positivos y negativos pone en duda la validez de los resultados de contaminacidon
obtenidos. Ante la sospecha de que la amplificacion de los controles de extraccion junto
con las muestras puede propiciar la aparicion de falsos positivos en los controles, se
amplificaron los mismos en ausencia de muestras. Los resultados obtenidos se

comentan en el siguiente apartado.
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Resultados

5.2.2.1.1.2. Amplificacién de los controles aisladamente

Se amplificaron los controles de extraccion en ausencia de muestras tal y como
se describe en el apartado 14.2.4.1.2. del capitulo “Métodos”. En la Tabla R35 se

muestran los resultados de las diferentes amplificaciones realizadas.

Tabla R35. Resultados de la amplificacion y reamplificacion de los controles de extraccion en
ausencia de muestras. -: resultado negativo de amplificacion.

Amplificacion Reamplificaciéon

Control Grupo Resultado Grupo Resultado
extraccion amplificacion reamplificacion

CE1 1 - 1 -
CE2
CE3
CE4
CES
CE6
CE7
CE8
CE9
CEll
CE12
CE13
CE14
CE15
CE1l6
CE17
CE18
CE19
CE20
CE21
CE22
CE23
CE24

AR PR D UWWLWWWWRNNDNDNDNDND == ==
[

A DR DD LWLLWWWWRNRDNDNDNDRNDN = ===
1

Como puede apreciarse en la tabla, ninguno de los controles de extraccion
proporciono resultado positivo de amplificacion ni de reamplificacion en los ensayos
realizados. Este resultado viene a sugerir que la aparente contaminacion de extraccion —
detectada en los grupos de amplificacion en los que se incluian estos controles y
muestras— es en realidad una contaminacidon acontecida durante la amplificacion, por

parte del propio investigador I1 o mediante el fenémeno de carry over.
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5.2.2.1.2. Blancos de amplificacion

Las muestras fueron amplificadas en grupos de 8 mas dos controles de
amplificaciéon en 248 reacciones de PCR distintas. En 156 de estos “grupos de
amplificaciéon” se comprobo el resultado de la amplificaciéon en un gel de agarosa,
mientras que los grupos restantes se reamplificaron directamente, sin realizar esta
observacion. De los 156 grupos, 43 resultaron contaminados, lo que supone un

porcentaje de contaminacion de amplificacion del 27.56%.

Parte de las alicuotas amplificadas fueron reamplificadas mediante una PCR
anidada en un total de 142 “grupos de reamplificacion”. De éstos 50 resultaron

contaminados, lo que supone un porcentaje de contaminacioén durante la reamplificacion

del 33.8%.

Algunos blancos de amplificacion que habian producido banda fueron
secuenciados para determinar el origen del DNA contaminante. Se obtuvieron
secuencias en 11 de los 13 grupos en los que se intent6 la secuenciacion, en cinco de los
cuales se consiguid también la secuencia del correspondiente control de amplificacién.
Las secuencias de los blancos de amplificacion se presentan aisladamente y junto con

las muestras de sus respectivos grupos de amplificacion en las Tablas R36 y R37.

Tabla R36. Secuencias de cinco controles de amplificacion (BA) que
proporcionaron un resultado positivo de amplificacion y/o reamplificacion y de
los dos investigadores que realizaron tareas de extraccion de DNA antiguo en el
laboratorio (I1 e I12). Unicamente se incluyen aquellas posiciones en las que la
secuencia difiere de la secuencia consenso 6 CRS (ANDERSON et al. 1981). C:
Citosina; T: Timina; Y: Citosina o Timina. Aquellas posiciones para las que
existe informacion de las dos cadenas de DNA aparecen marcadas en negrita.

1
6
11111112222223
24668882346990
6738679348146 4

Muestra amﬁ;ﬁ}‘g’cién PCRI PCRZ TCACCCTCCCCCCT
T

12 C:+++++++++-.TTC
BAI 1 ? T Y Y -
BA2 2 + + C-G-TTC-T-

BA3 3 ? + A T.T

BA4 4 ) +

BAS 5 ) +
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Tabla R37. Secuencias de los cinco controles de amplificacion (BA) que proporcionaron un resultado
positivo de amplificacion y/o reamplificacion, de las muestras de su mismo grupo de PCR y de los dos
investigadores que realizaron tareas de extraccion de DNA antiguo en el laboratorio (I1 e 12).. Como en la
tabla anterior se incluyen unicamente aquellas posiciones en las que la secuencia difiere de la secuencia
consenso 6 CRS (ANDERSON et al. 1981).

1
6
1111111112222222333333
2246688892346799012226
6973867923481046415782

Grupo

. . PCR1 PCR2 TGCTCCCTCCCCCCCCTTTCCT
amplificacion

Muestra

1
n C:+++++ s+ e eeeeeTTC-
TH2
TR7
F85
BAl
CE7
1P1
ATI15
BA2
1DJ4
BA3
2H10
BA4
1H18
BAS

.CT -
.TT..

+ 4+ +]~o v 9w 0 9 0 O

+ o+ |+ |+ [+ o+ o+

N b B|W WIN DN N|—= = = = =

En los seis grupos de amplificacion contaminados restantes Unicamente se
obtuvieron secuencias de algunas de las muestras amplificadas pero no de los controles.

Las secuencias obtenidas de estas muestras pueden verse en la Tabla R38.

Las secuencias de los blancos de los tres primeros grupos de amplificacion
(Tabla R36) son diferentes entre si y a su vez diferentes de las secuencias de las
muestras de sus respectivos grupos (Tabla R37). Esta situacion ha sido descrita por
otros autores que han secuenciado las amplificaciones de los blancos (IVANOV et al.
1996; MONTIEL 2001) y puede explicarse mediante el fendmeno conocido como
“Jumping PCR”, esto es, que en ausencia de DNA endogeno o cuando existen muy
pocas copias del mismo, es frecuente la formacion de “artefactos” en las secuencias

mediante la combinacion de fragmentos de DNA.

383



Eva Fernandez Dominguez

En los grupos de amplificacion 4 y 5 las secuencias de los dos controles son
idénticas a la secuencia consenso y por tanto a la secuencia del investigador I1. Ninguna
de las secuencias de las muestras de sus respectivos grupos de amplificacion coincide

con la secuencia consenso, lo que apunta a una contaminacion puntual durante la PCR.

Tabla R38. Secuencias de muestras de 6 grupos de amplificacion cuyo blanco
de PCR proporcioné un resultado positivo de amplificacion y/o
reamplificacion y de los dos investigadores que realizaron tareas de extraccion
de DNA antiguo en el laboratorio (I1 e 12). Unicamente se incluyen aquellas
posiciones en las que la secuencia difiere de la secuencia consenso 6 CRS
(ANDERSON et al. 1981). C: Citosina; T: Timina; Y: Citosina o Timina.
Aquellas posiciones para las que existe informacion de las dos cadenas de
DNA aparecen marcadas en negrita.

1
6
11122222222333
22922678999001
69234187346491

Grupo
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1T e e e e e e e e e e e e e
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Las muestras AB20, 2H13, AB14, AB15 y SK106 (Tabla R38) presentan una
secuencia igual la del investigador I1. Para las muestras AB20, 2H13 y SK106 no se
dispone de secuencia del mismo segmento obtenida a partir de una amplificaciéon no
contaminada. La secuencia del segundo segmento de la muestra AB14 presenta 4
mutaciones no ambiguas, mientras que la de la muestra AB15 coincide también con la
secuencia consenso. Todo indica, pues, que se trata de una contaminacion del
investigador 11 durante el proceso de amplificacion, aunque para poder ratificarse en
esta afirmacion seria necesario analizar la secuencia del blanco contaminado, puesto que
podria suceder que su secuencia no coincidiera con la de las muestras, tal y como ha

sucedido en los casos en los que esto fue llevado a cabo.
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De las secuencias restantes, diferentes a la secuencia del investigador, destacan
especialmente las correspondientes a las muestras TR18 y 1MAG6, puesto que ambas
presentan mutaciones no ambiguas. La secuencia de la muestra TR18 coincide con la
obtenida de otra amplificacién no contaminada, por lo que podria concluirse que es
enddgena, aunque no puede ser aceptada dadas las circunstancias. La secuencia de la
muestra IMAG6 coincide con las de otras dos muestras del mismo yacimiento, IMA4 y

IMA12, por lo que es bastante probable que se trate pues de una secuencia enddgena.

Las secuencias de los extractos de AB13, 1'TM2 y 1H18, todas del mismo grupo
de amplificacidn, presentan lugares con doble nucledtido. Las secuencias del mismo
segmento obtenidas para las muestras 1 TM2 y 1H18 son completamente diferentes de
las secuencias analizadas aqui, por lo que probablemente en estos dos casos se trate de
secuencias “artefacto”, generadas por “jumping PCR” a partir de fragmentos de DNA
contaminante de origen desconocido. Para la muestra ABI3 no pudo obtenerse la
secuencia correspondiente al segundo segmento, por lo que, en este caso, la secuencia
obtenida podria contener una mezcla de dos moléculas de DNA, una enddgena que
llevaria la C en la posicion ambigua y la otra contaminante procedente del investigador,

que llevaria la T.

Ninguna de las secuencias consideradas ‘“definitivas” procede de un grupo de

extraccidn y/o amplificacion en el que se detectara contaminacion en los blancos.
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5.2.2.2. Replicacion de las muestras dentro del laboratorio

Se han obtenido secuencias a partir de diferentes amplificaciones de una misma
muestra en 10 casos: AB17 (2 secuencias del primer segmento), 2TM4 (2 secuencias
del primer segmento), 4NE (2 secuencias del segundo segmento), TH4 (2 secuencias del
segundo segmento), 1H18 (2 secuencias del segundo segmento), 1H21 (2 secuencias del
segundo segmento), TR7 (3 secuencias del segundo segmento), DJ3 (2 secuencias del
primer segmento), 2MA4 (2 secuencias del primer segmento) y IMAS (2 secuencias del

primer segmento).

Igualmente, se han recuperado secuencias a partir de diferentes extractos de un
mismo individuo en 6 casos: H7 (muestras TH5 y TH6, 2 secuencias del segundo
segmento), H70 (2H11 y 3H11, 2 secuencias del primer y segundo segmento), R 65-4 11
(TR9 y TR11, dos secuencias del primer y segundo segmento), SK-R 3 (1DJ6 y 2DJ6,
dos secuencias del segundo segmento), MA4 (IMA4 y 2MA4, 2 secuencias del primer
y segundo segmento) y AH 95 2¢-2 (SK107-3 y SK107-4, dos secuencias del primer

segmento).

En 6 casos (13 secuencias) se detectaron inconsistencias entre diferentes
amplificaciones de una misma muestra y en 3 (6 secuencias) entre diferentes extractos
de un mismo individuo. Estas secuencias no fueron tenidas en cuenta para los calculos
filogenéticos. En los casos restantes las secuencias recuperadas mostraron el mismo
patron mutacional, lo que contribuye a reforzar su autenticidad. Todas estas secuencias

se resumen en la Tabla R39.

La aparicion de secuencias distintas a partir de diferentes amplificaciones de una
misma muestra o individuo puede responder a varias razones. Una de las explicaciones
mas simple es la presencia de moléculas de DNA de diferente naturaleza en el extracto
original por heteroplasmia. Otra causa puede ser la contaminacion procedente de la
excavacion o del investigador que realizé la extraccion. Finalmente, se puede deber a la
existencia de cadenas “dafladas” en algunas posiciones (miscoding lesions). Sin
embargo esta situacion puede responder, también, a la introduccion de una
contaminacion puntual durante el proceso de amplificacion no detectada en los blancos.

Aunque la fuente mas probable de esta tltima contaminacion sea el investigador que
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realiza el proceso de amplificacion, durante la PCR es frecuente el fendmeno de carry
over, esto es, amplificacion de moléculas de DNA procedentes de otras muestras de la
misma o de amplificaciones anteriores que, en forma de aerosoles, flotan en el
ambiente. Finalmente, el fenémeno del jumping PCR puede contribuir a formar

secuencias artefactuales a partir de fragmentos de DNA contaminante y DNA enddgeno.

Mientras que la frecuencia de heteroplasmia descrita es muy baja, los otros tres
fenomenos son muy frecuentes en el estudio de restos antiguos, especialmente cuando la
cantidad de DNA endodgeno en el extracto es escasa. Todas las situaciones sefialadas
tienden a producir lugares con doble nucledtido en aquellas posiciones en las que las
secuencias de diferente naturaleza difieren entre si. Se diferencian, asi, de la

heteroplasmia, la cual suele afectar a un unico sitio (BENDALL ez al. 1996).
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La contaminacion por el personal de laboratorio puede ser facilmente detectada
comparando la secuencia obtenida con las secuencias de los investigadores. La
secuencia del investigador que realizé la mayor parte de las extracciones y todas las
amplificaciones (I1) y que por tanto presenta una mayor probabilidad de haber
contaminado las muestras coincide con la secuencia consenso, por lo que cabria esperar
que en aquellas secuencias con posiciones ambiguas cualquier diferencia respecto a ésta

sea enddgena a la muestra.

La contaminacion por carry over resulta mas dificil de controlar, aunque la
comparacion de la secuencia sospechosa con las del mismo grupo de amplificacion

puede proporcionar importantes pistas al respecto.

El fenémeno de jumping PCR tiende a generar secuencias con escasa, incluso
nula, representacion en la humanidad actual (MONTIEL 2001), por lo que la busqueda
de estas secuencias en bases de datos de poblacion actual resulta clave para su

deteccion.

Por otra parte el dafio molecular manifiesta una predileccion por ciertos tipos de
cambio (GILBERT ef al. 2003b) y por ciertas posiciones (GILBERT et al. 2003a) y se
manifiesta preferentemente cuando el numero de copias de DNA molde es inferior al
millar (HANDT et al. 1996). El nimero de copias iniciales presentes en los extractos de
DNA de las muestras de la Tabla R39 supera en todos los casos la décima de millar.
Por este motivo, en principio, resulta improbable que la causa de la discrepancia entre

las secuencias de diferentes amplificaciones sea el dafio molecular.

Una de las secuencias obtenidas de la muestra 1DJ3, igual a la secuencia
consenso (CRS), es unica entre las secuencias de las muestras de su misma serie de
amplificacion (Tabla R40). La otra secuencia es, asimismo, inédita en su grupo, pero
coincide con la de la muestra 1DJ4 procedente de una PCR contaminada. Su haplotipo
parcial: 16129A-16192C-16223C no aparece ni en nuestra base de datos ni en la
relacion de haplotipos de RICHARDS ez al. 2000, aunque su patron mutacional indica
que pertenece al haplogrupo I Europeo. La probabilidad de que se reproduzcan tres
mutaciones en dos extractos de DNA diferente es muy baja, lo que apoya la autenticidad

de la segunda secuencia de DJ3 y por tanto de DJ4. A pesar de ello no se tuvo en cuenta
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ninguna de las dos secuencias pues no cumplian con los criterios de autenticidad

propuestos en el apartado 14 del capitulo “Métodos” de la presente tesis doctoral.

Las secuencias obtenidas de dos extractos del individuo 4 de Mari (1MA4 y
2MA4) son inéditas dentro de sus respectivos grupos de PCR (Tabla R40). La
secuencia de la muestra 2MA4 coincide con la del individuo 1MA12, de una
amplificacion del mismo dia, pero de un grupo de PCR diferente, y, curiosamente, todas
las posiciones mutadas presentan doble nucleétido. La combinacién de mutaciones de la
referida muestra IMA4 (16290T, 16319A y 16362C) son caracteristicas del haplogrupo
A asidtico-americano. Aunque a priori pueda resultar extrafio la presencia de una
secuencia de origen asiatico en un yacimiento europeo, no hay que olvidar que la ciudad
de Mari fue en su momento una importante sede comercial y por tanto un lugar comun
de paso (MARGUERON 2003). La secuencia del extracto 1MA4 presenta cuatro
mutaciones ambiguas que hoy en dia se encuentran asociadas al haplogrupo Africano
L2 (16261T, 16278T, 16294T y 16309G). La probabilidad de que a partir de dos
muestras de un mismo individuo se reproduzcan por azar dos haplotipos asociados a
grupos ¢étnicos tan concretos y muy poco frecuentes en poblacidon europea actual es
practicamente nula. Excluyendo la contaminacion de laboratorio por razones obvias, las
unicas dos posibilidades que restan son o que ambas muestras procedan de diferentes
individuos, o que haya tenido lugar una contaminacidn por parte del personal encargado
de la excavacion arqueologica. Aunque la primera de las hipotesis resulta mas factible,
puesto que no se encuentra documentada la existencia de personal de origen asiatico y/o
africano en la Misién Arqueoldgica de Mari (Dra. Eva Chadwick, comunicacion
personal), ninguna de las dos secuencias fueron incluidas en el andlisis filogenético y

estadistico, por precaucion.

Las dos secuencias de la muestra IMAS8 pertenecen al mismo grupo de
amplificacion y son diferentes al resto de secuencias de este grupo (Tabla R40).
Ninguno de los dos haplotipos estan representados en nuestra base de datos ni en la
relacion de haplotipos de RICHARDS ef al. 2000. Uno de estos haplotipos parciales
(16126C-16163C-16186T-16187T-16189C) presenta algunas de las mutaciones tipicas
del haplogrupo Africano L1b, dos de ellas comunes a la otra secuencia de la misma
muestra (16186T,16187T). La tercera mutacion de este segundo haplotipo—no presente

en el primero (16223T)— aparece comunmente asociada a las otras mutaciones en el
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haplogrupo L1b. La primera de estas secuencias podria haberse generado por jumping

PCR a partir de fragmentos de la segunda.

La segunda secuencia de la muestra TH4 presenta un total de 10 sustituciones,
todas ellas con doble nucleétido, en el fragmento de 112pb. Este haplotipo parcial, con
un numero tan elevado de mutaciones, no se corresponde con ningun otro individuo de
las bases de datos analizadas, aunque algunas de ellas aparecen combinadas en ciertos
linajes africanos (16270T, 16278T, 16301T, 16311C). La presencia de lugares con
doble nucledtido sugiere que podria tratarse de un caso de contaminacién, donde la
secuencia mutada corresponderia al individuo analizado y la secuencia consenso al
investigador I1. Sin embargo, la singularidad de estas mutaciones y el elevado nimero
de las mismas hace pensar que se trate de una molécula quimérica producida por
Jjumping PCR a partir de fragmentos de DNA contaminante. La otra secuencia obtenida
en una amplificacion independiente de la misma muestra presenta unicamente dos
mutaciones, una de ellas con doble nucledtido. Esta mutacion aparece, ademas, en las
secuencias de otras dos muestras de su mismo grupo de amplificacion, TH5 y TRI12
(Tabla R40), por lo que podria tratarse de un fendmeno de carry over de uno de estos
individuos a la secuencia TH4. Sin embargo el resto de las secuencias del mismo grupo
no presentan esta mutacion. Aunque poco frecuente, este haplotipo estd representado en
nuestra base de datos en tres individuos procedentes de Noruega y figura, también, en la
relacion de haplotipos de RICHARDS ef al. 2000 en dos individuos escandinavos.
Aunque podria tratarse de una secuencia enddgena, bajo estas condiciones no puede ser

considerada.

La secuencia del extracto 2H11 del individuo H70 presenta una sola mutacion
no ambigua en la posicidn 16356 y es la Unica entre las secuencias de su serie de
amplificacion (Tabla R40). Teniendo en cuenta la informacién del primer segmento
(Tabla R62), el haplotipo 16356C pertenece al haplogrupo U4 y estd descrito en
Europa y Proximo Oriente, tanto en la relacion de haplotipos de RICHARDS et al. 2000
como en nuestra base de datos. La secuencia correspondiente a la muestra 3H11 del
mismo individuo presenta dos mutaciones con doble nucledtido, y es también tnica en
su serie de amplificacidon, por lo que, en principio cabria descartar el fenomeno del
carry over como responsable de su origen. El haplotipo 16304C-16311C es Unico entre

las secuencias antiguas obtenidas, y tampoco estd presente en una amplia base de datos
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de secuencias mundiales actuales. Sin embargo estd descrito en la relacion de haplotipos
de RICHARDS et al. 2000 en un individuo del noroeste de Europa. Ambas posiciones
son lugares de dafio molecular (ver Tabla 16 del capitulo “Introduccidon’). De nuevo
aqui las lecturas del numero de copias de DNA femplate originales proporcionan valores
por encima de 10%, lo que permite descartar el dafio molecular como factor causal de la

discrepancia entre las dos secuencias obtenidas.

La primera amplificacion de la muestra 7HI8 proporciond una secuencia con
solo una mutacién. Tal mutacion es tnica en su grupo de PCR (Tabla R40) y, teniendo
en cuenta la informacidon del primer segmento (Tabla Ré62), el haplotipo completo
(16270T) es comun en poblacidn europea, donde se clasifica dentro del haplogrupo US.
La secuencia obtenida de la segunda amplificacion no presenta mutaciones y tampoco
coincide con secuencia alguna de su mismo grupo de amplificacion. Como el haplotipo
del investigador 11 es igual a la secuencia consenso resultaria posible que en la segunda
amplificacion se hubiese producido una contaminacién puntual, lo que llevaria a
considerar la secuencia de la primera amplificacion como auténtica. Sin embargo,

puesto que no se cumple el criterio de replicacidon, ambas secuencias fueron descartadas.

La secuencia de la primera de las amplificaciones de la muestra 1H21 presenta 5
sustituciones con doble nucledtido, ninguna de las cuales aparece en las secuencias de
las muestras del mismo grupo de amplificacion (Tabla R40). Ahora bien, tres de estas
sustituciones estan presentes en la secuencia de una amplificaciéon de la misma muestra
llevada a cabo el mismo dia, en otro grupo, y que resultd contaminada. La secuencia de
la segunda de las amplificaciones es igual a la secuencia consenso. De nuevo aqui la
secuencia de la primera amplificacion podria ser auténtica si consideramos la de la
segunda como resultado de la contaminacion por parte del investigador I1. De ser asi
cabria suponer que la presencia de dobles nucledtidos se debe a la existencia de dos
secuencias diferentes: una endogena a la muestra con cinco mutaciones y otra
contaminante e igual a la secuencia consenso probablemente procedente del
investigador I1. Esta hipdtesis sin embargo no explica por qué ninguna de las cuatro
mutaciones de la secuencia de AB14 presenta doble nucledtido, lo que seria de esperar
de haber sido este grupo contaminado por el investigador I1. Puesto que ninguna de las
dos explicaciones resulta totalmente satisfactoria tampoco se han tenido en cuenta estas

dos secuencias.
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En relacién con la muestra TR7 existen 3 secuencias del segundo segmento,
todas ellas diferentes y con mutaciones sin doble nucledtido. A excepcion de la primera,
comun a aquella obtenida de la muestra TR9 de su mismo grupo de PCR, ninguna de las
otras dos secuencias presentan homdlogos en sus respectivos grupos (Tabla R40). La
segunda de las secuencias coincide con la de uno de los arquedlogos implicados en su
obtencién (ver apartado 5.2.2.3. de este mismo capitulo), por lo que podria tratarse de
un caso de contaminacion de extraccion, por mdas que resulta extraiio que ésta haya
afectado tan sélo a una de todas las muestras excavadas. La tercera de las secuencias
tiene tres mutaciones comunes a uno de los investigadores del laboratorio (I2), sin
embargo la posibilidad de contaminacion por su parte es muy remota puesto que en el
momento de su extraccion y amplificacion dicho investigador ya no formaba parte del
equipo de trabajo, y no hubo contacto alguno entre él y la muestra. Las tres secuencias

fueron eliminadas.

La secuencia de la muestra TR9 es unica en su grupo de amplificacion (Tabla
R40) y no presenta ninguna posicién con doble nucledtido. La del extracto TRI11
perteneciente al mismo individuo es comun a la de la muestra TR19 de su mismo grupo
de amplificacion, por lo que podria tratarse de un carry over entre ambas. Las
secuencias correspondientes al segundo segmento de los dos extractos del mismo
individuo son idénticas, y ambas presentan la mutacién 16293C. Ninguna de las
combinaciones 16129A-16293C (TR9) y 16224C-16293C (TRI11) es comun en
poblacion europea ni de Proximo Oriente (base de datos interna y relacion de haplotipos
de RICHARDS et al. 2000). Sin embargo el individuo TR8 del mismo yacimiento,
presenta el haplotipo 16129A-16293C, lo que podria apuntar a la autenticidad de la
primera de estas dos secuencias. A pesar de todo, esta secuencia tampoco fue

considerada por no ser consistente su replicacion.
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Resultados

5.2.2.3. Sentido filogenético

5.2.2.3.1. Comparacion de las secuencias obtenidas con las del personal arqueoldgico
y/o0 antropoldgico v con el personal de laboratorio

En la Tabla R41 se presentan las secuencias de mtDNA de tres investigadores
(denominados I1, 12 e 13) de los dos laboratorios en los que se realizaron tareas de
extraccion y amplificacion de DNA antiguo y de un arquedlogo y un antropologo que
participaron en la excavacion y el andlisis antropoldgico de algunas de las muestras

estudiadas.

Tabla R41. Secuencias de mtDNA de tres investigadores,
un arquedlogo y un antropologo implicados en la
manipulacion de las muestras del presente trabajo.

1

6

1122233

2669900
Individuo Abreviatura 6 8 1 4 6 2 4

CRS TCCCCTT

Investigador 1 11
Investigador 2 12 C:--TT - -C
Investigador 3 13 L O
Arquedlogo 1 Al - T - :
Arquedlogo 2 A2 « T -

Tal y como ya se comentaba en el apartado 14.4.1.1. del capitulo “Métodos”, la
coincidencia entre la secuencia de alguno de los investigadores o arquedlogos con la de
algunas muestras no tiene por qué implicar necesariamente la contaminacion de éstas
ultimas, aunque, ciertamente, tanto el personal investigador y arqueoldgico como las
muestras estudiadas proceden de poblacion europea. Si suponemos que la composicion
genética de la poblacion europea en el pasado es similar a la actual, podriamos valorar
la existencia de contaminacion en el conjunto de secuencias antiguas obtenidas
basandonos en la frecuencia del haplotipo de estos investigadores/arquedlogos en la
poblacion actual (Tabla R42). Si dichos haplotipos son muy comunes actualmente,
cabe esperar que su frecuencia en el conjunto de muestras antiguas sea elevada, por lo
que la eliminacién de todas aquellas secuencias en las que dichos haplotipos aparezcan
representados no estara justificada. Este es el caso de la secuencia del investigador que
realizd6 la mayor parte de las extracciones y todas las amplificaciones (I1) cuya

secuencia es igual a la secuencia consenso (CRS), la mas comun en el conjunto de
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poblaciones europeas actuales. Tanto la frecuencia observada de este haplotipo
completo como la del haplotipo parcial del segundo segmento en el conjunto de
secuencias antiguas obtenidas son menores a las esperadas. La frecuencia observada del
haplotipo parcial del primer segmento es ligeramente superior a la esperada aunque no

lo suficiente como para considerar que esta desviacidn esté causada por contaminacion.

Tabla R42. Frecuencia de los haplotipos completos y parciales del personal investigador y arqueoldgico en la base de datos de
poblaciones actuales construida para la presente tesis doctoral.

. Secuencia completa Primer segmento Segundo segmento
Investigador/ -
Arquedlogo Haplotipo Fre:‘:z )n ca Haplotipo Frecuencia Haplotipo Frecuencia
11 CRS 13.03 CRS 27.49 CRS 37.9
12 16126C,16294T,16296T,16304C 1.03 16126C 7.28 16294T,16296T,16304C 1.27
13 16302C 0 CRS 27.49 16302C 0
Al 16168T 0.071 16168T 0.17 CRS 37.9
A2 16261T 0.17 CRS 27.49 16261T 1.91

Tabla R43. Frecuencias absolutas observada y esperada de los haplotipos completos y parciales del personal investigador y
arqueoldgico, respectivamente, en el conjunto de secuencias antiguas obtenidas y cociente entre ambas. La frecuencia esperada se
calcula a partir de la frecuencia de estos mismos haplotipos en la base de datos de poblaciones actuales construida para la presente
tesis doctoral.

Investigador/ Secuencia completa Primer segmento Segundo segmento
. Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Arquedlogo Observada Esperada Obs/Esp Observada  Esperada Obs/Esp Observada  Esperada Obs/Esp

11 3 6.38 0.46 25 18.96 1.31 20 32.21 0.62
12 3 0.5 6 10 5.03 1.98 6 1.07 5.55
12* 0 0.5 0 3 5.03 0.19 1 1.07 1.85
13 0 0 - 25 18.96 1.31 0 0 -

Al 0 0.034 0 0 0.12 0 20 32.21 0.62
A2 0 0.087 0 25 18.96 1.31 1 1.62 0.61

Las secuencias de las muestras ZA13 y ZA16, supuestamente pertenecientes a
dos individuos neandertalenses, son iguales a la secuencia consenso y al investigador I1.
Estos mismos individuos fueron analizados por un equipo internacional con resultado
negativo (BARRIEL et al., en prensa). Este resultado y las grandes diferencias entre las
secuencias recuperadas y de Neandertal publicadas hasta la fecha (SERRE et al. 2004;
LALUEZA-FOX et al. 2005; SCHMITZ et al. 2002; KRINGS et al. 2000, 1997;
OVCHINNIKOV ef al. 2000), apunta a que las secuencias de ZA13 y ZA16 son
contaminaciones por parte del investigador I1, introducidas de forma puntual durante la

amplificacion.

El haplotipo del investigador 12, que realizd la extraccion de algunas muestras
(ver apartado 14.2.3. del capitulo “Métodos™), es poco frecuente en poblacion actual
Tabla R42) por lo que si su presencia en el conjunto de secuencias obtenidas fuera

elevada seria evidente que ha habido contaminacidon durante el proceso de extraccion.
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En la Tabla R43 se aprecia que las frecuencias observadas de este haplotipo completo y
de los correspondientes haplotipos parciales del primer y segundo segmentos son del
orden de 2 a 6 veces superiores a las frecuencias esperadas. Si se suprimen todas
aquellas secuencias con este haplotipo procedentes de muestras extraidas por dicho
investigador, la relacion entre la frecuencia observada y esperada es igual o inferior a
uno (Tabla R43, 12*). Ello indica que, en este caso, la mayor parte de secuencias con
un haplotipo idéntico al del investigador 12 no son originarias de la muestra, sino que
son producto de contaminacién introducida durante la extraccion de su material
genético. Todas las secuencias con este haplotipo, total o parcial, procedentes de
aquellas muestras extraidas por dicho investigador fueron eliminadas del conjunto
inicial. Fueron descartadas, también, las secuencias de las muestras AT25, GAIlS,
GA24, GA50 y TA3, extraidas por 12 y que exhibian otras mutaciones ademas de las de

dicho investigador.

Ninguna de las secuencias obtenidas coincide con la del investigador 13. Su
haplotipo tampoco aparece representado en la base de datos de secuencias actuales
disefiada para el presente estudio. Se trata de un motivo poco comun que si que aparece
en un individuo europeo de la relacién de haplotipos de RICHARDS et al. 2000. El
haplotipo parcial del primer segmento coincide con la secuencia consenso, caso que ya
hemos comentado anteriormente. El del segundo segmento tampoco coincide ni con

ninguna de las secuencias antiguas recuperadas ni con las de la base de datos.

El haplotipo completo del arquedlogo Al no aparece en ninguna de las
secuencias antiguas obtenidas. El haplotipo parcial del primer segmento tampoco pero
si el del segundo segmento, que coincide con la secuencia de referencia. Igual que
sucedia con el investigador I1, la frecuencia observada de este haplotipo parcial es
inferior a la esperada, por lo que no existen razones para pensar en la contaminacion de

las muestras con esta secuencia.

El haplotipo completo del antropdlogo A2 tampoco esta representado en las
secuencias antiguas obtenidas. El haplotipo parcial del primer segmento se corresponde
con la secuencia consenso, caso que ya hemos comentado anteriormente mientras que el
del segundo segmento, presente en baja frecuencia en la poblacion actual, aparece en

una Unica secuencia de la muestra TR7. Esta amplificacion fue replicada otras dos veces
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obteniéndose en cada caso una secuencia diferente por lo que resulta, en principio,
posible que la secuencia con el haplotipo de A2 provenga de éste. Sin embargo, tal y
como se comenta en el apartado 5.2.2.1., resulta muy sorprendente que la
contaminacion durante la excavacidn s6lo haya afectado a una de las muestras

excavadas.

En la Tabla R43 se detalla el conjunto de secuencias eliminadas tras aplicar este

criterio.

Tabla R43. Secuencias eliminadas puesto que coincidian con la secuencia de uno de los
investigadores (12).

1
6
112 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3
29 4 5 78 9 902 2 2 2 2 36
Procedencia Individluo Muestra 6 3 5 6 0 7 4 6 4 0 2 6 7 8 8 2
CRS T CCCCCCCTUCAACCAT
12 C T T C
Atxuri AX-3 ATI1S TYY
Atxuri AX-4 ATI16 - XYY TYY
Atxuri AX-13 AT25 T T C Y
Atxuri G15 GAlS T Y Y A
Atxuri G24 GA24 - - 2?7 TYCT A
Atxuri G50 GA50 T T C W R C
Caldeirao R12sc 71 CA3 C
Caldeirao 012 194 CA4 C T T C
Muge TAS 168 TAl Y
Muge TAS 214 TA2 Y Y
Muge TAS 216 TA3 Y T
Agcikli 8a AH89 16SK2 C YYY
Agcikli AH 95 2¢c-1  SK106 T C Y
Acikli AH952¢-2 SKI107-3 ' Y - - - - - Y Y Y
Agikli AH952c-2 SK107-4 Y
Zafarraya ZA13 ZA13
Zafarraya ZA16 ZA16
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5.2.2.3.2. Busqueda de las secuencias obtenidas en una base de datos de secuencias

actuales de la misma region geografica o de regiones proximas

La Tabla R44 muestra los resultados de la busqueda de los haplotipos de las
muestras antiguas en la base de datos de secuencias de poblaciones actuales. La mayoria
de las secuencias antiguas parciales y/o completas recuperadas estdn representadas en
esta muestra de poblacion actual. Unicamente 22 de estas secuencias (30.13%) no
aparecen en la mencionada base de datos. Tales haplotipos han sido destacados con

negrita en la Tabla R44.

Esta ausencia de representacion de los haplotipos antiguos en la base de datos de
secuencias actuales puede tener dos posibles interpretaciones. La primera de ellas es que
la secuencia completa sea auténtica. En este caso su ausencia en la base de datos puede
deberse bien a que sea un haplotipo minoritario actualmente o a que se trate de un linaje
extinguido, presente en la poblacion antigua pero no en la actual. La segunda de las
interpretaciones es que una o ambas secuencias parciales sean contaminaciones con
DNA exdgeno. Una vez descartada la contaminacidn por el personal investigador y/o
arqueologico (ver apartado anterior) la fuente de contaminacién mas probable es la
contaminacion por carry over durante la amplificacion a partir de amplicones de DNA

generados con anterioridad.

La amplificacién de cada uno de los dos fragmentos que conforman la secuencia
completa se realizé de forma independiente en dias distintos. De existir contaminacion
en ambos experimentos, es de esperar, en términos de probabilidad, que la fuente de
DNA contaminante en cada caso sea diferente. Suponiendo que todos los amplicones de
DNA tienen la misma probabilidad de contaminar, es de esperar que si uno o ambos
segmentos resultan contaminados no deberia existir concordancia entre el haplotipo del
primer y del segundo segmento. La probabilidad de que la secuencia completa esté o no
representada en la poblacion actual dependera de la probabilidad de que las mutaciones
presentes en cada fragmento estén asociadas o no a algin haplogrupo o variante

mitocondrial concreta.

Discernir entre una y otra posibilidad mediante la tnica aplicacion de este

criterio es sumamente complicado y por lo tanto, tal como se comentaba en el apartado
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14.4.1.2. del capitulo “Métodos”, la exclusion de secuencias sospechosas de haber
sufrido contaminacion por carry over unicamente se realizd en aquellos casos en los que
existian otras razones para sospechar que ésta habia tenido lugar. Mdas concretamente la
presencia de posiciones ambiguas en las que en la secuencia original aparecia mas de un
unico nucleotido, habitualmente dos, fue empleada como criterio de descarte. En este
sentido y ligandolo con el siguiente apartado resulta interesante resaltar que en 7 de las
19 muestras cuyo haplotipo completo no estd representado en la base de datos de
poblaciones actuales alguna de las secuencias parciales presenta al menos una posicion

con doble nucleotido.

Cuando son los haplotipos parciales los que no encuentran representacion en la
base de datos de poblaciones actuales la disyuntiva autenticidad-contaminacion resulta
aun mas dificil de evaluar. En estos casos también fueron descartadas a priori aquellas
secuencias con mas de una posicion ambigua no clonadas. Al no ser incluidas tales
secuencias parciales en el andlisis filogenético final, la aceptacién por error de una

secuencia contaminada por carry over no influye tanto en el resultado final.
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5.2.2.4. Eliminacion de aquellas secuencias con mds de una posicion ambigua

De las secuencias que restan —tras eliminar aquellas inconsistentes entre
diferentes amplificaciones de un mismo o de diferentes extractos (Tabla R39) y las
coincidentes con alguno de los investigadores (Tabla R43)— 22 presentan alguna
posicidén con doble nucledtido (18.96%). Tal y como se ha comentado en el apartado
anterior, la presencia de posiciones con doble nucleétido responde a la coexistencia de
secuencias de diferente naturaleza en el extracto de DNA. Esto puede explicarse a través
de dos fenomenos no excluyentes: la contaminacion (de extraccidén, de amplificacidon o
de carry over) no detectada en los controles y el dafio molecular. Por otra parte, el
proceso conocido como “jumping PCR” puede generar secuencias quiméricas a partir

de diferentes trozos de DNA endogeno y DNA contaminante.

De las 22 secuencias con doble nucledtido, 8 presentan mas de una posicion
ambigua, las correspondientes al primer segmento de las muestras: AB14, AB15 y
IMA3 y al segundo de 2TM1, 2NE, 1PI, DJ1 y DJ4. Estas ambigiiedades pudieron
resolverse mediante la clonacion de los productos de amplificacion en las muestras
2NE, 1PI y DJ1 tal y como se describe y discute en el apartado 5.2.2.5 de este capitulo.
Ante la imposibilidad de determinar en las restantes secuencias no clonadas el numero
de tipos mitocondriales y determinar su origen se procedid directamente a su
eliminacion. Merece la pena sin embargo ahondar en el origen de estos haplotipos
basandose en su frecuencia en la poblacion actual y comparandolos con los de los
investigadores y/o arquedlogos implicados en su obtencidén y con aquellos obtenidos en
su mismo grupo de amplificacidon y/o reamplificacion, como ya se habia hecho para las

inconsistencias entre diferentes amplificaciones (apartado 5.2.2.2.).

La muestra ABI4 presenta tres sustituciones con doble nucledtido tinicamente
en el primero de los dos segmentos de mtDNA secuenciados. El haplotipo formado por
estas tres posiciones no fue encontrado en la base de datos Concordance de 6042
individuos de todo el mundo (MILLER ef al. 1996) ni en la base de datos interna de
2839 individuos europeos y africanos (Tabla R44). Unicamente el haplotipo 129A-
223C-261T-278T-294T-309G aparece en un individuo Yoruba de Nigeria en la relacion
de haplotipos de WATSON et al. 1997. La muestra ABI5 exhibe el mismo patron

mutacional en el primer segmento con una mutacion ambigua adicional, la transicion
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16142C-T, aunque ambas muestras son distintas en el segundo segmento amplificado.
El haplotipo completo tampoco esta presente en ninguna de las dos bases de datos
analizadas, sin embargo el haplotipo parcial del segundo segmento (261T-278T-294T-
309G) aparece en algunas muestras antiguas de otros yacimientos: los individuos
1TM2, TM6 y TM11 del yacimiento contemporaneo navarro de Tres Montes y 2H20 y
2H31 del yacimiento neolitico de Siria de Tell Halula. Ambas secuencias proceden del
mismo grupo de amplificaciéon y reamplificacion, del que también se obtuvieron
secuencias de las muestras AB13 y 1TM2 (Tabla R45). La presencia de mutaciones
ambiguas Unicamente en AB14 y ABI15 hace pensar que podria haberse producido
contaminacidon por carry over en ambas muestras. Por otra parte, puesto que las
secuencias de AB13 y 1TM2 son iguales a la secuencia del investigador 11, y a su vez
de la secuencia consenso, también seria posible que hubiera tenido lugar una
contaminacion de amplificacion no detectada en los blancos. De ser cierta esta tltima
posibilidad, habria que asumir que las diferencias respecto a la secuencia consenso de
las secuencias de AB14 y AB15 son enddgenas a las muestras. Ante la imposibilidad de
discernir entre una u otra explicacién, ambas secuencias fueron eliminadas por

precaucion.

La muestra 2TM1 presenta 3 posiciones con doble nucledtido en el segundo
segmento del mtDNA. Ni el haplotipo completo de esta muestra ni aquel formado por
estas tres sustituciones fue encontrado en ningun individuo de las dos bases de datos
analizadas. Ninguna muestra de la misma serie de amplificaciéon o reamplificacion
(Tabla R45) o de series temporalmente préximas presenta un patrén mutacional
semejante, por lo que la presencia de dobles nucleétidos no puede explicarse a través de
carry over. Podria tratarse de una contaminacién puntual de la muestra, perteneciendo
por tanto las mutaciones al individuo y la secuencia consenso al investigador, o de un
fenémeno de jumping PCR. La presencia de dafio molecular resulta, por otra parte,
improbable ya que el resultado de cuantificacion por Real Time PCR establecio que
habia un nimero de copias iniciales de 3,18x10%, valor que supera ampliamente el
umbral de 1000 copias por debajo del que se manifiestan sus efectos en la secuencia

directa final (HANDT et al. 1996).

La secuencia parcial del segundo segmento de la muestra DJ4 presenta tres

sustituciones ambiguas (261T-278T-311C). Este haplotipo parcial consta en nuestra
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base de datos de poblaciones actuales aunque no aparece en ninguna otra secuencia
antigua recuperada. Las mutaciones 16278T y 16311C si estan en 1DJ1 de su mismo
grupo de amplificacion asi como las sustituciones 16278T y 16261T en el individuo
IMA12, también del mismo grupo. Otras tres secuencias del mismo yacimiento y
pertenecientes al referido mismo grupo de amplificacion y reamplificacion: DJ3, 1DJ6 y
2DJ6, son idénticas a la secuencia consenso. Como en el caso anterior podria tratarse
tanto de una contaminacion por carry over como de una contaminacion de este grupo de

amplificacion por parte del investigador no detectada en los blancos.

La secuencia del primer segmento de la muestra IMA3 presenta tres posiciones
con doble nucleotido. Este haplotipo no consta en nuestra base de datos ni tampoco en
la relacion de RICHARDS et al. 2000. La otra secuencia del mismo grupo de
amplificacion (Tabla R45) presenta una secuencia igual a la secuencia del investigador
I1, por lo que las posiciones con doble nucledtido podrian responder a una
contaminacion de dicho investigador sobre el grupo de amplificacion, no detectada en
los correspondientes controles. Los niveles de cuantificacion obtenidos para esta
muestra (5.53x10*) hacen que la influencia del dafio molecular en el resultado final sea

improbable.
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Resultados

Las muestras AB20, 2TM1, AT18, 4NE, SNE, TH4, TH6, 2H9, 1H12, 1H14,
1H15, 2H20, TR14 y DJ1 presentan una sustitucion con doble nucledtido en uno o en
ambos segmentos del mtDNA analizados. La clonacion de los productos de
amplificacion de las muestras 1H12, 2H20, TR14 y DJ1 permitid resolver algunas de

estas ambigiiedades, tal como se describe en el apartado 5.2.2.5.

La secuencia del primer segmento de la muestra AB20 tiene dos mutaciones,
una de ellas con doble nucledtido. El haplotipo parcial formado por ambas sustituciones
no esta presente ni en nuestra base de datos (Tabla R44) ni en la relacidon de haplotipos
de RICHARDS et al. 2000. Tampoco aparece ni en las secuencias de su mismo grupo
de amplificacidon ni en el resto de secuencias antiguas obtenidas. El dafio molecular
puede descartarse, ya que el niumero inicial de moléculas template de esta muestra
supera la décima de millar (Tabla R11). Aparte de la singularidad de este haplotipo

parcial, no existen razones para descartar esta secuencia.

En la secuencia del primer fragmento de la muestra 2TM1 hay una posiciéon con
doble nucledtido presente de forma no ambigua en la muestra AB17 de su mismo grupo
de amplificacion (Tabla R45). Esta mutacion no aparece, sin embargo, en la tercera
secuencia del grupo, idéntica a la secuencia consenso. La amplificacion de la muestra
AB17 fue repetida con idéntico resultado, lo que prueba su autenticidad. Por lo tanto la
contaminacion por carry over de este grupo de amplificacion puede ser descartada. La
potencial contaminacion que hubiera podido darse durante la amplificacion de este
grupo, sin haberse detectado en los controles, resulta asimismo improbable. Si asi fuera,
la secuencia de AB17 exhibiria un doble pico en la posicidon 16256. Otra posibilidad es
que el extracto de 2TMI1 contenga moléculas de DNA de diferente origen. A este
respecto es interesante sefialar que son ambiguos los tres cambios que caracterizan el
segundo fragmento recuperado de esta muestra. Podria tratarse de una contaminacién a
este nivel por el investigador 11, que realizd las extracciones, con lo que los cambios
observados corresponderian a la muestra en cuestion. Sin embargo, esta contaminacion
no puede probarse pues no hay rastro en el correspondiente control de extraccion ni en
las secuencias de las muestras extraidas junto con 2TM1 (AB20,1TM2,
ITM4,1TMS5,1TM6 y TM11). Ante la ausencia de razones de peso para descartar la
secuencia de 2TM1, ésta fue considerada auténtica e incluida en el andlisis filogenético

y estadistico.
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La muestra 4NE presenta una mutacion con doble nucledtido en el primer
fragmento. Considerando la informacion del segundo fragmento, el haplotipo completo
no consta en ninguna de las dos bases de datos analizadas. No obstante, su patrén
mutacional permite enmarcarlo dentro del haplogrupo L1, hoy localizado en Africa.
Ninguna de las secuencias obtenidas en la misma serie de amplificacién exhibe esta
sustitucion (Tabla R45), por lo que cabria descartar el carry over como fenémeno
responsable de la presencia de doble nucledtido. A pesar de que la posicion 16129 es
hipermutable in vivo, no presenta una de las tasas mas elevadas de dafio molecular post
mortem (GILBERT et al. 2003a). Por ello, y porque los niveles de cuantificacion de esta
muestra superan en este caso la decena de millar (Tabla R11), parece improbable que el
doble pico se deba a dafio molecular. Teniendo en cuenta lo anterior, se considerd que la
mutacion era endégena a la muestra y el haplotipo completo fue incluido en el analisis

filogenético y estadistico.

El primer fragmento de la muestra 5NE exhibe una unica mutaciéon con doble
nucledtido, comin a otra muestra (2NE) de su mismo grupo de amplificacion y
reamplificacion (Tabla R45). De haberse producido carry over éste deberia haber
afectado también al resto del grupo de amplificacion y no a una tnica muestra. La
posicion 16126C es una de las mas mutadas tanto in vivo como post-mortem (GILBERT
et al. 2003a). Ahora bien, de nuevo aqui el nimero inicial de moléculas de DNA
template es demasiado elevado como para considerar la mutacidn como manifestacion
del dafio molecular. El segundo segmento de la misma muestra presenta cinco
mutaciones, de las cuales s6lo una con doble nucledtido (16311). El haplotipo parcial

reproducido aqui es idéntico al de la muestra 4NE.

La secuencia correspondiente al primer fragmento de la muestra TH4 tiene una
mutacion ambigua, presente también en otros dos individuos de su misma serie de
amplificacion (TR7 y TR12) pero no en TR8 (Tabla R45). Tedricamente podria tratarse
de una contaminacion por carry over que hubiera afectado a la mayoria de las muestras
de este grupo de amplificacion. No obstante, el motivo 16224C es comun en el
yacimiento de Tell Halula y aparece en otros individuos como TH2 o H17. Los niveles
de cuantificacién de este extracto tampoco induce a pensar que el doble nucledtido

pueda ser resultado de la reproduccion del dafio molecular presente en las cadenas de
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DNA template. Por estas dos ultimas razones la secuencia de TH4 fue considerada

auténtica aunque al ser parcial no fue incluida en el andlisis estadistico y filogenético.

En el segundo fragmento de la muestra TH6 hay una unica mutaciéon ambigua,
en la posicion 16311. Como puede apreciarse en la Tabla R4S esta secuencia es unica
en su grupo de amplificacion y reamplificacion. Una amplificacion realizada a partir de
otro extracto del mismo individuo (THS, individuo H7) produjo una secuencia idéntica

y no ambigua. Esto lleva a considerar como auténtica la secuencia derivada de TH6.

La secuencia del segundo fragmento de la muestra 2H9, caracterizada por una
unica mutacion ambigua en la posicion 16304, coincide con la de la muestra 1HI14 de
su mismo grupo de amplificacion. Este mismo cambio esta presente, también, en la otra
muestra de esta misma serie, H12, aunque en este caso va acompafiado de otras dos
sustituciones no ambiguas (Tabla R45). Este patron puede ser compatible con tres
situaciones diferentes. Podria tratarse, en primer lugar, de una contaminacion de esta
serie por parte del investigador I1 durante la amplificacion no detectada en los
respectivos blancos. Dado que la secuencia del investigador 11 es idéntica a la secuencia
consenso, de haberse contaminado, el cambio 16304C seria enddgeno de las muestras
2H9 y 1H14. Esta situacion no permite explicar la presencia de un doble pico en esta
misma posicidon en la secuencia de H12. Si asumiéramos que la secuencia ha sido
también contaminada por el investigador I1, habria doble nucledtido en aquellas
posiciones en las que la secuencia enddgena difiriera de la secuencia consenso. Sin
embargo, de las tres mutaciones presentes en la secuencia de H12 sélo la posicion
16304 es ambigua. La segunda explicacidon es que las tres secuencias hayan resultado
contaminadas por el haplotipo 16304C. Si asi fuera, la secuencia endogena de 2H9 y
1H14 seria igual a la secuencia consenso mientras que la secuencia de H12 seria
16266T, 16294T. La clonacion del producto de amplificacion de esta ultima muestra
reveld la existencia de un unico motivo mitocondrial en la secuencia final, en el que
aparecian las tres mutaciones 16266T,16294T y 16304C, por lo tanto el carry over
tampoco explica el patron mutacional observado en este grupo de amplificacion. La
tercera posibilidad, el dafio molecular en las cadenas de DNA template, puede ser
excluida directamente al ser el numero de copias superior al millar en las tres muestras
(Tabla R11). Ya que no hay razones so6lidas para descartar las secuencias de este grupo

de amplificacion, se consideraron validas todas ellas.
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La tnica posicion ambigua del primer fragmento de la muestra 1H15 aparece,
asimismo, en otra muestra de su mismo grupo de reamplificacion (2H20) y en otras dos
muestras de su grupo de amplificacion (AB14 y ABI15). Ni el carry over ni la
contaminacion por parte del investigador I1 permiten explicar este resultado, dada la
heterogeneidad de las secuencias de ambos grupos. Por otra parte, el haplotipo completo
de esta secuencia, formado por esta Unica transicidén, es de los mds comunes en
poblacion actual y estd representado en otras muestras antiguas del conjunto. A pesar de
que la posicién 16223 estd designada como un hot-spot de dafio molecular (GILBERT
et al. 2003a) la elevada estima de cuantificacion de moléculas de DNA template
iniciales en este extracto (Tabla R11) permite descartar la incidencia de dafio molecular
en las amplificaciones derivadas del mismo. En consecuencia, la mutacion 16223T fue
considerada enddgena a la muestra 1H15 y la secuencia completa incluida en el analisis

estadistico y filogenético.

La secuencia recuperada de la muestra AT18 presenta una sola mutacion con
doble nucledtido, también unica en su grupo de amplificacion. Este tipo de cambio,
transversion de C a G, es muy poco frecuente en poblacion actual (MALYARCHUK et
al. 2002). El haplotipo de esta muestra no aparece en la base de datos de secuencias de
poblaciéon actual muestreada. Tampoco esta presente en ninguna de las secuencias de
sus grupos de amplificacion ni de reamplificacion, todas las cuales, a excepcion de
GA22, resultaron contaminadas durante la extraccion por el investigador 12 (ver
apartado 5.2.2.3.1. para mayor detalle). Puesto que no existe ninguna razoén para dudar
de esta secuencia, fue considerada auténtica e incluida en el andlisis estadistico y

filogenético.
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5.2.2.5. Clonacion bacteriana de los productos de amplificacion y secuenciacion de

multiples clones

5.2.2.5.1. Secuencias obtenidas

En la Tabla R46 se detallan el nimero de clones obtenidos de las diferentes

amplificaciones clonadas.

Tabla R46. Numero de clones obtenidos de cada uno de los dos segmentos del conjunto
de amplificaciones clonadas.

Procedencia Individuo Muestra Numero de clones

Primer segmento Segundo segmento Total

Dja’de SK-A2 1DJ1 4 5 9
Nerja NE-NT79 3NE 4 3 7
Nerja NE-NM82.2 2NE 4 4 8
Mari 12 IMA12 3 3 6
Muge TAS 216 TA3 4 0 4

El Pirulejo 1PI 1PI 8 7 15
Tell Halula H-68 H12 1 3 4
Tell Halula H-37 2H20 3 2 5
Tell Ramad R65-14 TR12 2 3 5
Tell Ramad R69(2) TR14 4 3 7
Tell Ramad R66-N4-400 TRI19 3 5 8

Toledo K-13 TO1 4 3 7

Tres Montes TM-11 1TM6 4 3 7
Total 48 44 92

En las Tablas R47-R60 se comparan las secuencias obtenidas a partir de los
diferentes clones y por secuenciacion directa (DIR) respecto a la secuencia consenso
(CRS). Los clones se designan con el nombre de la muestra seguido por el fragmento
clonado (1 6 2) y finalmente por el numero de clon. A partir de la informacién de los
clones y de la secuenciacion directa se reconstruyd una secuencia consenso para cada
una de estas muestras (Tabla R61). Para ello s6lo se consideraron aquellas sustituciones
presentes en la secuencia directa y en la mayoria de los clones obtenidos, asi como
aquéllas presentes en la totalidad de los clones aunque no estuvieran en la secuencia

directa.
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Tabla R47. Secuencias de los clones de DJI1.
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Tabla R48. Secuencias de los clones de 2NE
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R49. Secuencias de los clones de 3NE
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Resultados

Tabla R50. Secuencias de los clones de IMA12
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R51. Secuencias de los clones de TA3
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Resultados

Tabla R52. Secuencias de los clones del primer fragmento de 1P
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R53. Secuencias de los clones del segundo fragmento de 1PI.
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Resultados

Tabla R54. Secuencias de los clones de 1H12
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R55. Secuencias de los clones de 2H20.
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Resultados

Tabla R56. Secuencias de los clones de TR12
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R57. Secuencias de los clones de TR14.
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Resultados

Tabla R58. Secuencias de los clones de TR19.
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Tabla R59. Secuencias de los clones de TO1
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Tabla R60. Secuencias de los clones de 1TM6
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Las secuencias de los clones de las muestras H12, 2H20, TR12, ITM6 y IMA12
resultaron idénticas a la secuencia obtenida de forma directa. Las de los clones de la
muestra TR19 presentan igualmente las mismas mutaciones de la secuencia directa,
aunque uno de ellos, el clon TR19-2.3, incorpora, ademas, tres transiciones puntuales no

compartidas ni por el resto de los clones ni por la secuencia directa.

En la totalidad de clones de la muestra DJ1 hay la sustitucion 16294 T—C, la
cual aparece en la secuencia directa como posiciéon ambigua. Las transiciones 16218
C—T, 16304 T>C y 16320 C—T de la secuencia directa estan presentes en tres de los
cuatro clones secuenciados, por lo que también fueron consideradas a la hora de
reconstruir la secuencia consenso. En cambio, las mutaciones de la secuencia directa:
16264 C—>T, 16270 C—>T y 16278 C—Y no estan representadas en ninguno de los
clones secuenciados, por lo que no fueron tenidas en cuenta a este respecto. La
transicion 16311 T—C, presente como posicion ambigua en la secuencia directa, sélo
aparece en uno de los clones, por lo que tampoco fue considerada. Adicionalmente, uno
de los clones exhibe una sustitucion puntual en la posicion 16250 no compartida por

ninguna de las otras secuencias.

En la muestra 2NE pudo confirmarse la sustituciéon 16126 T—C, presente tanto
en los clones como en la secuencia directa. Sin embargo, ni la transversion 18186 C—S
ni la transicion 16362 C—Y presentes en la secuencia directa aparecen en ninguno de
los 4 clones obtenidos. La ambigiliedad detectada en la posicion 16311Y de la secuencia
directa no pudo ser resuelta gracias a la clonacidn, pues dos de los clones tenian la
sustitucion T—C en esta posicion mientras que los dos restantes no, permaneciendo

como Y en la secuencia consenso reconstruida.

En la otra muestra de Nerja, 3NE, pudo confirmarse una de las sustituciones
presentes en la secuencia directa, la transicion 16192 C—T, pero no la otra, la transicién
16286 C—T, ausente en los clones obtenidos. En cambio, la clonacion reveld la
existencia de otra mutacion no presente en la secuencia directa, la transicion 16311

T—C, que naturalmente se incluy6 en la secuencia consenso.
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En la muestra TA3 la clonacion sirvié para confirmar una de las mutaciones
presentes en la secuencia directa (16126 T—C). Sin embargo, la transicion 16192
C—T, presente también en la secuencia directa, sélo aparecié en uno de los cuatro

clones obtenidos. Por este motivo no fue considerada en la secuencia consenso.

De las dos mutaciones de la secuencia directa de la muestra TR14: 16224 T—>C
y 16270 C—T la clonacion confirmé unicamente la primera. Esta transicion aparece en
tres de los cuatro clones secuenciados y pasé a ser tenida en cuenta en la reconstruccion
de la secuencia consenso. La segunda mutacion s6lo aparece en la secuencia directa y
por tanto no fue aceptada. Todas las secuencias de los clones de esta misma muestra
comparten la transversion 16293 A—C que, paraddjicamente, no aparece en la
secuencia obtenida de forma directa. Esta mutacion y la primera de las transiciones

antes mencionadas fueron incluidas en la secuencia consenso.

El cambio 16223 C—T, presente en la secuencia directa de la muestra TO1, estd
también en tres de los cuatro clones obtenidos, y fue por ello mantenido en la secuencia
consenso de esta muestra. El otro clon, sin embargo, muestra una sustitucion en la
posicion siguiente (16224 T—C) que, al no aparecer en ninguno de los otros clones ni

en la secuencia directa, no fue considerado.

De las mutaciones presentes en la secuencia directa de la muestra de El Pirulejo
(1PD): 16182A—C, 16183A—C, 16189T—C, 16294 C—Y, 16296 C—Y y 16304 T>Y
solo pudieron confirmarse, mediante clonacidn, las tres primeras, presentes en la
totalidad de los clones. Las tres sustituciones provocan la formacion de un tracto de
poli-C que en algunos casos genera heteroplasmia de longitud entre diferentes variantes
mitocondriales de una misma muestra, produciéndose inserciones y/o delecciones como
resultado de errores de la polimerasa durante el proceso de replicacion o durante la
amplificacion de las cadenas por PCR (HOWELL y SMEJKAL 2000). En este caso, dos
de los clones obtenidos presentaban la insercion de una citosina entre las posiciones
16193 y 16194, y cinco de ellos una deleccion en posicion 16193. La secuencia del clon
restante quedaba interrumpida a partir de la posicién 16182, justo al inicio del tracto de
poli-C y hasta la posicion 16241. Adicionalmente, en esta muestra se observan un

conjunto de sustituciones (16133 C—A, 16164 A—G, 16203 A—>G, 16241 A—G,
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16311 T->N, 16363 C—>T, 16365 C—T) presentes de forma puntual en alguno de los

clones pero no en el resto, ni tampoco en la secuencia directa.

En la Tabla R61 se incluyen las secuencias, directa y consenso, de cada muestra

clonada.

Tabla R61. Secuencias, directa (DIR) y consenso (cons), de cada muestra clonada. Para la reconstruccion de
la secuencia consenso se tuvieron en cuenta las sustituciones presentes en la secuencia directa y en la
mayoria de los clones, asi como aquéllas presentes en la totalidad de los clones aunque no estuvieran en la
secuencia directa. Sdlo se representan aquellas posiciones en las que se detectaron sustituciones en, al menos,
una secuencia. El punto (-) indica la presencia del mismo nucleétido que en la secuencia de referencia 6 CRS
(ANDERSON et al. 1981). Los cambios respecto a ésta se indican con la inicial de la base nitrogenada
correspondiente: C: citosina; T: timina; A: Adenina y G: Guanina. Las posiciones con doble nucledtido se
sefialan también de acuerdo con la nomenclatura de la IUPAC: Y: CO T, W: AO0T;S:GOC; M: A6 C; R:
AOGyK:GoT.

1
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5.2.2.5.2. Analisis de los resultados

Teniendo en cuenta la informacidn de los clones y de la secuencia directa se
detectaron un total de 65 cambios respecto a la secuencia consenso, de los cuales 63
son sustituciones en 28 posiciones diferentes de la region Hipervariable I del mtDNA y
los dos restantes corresponden a una insercidon y una deleccidon. Veintisiete de estas
posiciones variables se produjeron en la secuencia directa y en todos los clones, lo que
supone un 38.46%. En 12 casos aparecieron mutaciones puntuales en algunos de los
clones sin correspondencia con la secuencia directa (18.46%), y en 10 casos las
mutaciones presentes en la secuencia directa no aparecieron representadas en ninguno
de los clones (15.38%). En dos casos los clones permitieron identificar una mutacion no
presente en la secuencia directa (3.07%). Doce mutaciones presentes en la secuencia
directa aparecian, también, en algunos de los clones (18.46%), de las cuales 10 fueron
consideradas sustituciones auténticas. Ni la insercidon ni la delecciéon presentes en
algunos de los clones fueron consideradas en la reconstruccion de la secuencia

consenso.

5.2.2.6. Ensayos bioquimicos de preservacion de otras macromoléculas de la misma

muestra

Se ha estimado el contenido total de aminoacidos y la ratio D/L Asp de algunas
de las muestras de las que se obtuvieron secuencias. Los resultados y su relacion con la
eficiencia de amplificacion y la capacidad de recuperacidon de secuencias se detallan en
el apartado 2.2.2.4. de este mismo capitulo. Dada la variabilidad observada en las ratios
de D/L Asp el resultado no se tuvo en cuenta como criterio de autenticidad. Esta

cuestion se tratard mas detalladamente en el capitulo de discusion.

5.2.2.7. Cuantificacion del numero de moléculas de DNA template amplificable

presentes en un extracto

De los 90 extractos que produjeron alglin tipo de secuencia, 65 pudieron ser
cuantificados mediante Real Time PCR (Tabla R11). En 63 de estos 65 casos (96.9%)
la cuantificacion reveld que el nimero de moléculas de DNA femplate en los extractos

era superior a 10° copias. En los dos extractos restantes (SK106 y 1PI) el numero de
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moléculas de DNA iniciales no pudo ser calculado, probablemente a causa de la
presencia en ellos de inhibidores de la PCR (ver apartado 4 de este mismo capitulo para
mayor informacion). Por tanto, al menos tedricamente, en las secuencias directas
derivadas de los 63 extractos cuantificados la posibilidad de que las mutaciones
encontradas se deban a la reproduccién del dafio molecular en las cadenas de DNA

template originales es bastante remota.
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5.2.3. Secuencias definitivas

Tras descartar las secuencias descritas en el apartado 5.2.2., se disponia de otras
102 correspondientes a 67 individuos de 11 yacimientos arqueologicos. De estas 102
secuencias, 46 corresponden al primer fragmento de 133pb (posiciones 16126-16258),
52 al segundo segmento de 112pb (posiciones 16258-16369), 2 al fragmento corto de
109pb amplificado segun el disefio de GARCIA-BOUR et al. 2004 (posiciones 16284-
16393) y 2 al fragmento largo de 234pb obtenido con este mismo disefio (posiciones
16159-16393).

Con la informacion de los segmentos de 133pb y 112pb se pudo reconstruir la
secuencia de 244pb de 35 individuos (posiciones 16126-16369). Las secuencias

resultantes se resumen en la Tabla R62.
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Resultados

5.2.3.1. Distribucion de las mutaciones en los sitios variables y hot spots mutacionales

En la Figura FR37 se representan el nimero de mutaciones en aquellas
posiciones variables de las muestras antiguas. Como puede apreciarse claramente, y tal
como ha sido observado por otros autores en estudios de poblacion actual, la
variabilidad dentro del segmento Hipervariable I (HVSI) no sigue un patrén al azar, sino
que existen determinadas posiciones con una frecuencia de mutaciéon mas elevada que

otras, posiciones denominadas ot spots o “puntos calientes” de mutacion.

En la Tabla R63 se muestran aquellos sitios que presentan dos o mas
sustituciones en el conjunto de las muestras estudiadas y se detalla la tasa de sustitucion
estimada para cada uno de ellos en tres estudios diferentes realizados en poblacion

actual (MALYARCHUK et. a/ 2002; MEYER et al. 1999; BANDELT et al. 2002).

Las diferencias en las posiciones rapidas entre los tres estudios se deben
principalmente al nimero y procedencia de las secuencias a partir de las cuales se
infirieron. El estudio de MEYER ef al. 1999 incluye 1229 secuencias de todo el mundo,
mientras que el de BANDELT ef al. 2002 contiene 873 secuencias de individuos de
Eurasia y Africa y el de MALYARCHUK et al. 2002 se basa Ginicamente en secuencias
de Europa del este. Aunque las diferentes tasas de mutacion no son comparables entre
si, pues han sido estimadas a partir de un diferente conjunto de datos y mediante
metodologias diferentes, dan, con todo, una idea aproximada de qué posiciones mutan

mas rapidamente.
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Resultados

Tabla R63. Numero y porcentaje de mutaciones de aquellas posiciones con
mas de dos sustituciones en el conjunto de muestras estudiadas y tasa de
mutacioén estimada para cada una de ellas en tres estudios diferentes de
poblacion actual (MALYARCHUK et. al 2002; MEYER et al. 1999;
BANDELT ef al. 2002). En el estudio de Malyarchuk e al. 2002 se sefialan
directamente el numero de mutaciones por posicion.

Posicion N° mutaciones % Tasa de mutacion
Malyarchuk Meyer ez al. Bandelt et al.
et. al 2002 1999 2002
16311 13 14.28 22 4-5 29.5
16224 10 10.98 0 0 0
16278 9 9.89 17 4-5 12
16294 9 9.89 11 4-5 3
16261 7 7.69 12 2-3 11
16309 7 7.69 0 3-4 2.43
16223 6 6.59 0 4-5 9
16126 5 5.49 14 4-5 4.5
16304 5 5.49 16 0 6
16256 4 4.39 13 2-3
16270 3 3.29 0 0 2.5
16293 2 2.19 0 3-4 7
16356 3 3.29 0 0 2.5
16264 2 2.19 0 0 2
16320 2 2.19 0 2-3 8.47
16327 2 2.19 0 0 3
16366 2 2.19 0 0 0
Total 91 100

Seis de las posiciones con una elevada frecuencia de mutacién en poblacién
antigua presentan una elevada tasa de mutacion segun los tres estudios. Cuando se
consideran unicamente los datos de MEYER et al. 1999 y BANDELT et al. 2002, el
nimero asciende a 10, y es de 12 cuando se consideran sdlo los resultados de
BANDELT et al. 2002. Por lo general, hay correlacion entre la frecuencia de mutacion
en cada posicidn y las tasas de mutacidon inferidas del mismo. Con todo, es
sorprendente que la posicion 16224, la segunda mas mutada en la muestra antigua, no
esté definida como un sitio de cambio rapido en ninguno de los tres trabajos. La causa
mas probable parece estar en la composicion del conjunto de la muestra. Seis de las diez
mutaciones que tienen lugar en la posicién 16224 se han hallado en el yacimiento de
Tell Ramad y otras tres en el yacimiento contemporaneo, geograficamente préximo de
Tell Halula, pudiendo ser la explicacidon que pertenezcan a individuos emparentados por

via materna.
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En el total de la muestra se han encontrado 113 mutaciones, distribuidas en 36
posiciones variables, la mayoria de ellas transiciones (85%), lo que concuerda con
varios resultados obtenidos en poblacion actual (BUDOWLE et al. 1999; LUTZ et al.
1998; MEYER et al. 1999; TAMURA 2000; VIGILANT et al. 1991 vy
MALYARCHUK et al. 2002). Entre las transiciones predominan las que se dan entre
pirimidinas (87,8%), siendo la sustitucion C—T el cambio predominante. Las
tranversiones encontradas corresponden a los tipos A—>C, C—A y C—G. En la Tabla

R64 se detallan el nimero de mutaciones y de sitios variables de cada tipo de cambio.

Tabla 64. Numero y porcentaje de cada uno de los cambios
posibles y numero de sitios polimorficos que representan en el
conjunto de secuencias antiguas definitivas.

Posiciones
Tipo cambio N° mutaciones % variables
C->T 51 46.36 15
T—C 41 37.27 10
A->G 11 10 4
A—C 3 2.72 3
G—oA 2 1.81 2
C—>A 1 0.90 1
C-G 1 0.90 1
T->G 0 0 0
G-T 0 0 0
A>T 0 0 0
T—>A 0 0 0
G—-C 0 0 0
Total 110 100 36

Los porcentajes de los diferentes cambios son muy similares a los obtenidos por
MALYARCHUK et al. 2002 en un fragmento de 274pb de la HVRI del mtDNA
(posiciones 16092-16305).
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6. ANALISIS POBLACIONAL

6.1. indices de diversidad

6.1.1. Numero y porcentaje de sitios polimorficos

En la Tabla R65 se muestran el numero y porcentaje de sitios variables o

polimorficos (v) —(para definicidon consultar apartado 16.3.1. del capitulo “Métodos”)—

de los fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb analizados dentro de cada yacimiento y en

diferentes subconjuntos de la poblacion estudiada.

Tabla R65. Numero (v) y porcentaje (%v) de posiciones variables
calculadas en base al nimero de posiciones secuenciadas dentro de cada
yacimiento, en el total de la poblacion antigua, y en diferentes subconjuntos
de la misma. Los valores fueron calculados en el fragmento total de 244pb
(posiciones 16126-16369) y en los fragmentos parciales de 133pb
(posiciones 16126-16258) y 112pb (16258-16369) por separado. N: Tamafio

muestral.
Poblacion Tamafio del fragmento
244pb 133pb 112pb

N v %y N v %y N v %y
Abauntz 33 123 5 4 3.01 5 5 446

Atxuri - - - - - - 1 0 0

Caldeirao - - - - - - 1 0 0
Dja’de 1 0 0 1 0 0 3 3 268

El Pirulejo 2 3 123 2 3 226 2 0 0

Garai - - - - - 1 0 0
Mari 6 11 451 8 5 376 8 6 536
Nerja 4 7 287 4 3 226 4 4 357
Tell Halula 7 9 3.69 12 2 1.50 16 9 8.04
Tell Ramad 6 8 3.28 7 2 1.50 7 6 536

Toledo 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Tres Montes 5 7 287 6 3 226 5 5 446
Neolitico 30 26 10.66 41 11 8.27 48 18 16.07
Paleolitico 5 7 287 5 6 451 5 1 0.89
Neolitico PI 10 12 492 13 6 451 14 10 893
NeoliticoPO 14 17 697 20 4 3.01 26 13 11.61
Poblacién antigua 35 30 12.30 48 15 11.28 54 18 16.07

En las muestras en que pudo reconstruirse la secuencia completa de 244pb se

detectaron 30 sitios variables, valor que disminuye cuando se consideran por separado

los fragmentos de 133pb y 112pb. No obstante, el porcentaje de sitios variables,

aumenta a medida que disminuye el tamafio del fragmento. Este valor es sensiblemente
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superior en el fragmento de 112pb, lo que estéd relacionado con una mayor inestabilidad

en esta region del Segmento Hipervariable I, debida a su mayor tasa de mutacion.

El porcentaje de sitios variables esta influido por el tamafio muestral (N) y por la
longitud de la secuencia considerada. Ello explica que el porcentaje de sitios
polimorficos resultante por yacimiento sea relativamente bajo. Por ejemplo, de la region
de 244pb unicamente se ha conseguido secuenciar una sola muestra en los yacimientos
de Toledo y Dja’de, respectivamente, siendo el nimero de sitios variables, en ambos
casos, igual a 0. Cuando se agrupan las muestras por su cronologia (“Neolitico” vs
“Paleolitico”) y/o procedencia (“Neolitico de Proximo Oriente” vs “Neolitico de la
Peninsula Ibérica”) —(apartado 16.2, capitulo “Métodos”)— este porcentaje aumenta,
aunque el tamafio de la muestra “Paleolitico” es reducido (N=4). La representacion
muestral de la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” es mas diversa segin este
porcentaje que la de la “Peninsula Ibérica” en los fragmentos de 244pb y 112pb, aunque
en ninguno de ambos casos se aprecian diferencias significativas (Prueba de Fisher

bilateral; P=0.4443 y P=0.6606, respectivamente).

La interpretacion de los diferentes indices de diversidad, y de otras medidas de
divergencia de las secuencias antiguas identificadas, necesita un marco de referencia
para su comparacién. Este se ha elaborado con las secuencias de las mismas regiones
de 38 poblaciones actuales de Europa, Proximo Oriente y Africa obtenidas de diferentes
bases de datos, como se describe en el apartado 16.1 del capitulo “Métodos”. En la
Tabla R66 se resumen el nimero y porcentaje de posiciones polimorficas para los
fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb en 38 poblaciones actuales y en cuatro
subconjuntos de poblacidon antigua (“Neolitico”, “Paleolitico”, “Neolitico Proximo
Oriente” y “Neolitico Peninsula Ibérica”). Se presentan las poblaciones de mayor a
menor segun el porcentaje de sitios variables del fragmento de 244pb. En la parte final
de la tabla se muestran también, aunque no ordenados, los valores globales de los
conjuntos de poblacion actual y poblacidon antigua, asi como los de las poblaciones

actuales europea, de Proximo Oriente y de Africa.
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Tabla R66. Numero (v) y porcentaje (%vV) de posiciones variables, calculadas en base
al numero de posiciones secuenciadas, en 38 poblaciones actuales y en diferentes
subconjuntos de poblacion antigua, en fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb. Las
poblaciones se presentan ordenadas seglin el %v del fragmento de 244pb. Se sefialan
en negrita las poblaciones antiguas estudiadas.

Poblacion Tamaiio del fragmento
244pb 133pb 112pb
N v %ov N v %v N v %y
Africa O 427 105 43.03 427 61 4586 427 44 39.29

Valle del Nilo 237 101 41.39 237 60 45.11 237 42 37.50
Rusia N Caucaso 178 94  38.52 178 49 36.84 178 46 41.07

Noruega 216 83 34.02 216 43 3233 216 40 35.71
Africa E 84 72 29.51 84 38 28.57 84 34 30.36
Turquia 70 68 27.87 70 37 27.82 70 31 27.68
Austria 100 66 27.05 100 35 26.32 100 31 27.68
Finlandia 146 57 23.36 146 29 21.80 146 29 25.89
Gran Bretafia 92 57 2336 92 29 21.80 92 28 25.00
Jordania 42 56 2295 42 33 24381 42 23 20.54
Siria 49 56 22095 49 27 20.30 49 29 25.89
Sicilia 62 53 21.72 62 30 22.56 62 23 20.54
Toscana 49 50 2049 49 24 18.05 49 26 2321
Canarias 54 47 19.26 54 21 15.79 54 21 18.75
Francia 50 47 19.26 50 23 17.29 50 24 2143
Georgia 54 47  19.26 54 24 18.05 54 23 20.54
Galicia 90 45 18.44 90 29 21.80 90 16 14.29
Grecia 45 43 17.62 45 21 15.79 45 22 19.64
Italia Sur 37 42 17.21 37 18 13.53 37 24 2143
Cerdeiia 67 41 16.80 67 20 15.04 67 20 17.86
Albania 42 41  16.80 42 28 21.05 42 13 11.61
Alemania 48 39 1598 48 17  12.78 48 22 19.64
Rusia Karelian 83 39 1598 83 24 18.05 83 15 13.39
Portugal 54 37 15.16 54 21 15.79 54 16 14.29
Kurdistan 27 35 1434 27 19 1429 27 16 14.29
Bélgica 25 35 1434 25 19 14.29 25 16 14.29
Bulgaria 30 33 13.52 30 16 12.03 30 17 15.18
Drusos Israel 45 30 1230 45 17 12.78 45 13 11.61
Pais Vasco 45 29 11.89 45 16 12.03 45 13 11.61
Estonia 26 28 11.48 26 11 8.27 26 17 15.18
Andalucia 15 26 10.66 15 14 10.53 15 12 10.71
Neolitico 30 26 10.66 41 11 827 48 18 16.07
Saami 90 25 1025 90 15 11.28 90 10 8.93
Africa C 29 24 9.84 29 16 12.03 29 9 8.04
Dinamarca 32 24  9.84 32 10 7.52 32 14 12.50
Suecia 25 17  6.97 25 11 8.27 25 6 536
Neolitico PO 14 17 697 20 4 3.01 26 13 11.61
Suiza 17 16 6.56 17 7 5.26 17 9 8.04
Africa S 19 15  6.15 19 10 7.52 19 5 446
Cataluia 15 14 574 15 7 5.26 15 7 625
Neolitico PI 10 12 4.92 13 6 4.51 14 10 8.93
Paleolitico 5 7 2.87 5 6 4.51 5 1 0.89
Europa 1787 169 69.26 1787 97 7293 1787 73 65.2
Proximo Oriente 233 105 43.03 233 55 4135 233 50 44.6
Africa 796 134 5492 796 77 57.89 796 58 51.8

Poblacion actual 2816 185 7582 2816 104 782 2816 82 732

Poblacion antigua 35 30 12.30 48 15 11.28 54 18 16.1
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La mayor diversidad se encuentra en las poblaciones africanas del oeste y del
Valle del Nilo, mientras que la menor corresponde a las poblaciones de Catalufia y
Africa del Sur. Las diversidades de las cuatro subpoblaciones antiguas se sitlian entre
las menores del conjunto. Como ya se ha comentado, el ordenamiento de las
poblaciones responde sobre todo a su tamafio muestral, y se mantiene en los tres
fragmentos analizados, lo que significa que, por si mismo, este porcentaje no resulta de
utilidad a la hora de comparar la diversidad de las poblaciones antiguas y la del

conjunto de poblaciones actuales.

6.1.2. Haplotipos diferentes

En los 35 individuos de los que se obtuvo una secuencia de 244pb (posiciones
16126-16369) estan representados 25 tipos mitocondriales diferentes (71.43%), de los

cuales 20 son unicos (80%).

Los haplotipos compartidos corresponden, en dos casos, a individuos del mismo
yacimiento. Asi, el haplotipo 16224C-16311C-16366T esta presente en dos muestras
del yacimiento de Tell Ramad (TR16 y TR18) y el haplotipo 16261T-16278T-16294T-
16309G en tres muestras del yacimiento de Tres Montes (1TM2, TM6, TM11). La
particularidad de estos haplotipos (ver apartado 6.5.3.2. de este mismo capitulo) lleva a
pensar que, probablemente, se trate de individuos relacionados por via materna, sin
olvidar que, si bien la informacién del segmento analizado es idéntica en estos

individuos, la de otras regiones del mtDNA puede ser diferente.

Los restantes haplotipos compartidos aparecen en muestras de mas de un
yacimiento, como es el caso del motivo 16224C, presente en un individuo de Tres
Montes (TM4) y en dos de Tell Halula (TH2 y 1H17). La secuencia 16223T esta
compartida por tres individuos procedentes de los yacimientos de Toledo (TO1), Tell
Halula (1H15) y Mari (2MA10). Por su parte, la combinacion 16126C-16311C
caracteriza a un individuo de Abauntz (AB9), a uno de Tres Montes (1TMS5) y a uno de
Nerja (2NE), mientras que la secuencia consenso, la mas comun entre los europeos,
aparece en un individuo de Abauntz (ABS) y en uno de El Pirulejo (2PI). La presencia

de motivos poco comunes hoy en dia, como el 16126C-16311C en yacimientos
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temporal y/o geograficamente lejanos, responde a cuestiones complejas relacionadas

con movimientos poblacionales que se trataran con detalle en el apartado “Discusion”.

En la Tabla R67 se muestran el nimero y porcentaje de haplotipos distintos (k y
%K) (apartado 16.3.2., capitulo “Métodos”) de los fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb
obtenidos dentro de cada yacimiento y en diferentes subconjuntos de la poblacion

estudiada (apartado 16.2., capitulo “Métodos”).

Tabla R67. Numero de haplotipos diferentes (k) y porcentaje de haplotipos
diferentes (% k) calculado en base al nimero de individuos (N) de cada
yacimiento, en el total de la poblacion antigua, y en diferentes subconjuntos
de la misma. Los valores fueron calculados en el fragmento total de 244pb
(posiciones 16126-16369) y en los fragmentos parciales de 133pb
(posiciones 16126-16258) y 112pb (16258-16369) por separado.

Poblacion Tamafio del fragmento
244pb 133pb 112pb
N k %k N k %k N k %k
Abauntz 3 3 100 5 4 80 5 3 60
Atxuri - - - - - - 1 1 100
Caldeirdo - - - - - - 1 1 100
Dja’de 1 1 100 1 1 100 3 2 66.67
El Pirulejo 2 2 100 2 2 100 2 1 50
Garai - - - - - - 1 1 100
Mari 6 6 100 8 5 6250 8 4 50
Nerja 4 4 100 4 3 75 4 2 50
Tell Halula 7 6 8571 12 3 25 16 7 43
Tell Ramad 6 5 8333 7 2 2857 7 5 7143
Toledo 11 100 1 100 I 1 100
Tres Montes 5 3 60 6 4 6667 S5 3 60

Poblacion antigua 35 25 7143 48 13 27.08 54 14 2593
Neolitico 30 23 76.67 41 11 26.83 48 14 29.17
Paleolitico 5 5 100 4 4 100 4 2 50

Neolitico PI 10 7 70 13 6 4615 14 6 4286
Neolitico PO 14 12 8571 20 5 25 26 10 38.46

La diversidad en el nimero de haplotipos diferentes por yacimiento es muy
elevada debido al bajo tamafio muestral de la mayoria de ellos. Sin embargo esta
tendencia se mantiene al agrupar los diferentes individuos por su cronologia y/o
procedencia. El numero y porcentaje de haplotipos es superior en la muestra
“Paleolitico” que en la “Neolitico”, aunque, tal y como sucedia para el numero de sitios
polimorficos, la causa es la reducida representacion muestral de la primera de ellas.

Cuando se distingue entre las poblaciones “Neolitico de Proximo Oriente” y “Neolitico
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de la Peninsula Ibérica, la variabilidad es superior en la primera de ellas, aunque las

diferencias no son significativas segun la Prueba de Fisher bilateral (P=0.6146).

El porcentaje de haplotipos diferentes disminuye cuando se analizan los dos
fragmentos de 133pb y 112pb por separado. El resultado es l6gico pues cuanto mayor es
el fragmento analizado mayor es la probabilidad de encontrar diferencias entre dos

secuencias determinadas.

Cuando se comparan estos indices con los obtenidos para las 38 poblaciones
actuales de Europa, Proximo Oriente y Africa (Tabla R68) se observa que las
poblaciones actuales con un mayor porcentaje de haplotipos diferentes son las de la
region de Oriente Proximo (Siria, Jordania y Turquia), situdndose inmediatamente a
continuacion la poblacidn Neolitica de esta misma regiéon. La mayor variabilidad
mitocondrial de las poblaciones de Préximo Oriente, en contraposicion a la escasa
variabilidad de la mayor parte de las poblaciones europeas, ha sido documentada ya en
otros estudios (RICHARDS et al. 2000). Para estos autores, el hecho convierte a las
poblaciones de Oriente Proximo en foco de origen de numerosas olas migratorias hacia
Europa, iniciadas en el Paleolitico Superior, y que no cesarian hasta mucho después de
la Edad de los Metales. Nuestros resultados indican que los niveles de variabilidad
actual ya estaban presentes en el Neolitico. La variabilidad reducida del grupo druso de
Israel seguramente se debe a su elevado grado de endogamia (ZLOTOGORA et al.
2003).
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Tabla R68. Numero (k) y porcentaje (%k) de haplotipos diferentes calculados en base
al nimero de individuos (N) en 38 poblaciones actuales y en diferentes subconjuntos
de poblacion antigua en fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb. Las poblaciones se
presentan ordenadas segun el %k del fragmento de 244pb. Se seflalan en negrita las

poblaciones antiguas estudiadas.

Poblacion Tamaiio del fragmento
244 pb 133 pb 112 pb
K %k N k %k N %k
Paleolitico 5 5 100 5 5 100 5 2 40
Siria 49 44 89.8 49 28 57.14 49 29 592
Jordania 42 37 88.1 42 30 7143 42 23 548
Turquia 70 60 85.71 70 36 5143 70 33 47.1
Neolitico PO 14 12 85.71 20 5 25 26 10 385
Estonia 26 22 84.62 26 12 46.15 26 15 577
Bélgica 25 21 84 25 14 56 25 15 60
Suiza 17 14 8235 17 7 41.18 17 9 529
Africa E 84 69 82.14 84 50 59.52 84 47 56
Francia 50 41 82 50 22 44 50 30 60
Italia Sur 37 30 81.08 37 15 4054 37 25 676
Andalucia 15 12 80 15 11 7333 15 10 66.7
Toscana 49 38 77.55 49 29 59.18 49 27 551
Neolitico 30 23 76.67 41 11 26.83 48 14 29.2
Canarias 54 40  74.07 54 30 5556 54 23 426
Kurdistan 27 20 74.07 27 16 59.26 27 13 48.1
Bulgaria 30 22 7333 30 14 46.67 30 15 50
Grecia 45 33 7333 45 22 48.89 45 22 489
Albania 42 30 7143 42 21 50 42 15 357
Georgia 54 38 7037 54 23 4259 54 24 444
Neolitico PI 10 7 70 13 6 46.15 14 6 429
Sicilia 62 43 69.35 62 29 46.77 62 24 387
Gran Bretaiia 92 62  67.39 92 33 3587 92 39 424
Cataluila 15 10 66.67 15 7 46.67 15 8 533
Portugal 54 36 66.67 54 22 40.74 54 17 315
Alemania 48 31  64.58 48 18 375 48 25 521
Austria 100 62 62 100 40 40 100 40 40
Valle del Nilo 237 139 58.65 237 105 443 237 94 39.7
Rusia N Caucaso 178 104 5843 178 59 33.15 178 68 382
Cerdefia 67 38 56.72 67 25 3731 67 23 343
Dinamarca 32 18  56.25 32 11 3438 32 13 40.6
Pais Vasco 45 24 5333 45 15 3333 45 16 356
Noruega 216 115 5324 216 60 27.78 216 64 29.6
Rusia Karelian 83 43 51.81 83 27 3253 8 19 229
Africa O 427 219 5129 427 116 27.17 427 114 26.7
Druze Israel 45 22 48.89 45 16 3556 45 13 289
Galicia 90 42 46.67 90 28 3I1.11 90 20 222
Finlandia 146 66 4521 146 36 24.66 146 36 247
Suecia 25 11 44 25 7 28 25 7 28
Africa S 19 8 4211 19 7 36.84 19 21.1
Africa C 29 11 3793 29 10 3448 29 8 27.6
Saami 90 21 2333 90 12 13.33 90 11 122
Europa 1787 648 36.26 1787 300 16.79 1787 275 154
Proximo Oriente 233 157 6738 233 91 39.06 233 78 335
Africa 796 432 5427 796 241 3028 796 216 27.1
Poblacién actual 2816 1104 39.2 2816 523 18.57 2816 463 16.4
Poblacion antigua 35 25 7143 48 13 27.08 54 14 259
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La poblacién actual de menor porcentaje de haplotipos diferentes son los Saami.
Otras poblaciones con elevado tamafio muestral y bajo porcentaje de haplotipos
distintos son las del Valle del Nilo, Rusia Norte del Caucaso, Noruega, Africa del
Oeste, y Finlandia. Los Saami se caracterizan por presentar pocos linajes mitocondriales
compartidos por muchos individuos (SAJANTILA et al. 1995), situacion tipica de
poblaciones que han experimentado un cuello de botella seguido de aislamiento

endogamico y geografico.

El porcentaje de haplotipos de la muestra “Neolitico de la Peninsula Ibérica” es
intermedio, muy proximo a las poblaciones ibéricas actuales de Catalufia y Portugal
pero, curiosamente, superior al descrito en la actual poblacidon vasca, este tltimo uno de
los temas candentes de la genética de poblaciones actuales. La otra poblacion actual de
la Peninsula Ibérica aqui considerada, Andalucia, exhibe un porcentaje mayor de
haplotipos, lo que podria deberse a su ascendencia norteafricana reciente (ARNAIZ-
VILLENA et al. 1995), aunque lo mas probable es que tales aportes provengan de

diferentes épocas.

La muestra “Neolitico” presenta un porcentaje de haplotipos diferentes
intermedio respecto al de las sub-poblaciones “Neolitico de Préximo Oriente” y

“Neolitico de la Peninsula Ibérica”.

6.1.3. Diversidad haplotipica

Como ya se ha descrito en el apartado 16.3.3. del capitulo “Métodos”, la
diversidad haplotipica o diversidad genética de Nei (F) se define como la probabilidad
de que dos haplotipos escogidos al azar dentro de una muestra sean diferentes (NEI
1987). En consecuencia, la diversidad en un conjunto poblacional serd maxima cuando
todos los haplotipos sean diferentes, tal como sucede en los yacimientos de Abauntz o
Nerja (Tabla R69), y disminuird a medida que aumente el numero de haplotipos

compartidos.

Al igual que con el nimero y porcentaje de haplotipos diferentes, el tamafio

muestral no afecta este indice, en principio. Sin embargo, cuando éste es muy bajo —
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como en la muestra “Paleolitico”— resulta muy dificil concluir si la elevada diversidad

encontrada es auténtica o un efecto de lo reducido de la muestra.

La diversidad haplotipica disminuye aqui, también, cuando se analizan por
separado los fragmentos de 133pb y 112pb, aunque no tan marcadamente como sucedia
con el porcentaje de haplotipos. Por lo general, la diversidad es mayor en el fragmento
de 133pb. En cambio, la del fragmento de 112pb es mucho mayor en los yacimientos de
Tell Halula y Tell Ramad. Ello se debe a que las sustituciones que definen los linajes de

estas dos poblaciones se encuentran en este tracto (posiciones 16258—>16369).

Tabla R69. Diversidad haplotipica () y desviacion estandar (+ d.e.) dentro de cada yacimiento,
en el total de la poblacion antigua, y en diferentes subconjuntos de la misma. Los valores fueron
calculados para el fragmento total de 244pb (posiciones 16126-16369) y para los fragmentos
parciales de 133pb (posiciones 16126-16258) y 112pb (16258-16369) por separado.

Poblacion Tamaiio del fragmento
244pb 133pb 112pb
N A=+ de. N Azxde. N A+de.

Abauntz 3 1.0000 £ 0.2722 5 0.9000+0.1610 5 0.7000+0.2184
Atxuri - - - - 1 1.0000 £ 0.0000
Caldeirao - - - - 1 1.0000 £ 0.0000
Dja’de 1 1.0000 £ 0.0000 1 1.0000+£0.0000 3 0.6667 +0.3143
El Pirulejo 2 1.0000 £ 0.5000 2 1.0000+£0.5000 2  0.0000 + 0.0000
Garai - - - - 1 1.0000 £ 0.0000
Mari 6  1.0000 £ 0.0962 8 0.8571+0.1083 8 0.7857+0.1127
Nerja 4 1.0000 =+ 0.1768 4 0.8333+0.2224 4 0.6667+0.2041
Tell Halula 7 0.9524 +£0.0955 12 0.6212+0.1176 16 0.8500 + 0.0598
Tell Ramad 6 0.9333+0.1217 7 0.2857+0.1964 7  0.9048 +0.1033
Toledo 1 1.0000 =+ 0.0000 1 1.0000 £ 0.0000 1 1.0000 £ 0.0000
Tres Montes 5 0.7000 +£0.2184 6 0.8000+0.1721 5 0.7000 +0.2184
Neolitico 30 0.9793+0.0144 41 0.8024 +£0.0440 48 0.8608 +0.0341
Paleolitico 5 1.0000 +0.1768 5 1.0000 +0.1768 5  0.6667 £0.2041
Neolitico PI 10 0.9111+0.0773 13 0.8205+0.0817 14 0.8462+0.0614
Neolitico PO 14 0.9780+0.0345 20 0.6947+0.0700 26 0.8677 + 0.0457
Poblacion antigua 35 0.9765+0.0126 48 0.8076+0.0422 54 0.8337£0.0375

Si se incluyen en el analisis las poblaciones actuales (Tabla R70) se mantiene en
general la tendencia observada para el porcentaje de haplotipos diferentes, en la que las
poblaciones de Proximo Oriente (Siria, Jordania y Turquia) se sitdan a la cabeza de la
diversidad, aunque en este caso estin superadas por la poblacion de Africa del Este.
Otras dos poblaciones africanas, Valle del Nilo y Africa del Oeste, a las que el
porcentaje de haplotipos diferentes otorgaba una baja diversidad, se posicionan ahora

inmediatamente a continuacion de las poblaciones de Préoximo Oriente.
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La alta diversidad haplotipica de las poblaciones “Neolitico” y “Neolitico de
Préximo Oriente”, se ve, sin embargo superada por las poblaciones actuales europeas de
Francia, Bélgica y Estonia, que mostraban también un elevado numero de haplotipos

diferentes.

La de la muestra “Neolitico de la Peninsula Ibérica” no dista de la de otras
poblaciones actuales de la misma region geografica como Galicia, Portugal, Catalufia, o
Pais Vasco, mientras que la poblacidén andaluza es la que destaca por ser la de mayor

variacion intragrupal.
El grupo Saami, por su parte, se mantiene entre los menos diversos junto con la

actual poblacion de Suecia. Galicia y Africa del Sur presentan también escasa

diversidad.
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Tabla R70. Diversidad haplotipica (F) y desviacién estandar (d.e.) en 38 poblaciones actuales y en
diferentes subconjuntos de poblacion antigua en fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb Los valores se
han listado segun la diversidad haplotipica del fragmento de 244pb. Se sefialan en negrita las
poblaciones antiguas estudiadas.

Poblacion Tamaiio del fragmento
244pb 133pb 112pb
N A+ de. N A+ de. N A+ de.

Paleolitico 5 1.0000 +0.1768 5 1.0000 + 0.1768 5 0.6667 + 0.2041
Africa E 84 0.9951 £0.0027 84  0.9676+0.0112 84  0.9802 + 0.0050
Siria 49 0.9949 + 0.0056 49 09124 +£0.0337 49  0.9430+0.0218
Jordania 42 0.9942 + 0.0065 42 0.9791£0.0108 42 0.9489+0.0183
Turquia 70 0.9942 + 0.0040 70 0.9321 £0.0208 70  0.9437 £0.0158

Valle del Nilo 237 0.9935 +0.0017 237 0.9748 £ 0.0041 237  0.9581 £ 0.0061
Africa O 427 0.9900 +0.0014 427  0.9409 £ 0.0076 427  0.9583 +£0.0041

Francia 50  0.9869 + 0.0086 50  0.8318 £0.0508 50  0.9388 +0.0238
Bélgica 25  0.9867+0.0148 25  0.8433 £0.0709 25 0.9067 £ 0.0446
Estonia 26 0.9846 +0.0160 26 0.8738+0.0464 26 0.8800+0.0577
Neolitico 30 0.9793 £0.0144 41  0.8024 + 0.0440 48  0.8608 + 0.0341
Neolitico PO 14 0.9780 + 0.0345 20  0.6947 £ 0.0700 26  0.8677 = 0.0457
Suiza 17 0.9779 £ 0.0267 17  0.8088 +£0.0789 17 0.8603 £ 0.0684
Bulgaria 30 0.9770+0.0145 30 0.8506 + 0.0560 30 0.9172+0.0304
Canarias 54 0.9734+0.0135 54 09106 +0.0308 54 0.8973 £0.0300
Grecia 45 09727 £0.0154 45 0.8798 +£0.0423 45 0.8687 £ 0.0465

Andalucia 15 0.9714 +0.0327 15  0.9524 +0.0403 15 0.9333 +£0.0449
Gran Bretafia 92 0.9709£0.0108 92  0.8311+0.0364 92 0.8552+0.0349
Rusia N Caucaso 178  0.9695 + 0.0081 178  0.8838 +0.0201 178 0.8698 +0.0244

Albania 42 0.9686 +0.0174 42 0.8502 +£0.0524 42 0.8177£0.0535
Toscana 49 0.9660 +0.0189 49 0.9209 £ 0.0305 49  0.8707 £0.0434
Rusia Karelian 83 0.9630+0.0113 83  0.8566 +0.0348 83  0.8598 +0.0287
Georgia 54 0.9623 +0.0180 54 0.8777 +£0.0385 54 0.8798 +£0.0388
Italia Sur 37 0.9580+0.0271 37  0.8333£0.0522 37 0.9144 £0.0413
Finlandia 146 0.9575+0.0110 146 0.8577 +£0.0260 146  0.8558 £0.0248
Sicilia 62 0.9540 £ 0.0202 62  0.8556 +£0.0423 62 0.8059 +0.0515
Kurdistan 27 09516 +0.0320 27 0.8803 +0.0539 27 0.8405 £ 0.0594
Noruega 216  0.9471+£0.0121 216 0.8037 +0.0268 216 0.8539 +0.0226
Austria 100 0.9448 £ 0.0184 100 0.8655=+0.0309 100 0.8477 +0.0347

Druze Israel 45  0.9394+0.0190 45  0.9040 +0.0221 45 0.8737+£0.0294
Pais Vasco 45  0.9343 +£0.0243 45  0.6808 +0.0751 45 0.8384 +£0.0476
Portugal 54 0.9322 +£0.0289 54 0.8365 % 0.0468 54 0.7526 £ 0.0590
Alemania 48  0.9255+0.0322 48  0.7810 £ 0.0603 48  0.8431 +£0.0525
Dinamarca 32 0.9254 +0.0334 32 0.8085+0.0590 32 0.7742 £ 0.0744

Catalufia 15 0.9238 £0.0530 15 0.8286 +0.0823 15 0.9048 £ 0.0502
Cerdefia 67 09163 +0.0292 67  0.8191+£0.0470 67  0.7956 £0.0473
Neolitico PI 10 0.9111 £ 0.0773 13 0.8205=+0.0817 14 0.8462 + 0.0614
Africa C 29 0.9089 £ 0.0256 29 0.9015+0.0250 29 0.8399 £0.0465
Galicia 90  0.8777 +0.0328 90  0.7605 £ 0.0469 90  0.6350 +0.0591
Africa S 19 0.8538 £0.0537 19 0.8363 £0.0517 19  0.5088+0.1171
Saami 90  0.8195+0.0280 90  0.7815+0.0271 90  0.7491 £ 0.0293
Suecia 25  0.8000 + 0.0768 25  0.6667 +0.0936 25  0.7333+0.0763
Europa 1787 0.9598 +£0.0033 1787  0.8440 + 0.0083 1787  0.8629 = 0.0074
Proximo Oriente 233 0.9894 = 0.0027 233 0.9354+0.0114 233 0.9310 +0.0099
Africa 796  0.9953 +0.0005 796  0.9658 +0.0035 796  0.9691 + 0.0025

Poblacién actual 2816 0.9798 +0.0016 2816  0.9098 £ 0.0044 2816 0.9148 +0.0042
Poblacion antigua 35  0.9765 = 0.0126 48  0.8076 £ 0.0422 54 0.8337 £0.0375
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6.1.4. Numero medio de diferencias por parejas y diversidad nucleotidica

En las Tablas R71 y R72 se muestra el nimero medio de diferencias por parejas
y la diversidad nucleotidica (descripcion en el apartado 16.3.4 del capitulo “Métodos™)
relativos a los fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb, analizados y comparados, por
yacimientos (Tabla R71), y entre subconjuntos de poblacién antigua y poblaciones

actuales (Tabla R72).

Nerja y Mari exhiben el mayor numero de diferencias por parejas y, por tanto, la
mayor diversidad nucleotidica. Estos mismos yacimientos presentaban también una
elevada diversidad a nivel de haplotipos (%k y H). Sin embargo, los valores de my m,
del yacimiento de Abauntz, de diversidad haplotipica similar, son mucho menores. La
explicacion es la relacion directa de este tipo de indices con el numero de posiciones

variables, que, como se ha visto en la Tabla R65, eran superiores en Nerja y Mari.

Cuando se calcula la diversidad nucleotidica y el numero medio de diferencias
por parejas en las poblaciones antiguas y actuales (Tabla R72) el orden que
observabamos para los indices basados en haplotipos (Tablas R68 y R70) no se
mantiene. En este caso, la mayor diversidad corresponde a todas las poblaciones

africanas actuales exceptuando la de Africa del Sur.

Las poblaciones de Préximo Oriente (Jordania, Turquia y Siria), aunque menor
que las africanas, exhiben también una elevada diversidad a nivel de nucleotido.
Curiosamente en este caso se suma también la poblacion “Drusos de Israel”, que
contaba con un reducido niimero de haplotipos. Algunas poblaciones europeas, como la
andaluza, tienen mayor diversidad que las poblaciones de Proximo Oriente. El
ascendente africano de estas poblaciones, sefialado por varios autores, podria explicar la
gran diversidad nucleotidica mencionada (ARNAIZ-VILLENA et al. 1995; PINTO et
al. 1996).

Las poblaciones “Neolitico” y “Neolitico de la Peninsula Ibérica” presentan una
diversidad nucleotidica elevada y similar a las poblaciones actuales de Proximo Oriente.
Veiamos antes, sin embargo, que su diversidad haplotipica era muy baja (Tabla R70).

Por el contrario, la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” —de gran diversidad
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haplotipica— muestra una baja diversidad nucleotidica, que contrasta con la elevada

diversidad nucleotidica de las poblacion actuales de Proximo Oriente.

Una vez mas, entre las poblaciones menos diversas se encuentran Galicia y
Africa del Sur. Sin embargo, los Saami, de baja diversidad haplotipica, son muy

variables en cuanto a la diversidad nucleotidica.

Las diferencias entre los indices de diversidad basados en haplotipos y los que
reflejan la variabilidad a nivel de nucle6tido quedan patentes en la diferente ordenacion
de las poblaciones. El tinico conjunto de poblaciones actuales que exhibe una elevada
diversidad tanto haplotipica como nucleotidica son las de Proximo Oriente. Desde la
Genética de Poblaciones actuales se ha especulado que en esta zona podrian estar el
origen de varias migraciones hacia Europa. La muestra neolitica de Préximo Oriente
comparte, ciertamente, esa gran diversidad haplotipica, pero las diferencias en el
numero medio de diferencias por parejas (4.25 frente a 5.96 en poblacion actual) y en la
diversidad nucleotidica (0.017 vs 0.024) inducen a pensar que el tipo y frecuencia de los
linajes mitocondriales que las caracterizan son diferentes. Para ahondar en esta cuestion
es necesaria una diseccion mas detallada de la composicion genética de ambos

conjuntos poblacionales, cuestion que se abordara mas adelante.

Un razonamiento similar sirve para explicar los resultados de la poblacion
“Neolitico de la Peninsula Ibérica”. Esta poblacidn se distingue por presentar una mayor
diversidad nucleotidica que las poblaciones ibéricas actuales de Cataluiia, Pais Vasco,
Galicia y Portugal. Sin embargo su diversidad haplotipica se sitia entre las mas bajas
del conjunto considerado. La escasa variedad haplotipica de las poblaciones
peninsulares actuales citadas puede responder a fendmenos de expansion poblacional
reciente a partir de escasos linajes fundadores. Las discrepancias observadas en la
diversidad nucleotidica entre la poblacion ibérica antigua y la actual pueden deberse a la
existencia de diferencias en el tipo y frecuencia de sus linajes mitocondriales, tal y

como sucede entre las poblaciones neolitica y actual de Proximo Oriente.
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Resultados

6.2. Distribucion de las diferencias por parejas

En los Graficos FR38—FR52 se muestran las distribuciones de las diferencias
por parejas de secuencias (Mean Pairwise Differences o Mismatch distributions) de las
regiones de 244pb, 133pb y 112pb en diferentes agrupaciones de las muestras de
poblaciéon antigua (ver apartado 16.2. de “Métodos”) y sus correspondientes
distribuciones esperadas segin el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending
(1992). Las distribuciones se han calculado segin lo descrito en el apartado 16.4 del

capitulo “Métodos”.

Para el segmento completo de 244pb la distribucion de las diferencias por
parejas de la muestra completa presenta dos maximos de frecuencia en 3 y 5 cambios.
Este patrén bimodal se mantiene cuando se distingue entre poblacion “Paleolitico” y
“Neolitico”. Aparece también en la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente”. Por el
contrario, la poblacion “Neolitico de la Peninsula Ibérica” muestra un patrén de

distribucion de las diferencias por parejas bastante irregular.

Cuando se comparan las diferentes distribuciones obtenidas con la distribucion
esperada, segin el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992) no se
produce un ajuste significativo a este modelo en ninguna de las poblaciones para

ninguno de los fragmentos analizados.

Tabla R73. Valores de 7, grados de libertad (g.d.1.) y probabilidad (P) obtenidos para el “Test de la bondad de
ajuste” en el conjunto de muestras antiguas (Total), y las poblaciones “Neolitico”, “Paleolitico”, “Neolitico de
Préximo Oriente” y “Neolitico de la Peninsula Ibérica”. La composicion de estas poblaciones se describe en el
apartado 16.2. del capitulo “Métodos”.

Poblacion Tamaiio del fragmento
244pb 133pb 112pb

Xz g.d.L P x2 g.d.L P xz g.d.l P

Total 29.07 11 09936 478.88 10 1 417.51 11 1

Neolitico 3592 11 1 5428 4 1 32892 11 1
Paleolitico 3.27 4 02267 9.14 3 0.89 291 1 0.7666

Neolitico Proximo Oriente  6.53 7 03143 25.60 2 1 36.81 7 1

Neolitico Peninsula Ibérica 31.456 8 1 8.72 3 0.8794 7943 8 1
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Las curvas de las distribuciones de las diferencias por parejas de las diferentes
poblaciones antiguas (Graficos FR38—FR52) se desplazan hacia la izquierda a medida
que disminuye el tamafio del fragmento, probablemente como resultado de la pérdida de
diversidad genética que comporta el andlisis de un fragmento maés pequefio. En la
distribucion de las diferencias por parejas del fragmento de 133pb (posiciones
16126—16258) se mantiene la forma acampanada en todas las poblaciones excepto en
la poblacion “Paleolitico”, cuya representacidon muestral, como se ha apuntado
anteriormente, es demasiado reducida para extraer conclusiones sdlidas. Con todo, la
distribucién del fragmento de 112pb (posiciones 16258—16369) muestra, en todas las
poblaciones antiguas, un aspecto tendente a bimodal, incluso en los casos en que la
distribucion del fragmento completo se ajusta a la curva tedrica del modelo de
expansion. Los méaximos de frecuencia se sitiian en todas las citadas distribuciones entre

1 y 4-5 diferencias.
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Graficos FR38, FR39 y FR40. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) observadas
(Obs) y esperadas (Esp) segun el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992) para los segmentos

de 244pb (FR38), 133pb (FR39) y 112pb (FR40) en la muestra antigua completa.
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Grificos FR41, FR42 y FR43. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) observadas
(Obs) y esperadas (Esp) segun el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992) para los segmentos
de 244pb (FR41), 133pb (FR42) y 112pb (FR43) en la poblacion “Paleolitico”.
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Graficos FR44, FR45 y FR46. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) observadas
(Obs) y esperadas (Esp) segun el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992) para los segmentos

de 244pb (FR44), 133pb (FR45) y 112pb (FR46) en la poblacion “Neolitico”.
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Grificos FR47, FR48 y FR49. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) observadas
(Obs) y esperadas (Esp) segtn el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992) para los segmentos
de 244pb (FR47), 133pb (FR48) y 112pb (FR49) en la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente”.
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Grificos FR50, FR51 y FRS2. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) observadas
(Obs) y esperadas (Esp) segun el modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992) para los segmentos
de 244pb (FR50), 133pb (FR51) y 112pb (FR52) en la poblacion “Neolitico de la Peninsula Ibérica”.
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Se ha calculado, también, el indice de irregularidad de Harpending (r) (apartado
16.4. del capitulo “M¢étodos”) para los segmentos de 244pb, 133pb y 112pb tanto en el
conjunto de muestras antiguas estudiadas como en los diferentes subconjuntos de
poblacién creados a partir de la misma (Tabla R74). Este indice define la forma de la
distribucion y, a efectos practicos, puede considerarse que valores inferiores a 0.03
corresponden a distribuciones acampanadas caracteristicas de poblaciones que han
sufrido un proceso de expansion subita y reciente, mientras que valores por encima

definen aquellas poblaciones en equilibrio demografico (JOBLING et al. 2003).

Tabla R74. Indices de irregularidad de Harpending (r) obtenidos en el conjunto
de muestras antiguas (Total), y los subconjuntos de poblacion “Neolitico”,
“Paleolitico”, “Neolitico Préximo Oriente” y “Neolitico Peninsula Ibérica” (ver
apartado 16.2. del capitulo “Métodos”™).

Poblacion Tamaiio del segmento
244 pb 133 pb 112 pb
N r N r N r
Total 35 0.0156 48 0.1175 54 0.0605
Neolitico 30 0.0222 41 0.1239 48 0.0569
Paleolitico 4 02222 4 1 4 0.5556

Neolitico Proximo Oriente 14 0.0449 20 0.146 26 0.0428
Neolitico Peninsula Ibérica 10 0.0504 13 0.1453 14 0.1263

De acuerdo con el indice de irregularidad de Harpending, la distribucion de las
diferencias por parejas en el fragmento completo de 244pb de la poblacion antigua
“Total” y de la sub-poblacion “Neolitico” se acomodaria al tipo gaussiano. Las
poblacion “Neolitico de la Peninsula Ibérica”, cuya distribucion de las diferencias por
parejas de las secuencias de 244pb no se ajustaba significativamente al modelo de
expansion subita (Tabla R73 y Figura FR50), exhibe también un elevado indice de
irregularidad. Por su parte, la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente”, que tampoco
se ajustaba a la distribucion esperada segun un modelo de expansidn subita, presenta

aqui un indice de irregularidad por encima del valor tedrico de 0.03.

El indice de irregularidad de Harpending se estimd, asimismo, en diferentes
poblaciones europeas, africanas y de Proximo Oriente (Tabla R75). En el conjunto de
estas poblaciones, el indice presenta valores comprendidos entre 0.0036 (Valle del

Nilo) y 0.1009 (Cataluiia). Aquellas poblaciones con indices de irregularidad superiores
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a 0.3, sefialadas en negrita en la tabla, presentan un patrén irregular evidente en la
distribucion de las diferencias por parejas (Graficos FR53, FR54, FRSS y FR56), a

excepcion de la poblacion de Suiza.
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Graficos FRS3, FR54, FRS5 y FR56. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) en cuatro
poblaciones actuales con indice de irregularidad de Harpending (r) superior a 0.03. FRS3: Africa del Sur; FR54: Cataluiia;
FR55: Saami; FR56: Suiza.
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Tabla R75. Indices de irregularidad de Harpending (r) obtenidos en
38 poblaciones actuales.

r

Poblaciéon N 244pb 133pb 112pb
Alemania 48 0.0151 0.0327 0.0358
Austria 100 0.0085 0.0211 0.0405
Bulgaria 30  0.0157 0.0295 0.0753
Canarias 54 0.0074 0.0190 0.0811
Cerdefia 67  0.0111 0.0201 0.0464
Francia 50  0.0173 0.0202 0.0942
Galicia 90  0.0211 0.0751 0.0378
Toscana 49  0.0127 0.0444 0.0348
Kurdistin 27  0.0235 0.0263 0.0662
Suecia 25  0.0260 0.1045 0.0746
Pais Vasco 45 0.0258 0.0546 0.0483
Africa Central 29 0.0243 0.0404 0.0388
Africa Sur 19 0.0868 0.0688 0.1337
Africa Este 84  0.0046 0.0103 0.0229
Africa Oeste 427  0.0062 0.0219 0.0233
Albania 42 0.0174 0.0234 0.0990
Andalucia 15 0.0268 0.0313 0.0703
Bélgica 25  0.0279 0.0713 0.0917
Cataluiia 15 0.1009 0.0626 0.1058
Dinamarca 32 0.0195 0.0460 0.0727
Druze Israel 45  0.0258 0.0197 0.0976
Estonia 26  0.0161 0.0633 0.0342
Finlandia 146 0.0182 0.0456 0.0653
Georgia 54 0.0068 0.0325 0.0184
Gran Bretafia 92 0.0203 0.0398 0.0630
Grecia 45  0.0190 0.0772 0.0479
Sicilia 62 0.0153 0.0415 0.0552
Italia del Sur 37 0.0097 0.0361 0.0396
Noruega 216  0.0137 0.0364 0.0487
Jordania 42 0.0164 0.0199 0.0773
Portugal 54  0.0134 0.0398 0.0576
Klz;leslllzn 83 0.0175 0.0367 0.1012
Rlés;f‘ls:;’gte 178  0.0110 0.0392 0.0318
Saami 90  0.0680 0.0409 0.0867
Siria 49 0.0146 0.0321 0.0428
Suiza 17 0.0459 0.0508 0.0966
Turquia 70  0.0112 0.0234 0.0989
Valle del Nilo 237 0.0036 0.0102 0.0233
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El resultado sugiere que la aparente bimodalidad de la distribucion de las
diferencias por parejas de las secuencias de las poblaciones “Neolitico” y “Neolitico”
de Proximo Oriente” no es significativa y por lo tanto su forma puede equipararse a la
del modelo de expansion subita. Esta interpretacion debe, no obstante, acogerse con
cautela, siendo importante recalcar lo artificioso del ensamblaje de las muestras
antiguas en poblaciones. Estas poblaciones han sido creadas agrupando las muestras de
las que pudo obtenerse informacidn genética segin criterios cronoldgicos y
geograficos. Tenido esto en cuenta, resulta obvio que cuanto mdas genérica sea la
clasificacion, tanto mas artificiosa serd. Resulta evidente cuando se considera la
muestra en su totalidad y se agrupa bajo el nombre de “poblacion antigua”. Con todo,
resulta sorprendente que la distribucion de las diferencias por parejas de esta poblacion,
a pesar de presentar dos picos de frecuencia, recuerde bastante a la distribucion

acampanada propia de las poblaciones que han sufrido un proceso de expansion.

La poblaciéon “Neolitico” engloba muestras de diferente cronologia y
procedencia geografica, y su clasificacién sdlo cobra sentido bajo los supuestos de un
origen comun pre-Neolitico para todas ellas y de que no se han producido cambios
sustanciales en su composicion genética desde ese momento. La distribucion de las
diferencias por parejas de esta poblacion presenta un patrén bastante irregular no
compatible, en principio, con un fenomeno de expansion poblacional reciente. Ello
podria indicar ausencia de homogeneidad en esta clasificacion y cuestionaria los
supuestos anteriores, aunque para considerar esta conclusion como definitiva es

necesario reunir mayor nimero de evidencias.

Si centramos la atencion en las muestras de Proximo Oriente, procedentes de
tres yacimientos sirios diferentes —aunque cronologicamente contemporaneos (10000-
9000 B.P.)—, y en las de la Peninsula Ibérica — heterogéneas por su procedencia y
cronologia—, lo artificioso de la clasificacion “Neolitico” se hace evidente. Por su
proximidad geografica y cronoldgica, los yacimientos de la muestra “Neolitico de
Proximo Oriente” poseen suficiente entidad propia como para considerarlos una

“poblacion natural”.
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Por su parte, la poblacion “Neolitico de la Peninsula Ibérica” retine muestras de
época neolitica de Malaga y de €poca calcolitica de Malaga y de Navarra, ademas de
algin resto de la Edad del Bronce del Pais Vasco. Como sucedia con la poblacion
“Neolitico”, tal agrupacién sélo tiene validez si suponemos un origen genético comun
de todos ellos. La distribucion de las diferencias por parejas de este conjunto es
bastante irregular y recuerda a la de las poblaciones que han atravesado un “cuello de
botella”. Segin Rogers y Harpending (1992) la signatura de este evento, en las
diferencias por parejas, es la serie de picos de elevada frecuencia situados en la cola
derecha de la distribucion, es decir, correspondientes a un mayor numero de
diferencias. Si consideramos la poblacion Calcolitica de la Peninsula Ibérica —ya que la
mayor parte de muestras del conjunto corresponden a este periodo— como una
“poblacion natural” la distribucion de las diferencias por parejas deberia interpretarse

como evidencia de un cuello de botella reciente en su historia.

En los graficos FR57 y FR58 se comparan las distribuciones de las diferencias
por parejas para el segmento de 244pb de poblaciones antiguas y actuales de las

regiones de Proximo Oriente y de la Peninsula Ibérica respectivamente.

Las poblaciones Siria y Turquia presentan una distribucion gaussiana tipica con
una media de 5 diferencias aproximadamente. El resto de poblaciones actuales
presentan un patréon mas irregular. Sin embargo, los indices de irregularidad de
Harpending (Tabla R75) indican que todas ellas se ajustan al modelo de expansion
subita. La poblacién de Kurdistan presenta un patron de distribucion de las diferencias
por parejas muy similar al de la poblaciéon “Neolitico de Proximo Oriente” con un

maximo a tres diferencias.
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Grificos FR57, FR58 y FRS9. Distribuciones de las diferencias por parejas (Pairwise differences) en
el segmento de 244pb para poblaciones antiguas y actuales de Proximo Oriente (Grafico FRS57) y de la
Peninsula Ibérica (FR58). En el grafico FR59 se representa la misma distribucion en las poblaciones
antiguas “Neolitico de Proximo Oriente”, “Neolitico de la Peninsula Ibérica” mas el conjunto de
poblaciones actuales europeas, africanas y de Proximo Oriente.
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6.3. Analisis filogenético interpoblacional

6.3.1. Distancias genéticas

En la Tabla R76 se muestran los valores de la distancia de Reynolds
(REYNOLDS et al. 1983) —calculada segun lo descrito en el apartado 16.5.1. del
capitulo “Métodos”—, entre las 38 poblaciones actuales de referencia y las poblaciones
antiguas “Neolitico” (NEOL), “Paleolitico” (PAL), “Neolitico de Proximo Oriente”
(NEPO) y “Neolitico de la Peninsula Ibérica” (NEPI) (apartado 16.2., capitulo
“Métodos”).

La muestra mas alejada es “Paleolitico”, seguida por las poblaciones de Suecia,
Africa del Sur y Saami (Graficos FR60-FR64). La poblacion mas cercana a la
paleolitica es otra poblacion antigua, la poblacion “Neolitico”, mientras que las
poblaciones mas distantes de ésta son también las que mds distan del conjunto restante:
Suecia, Saami y Africa del Sur. La muestra paleolitica se aleja también de las dos
poblaciones actuales procedentes de la misma region geografica: Andalucia y Portugal.
El aparente distanciamiento de la poblacion “Paleolitico” del resto de poblaciones, se
debe a que dos de sus cuatro haplotipos no se encuentran representados en ninguna de
ellas, como se detalla en la seccion 6.3.3.2., de este mismo capitulo. Ello puede
responder a su bajo tamafio muestral. En este sentido, la caracterizacién genética de
otras muestras paleoliticas permitird determinar si las poblaciones de este periodo eran
completamente diferentes a las poblaciones actuales o puede hablarse de una
continuidad genética desde el Paleolitico hasta la actualidad, con pérdida de algunos

linajes concretos.

La divergencia de la poblacién de Africa del Sur de las restantes poblaciones
puede explicarse de la misma manera, pues ninguno de los 10 haplotipos representados

en ella figuran en el resto de poblaciones estudiadas.

Sin embargo, el porcentaje de haplotipos unicos es bajo en las poblaciones de
Suecia y en los Saami. Su divergencia se debe a la combinacion de dos factores: baja
frecuencia de los motivos mds frecuentes en el resto de poblaciones y elevada de ciertas

variantes poco frecuentes. Asi sucede, por ejemplo, con la secuencia consenso o CRS,
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cuya frecuencia media en el conjunto de poblaciones ronda el 13%, pero que
unicamente estd presente en dos individuos de Suecia, y totalmente ausente en las
poblaciones Saami y Africa del Sur. Las dos primeras comparten, a su vez, el haplotipo
16298C que define al haplogrupo V. Este haplotipo, de frecuencia global de 2.6%,
caracteriza al 44% de los individuos de Suecia y al 33.3% de los Saami. La poblacion
Saami presenta, ademas, una elevada frecuencia de otros dos motivos raros en el resto
de poblaciones: el haplotipo 16144C-16189C-16270T, caracteristico del haplogrupo
U5bl1 (24.4%) y el haplotipo del mismo haplogrupo 16144C-16148T-16189C-16270T-
16335G (10%).

La media de las distancias de todas las poblaciones respecto al conjunto de
poblaciones antiguas (Grafico FR63 ) es mucho mayor que la que se observa respecto
al conjunto de poblaciones europeas (Grafico FR60) y de Proximo Oriente (Grafico

FR61), y sensiblemente mayor que la del grupo africano (Grafico FR62).

Segun la distancia de Reynolds, la muestra “Neolitico” —formada por individuos
del Neolitico y del Calcolitico—, estd mas proxima a las poblaciones africanas que a las
de Europa y Préximo Oriente. De hecho, las distancias menores respecto a esta
poblacién corresponden a dos poblaciones actuales africanas: Valle del Nilo (0.0307) y
Africa del Oeste (0.0311). Otras poblaciones préximas son: otra muestra del continente
negro: Africa del Este (0.0344); dos de Préximo Oriente —Turquia (0.0321) y Siria
(0.0350)— y una de Europa: Francia (0.0324).

La muestra “Neolitico de la Peninsula Ibérica” es una de las mas divergentes de
todo el conjunto, superada unicamente por las poblaciones “Paleolitico”, Suecia, Saami
y Africa del Sur. Su divergencia responde a su peculiar composicion haplotipica. Como
sucede en las muestras paleolitica y de Africa del Sur, la neolitica de la Peninsula
Ibérica presenta un porcentaje elevado de haplotipos no representados en el resto de
poblaciones (43%). La frecuencia de los restantes haplotipos en el conjunto de
poblaciones oscila entre el 0.1 y el 0.3% y solamente un individuo tiene el haplotipo
mayoritario (CRS). La presencia de haplotipos tnicos y de baja frecuencia sitia a esta
poblacién entre las mas distantes de todo el conjunto. Las poblaciones mas proximas a
“Neolitico” son también las mas cercanas a “Neolitico de la Peninsula Ibérica”: Valle

del Nilo (0.0905), Africa del Oeste (0.0909), Siria (0.0937), Turquia (0.0943) y Francia
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(0.0955), aunque, en este caso, hay que incluir a la poblacién rusa del Norte del
Caucaso (0.0925). Las poblaciones actuales de la Peninsula Ibérica (Andalucia,
Catalufia, Pais Vasco y Portugal) divergen mucho de la muestra antigua procedente de

la misma region geografica.

Por su parte, y aunque alejada, la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente”
tiene valores de distancia mds cercanos al resto de las poblaciones que las otras dos
muestras antiguas. Si bien los neoliticos de Préximo Oriente contienen un 50% de
haplotipos nicos en la muestra, un 33% esta presente con una frecuencia elevada en la
mayor parte de las poblaciones restantes. La poblacion actual mas cercana es Francia
(0.0495), seguida por Turquia (0.0522), Valle del Nilo (0.0522), Africa del Oeste
(0.0523) y Africa del Este (0.0526). Dos poblaciones de la misma region geografica
(Siria y Jordania) y una de una zona proxima (Rusia Norte del Céucaso) muestran
valores de distancia pequefios respecto a esta poblacion antigua. Sin embargo, las otras

dos poblaciones actuales de Préximo Oriente (Drusos y Kurdos) aparecen mas distantes.

La distancia de Reynolds er. al. 1983 tiene en cuenta la frecuencia de los
diferentes haplotipos en cada pareja de poblaciones comparadas. Cuando un haplotipo
solo aparece en una de las dos poblaciones la magnitud de la distancia pasa a depender
de su frecuencia en esa poblacion. Cuando dos poblaciones comparten haplotipos la
distancia entre ellas es menor, aunque también depende de la frecuencia de estos
haplotipos en cada una de ellas. Como veremos en el apartado 6.3.3.2. de este capitulo,
las muestras antiguas comparten muy pocos haplotipos con el resto de las poblaciones,
y aquéllos compartidos son, generalmente, de baja frecuencia. Por ello, el conjunto de
poblaciones estudiadas se diferencian, a grandes rasgos, de las poblaciones actuales
segin esta distancia. Ello nos permite hablar de diferencias entre la composicion

genética de las poblaciones actuales y las poblaciones del pasado aqui estudiadas.
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6.3.1.1. Reconstruccion filogenética a partir de distancias genéticas

Las figuras FR64 y FR65 muestran respectivamente los arboles de Neighbor-
Joining y de Fitch-Margoliash reconstruidos a partir de la matriz de distancias de
Reynolds (Tabla R76) de acuerdo con lo descrito en el apartado 16.5.1. del capitulo
“Métodos”.

En estos dos arboles sin raiz pueden distinguirse cuatro grupos: el formado por
las tres poblaciones antiguas “Paleolitico”, “Neolitico Préximo Oriente” y “Neolitico
Peninsula Ibérica”, claramente distanciado del conjunto restante; el constituido por
algunas poblaciones Africanas: Africa del Este y Africa del Sur en la reconstruccion de
Neighbor-Joining y Africa del Sur, y Africa Centro en el arbol de Fitch-Margoliash; el
clado altamente divergente que incluye al grupo Saami junto con Pais Vasco en el arbol
de Neighbor-Joining y con Suecia en el de Fisch-Margoliash; y el formado por el

conjunto restante de poblaciones.

Segun se deducia de los valores de la matriz de distancias, la mayor parte de las
poblaciones europeas estan muy poco diferenciadas y se agrupan en ambos arboles
formando un clado mas o menos homogéneo, del que sobresalen notablemente las
poblaciones anteriormente mencionadas. En el arbol de Neighbor-Joining las
poblaciones actuales de Préximo Oriente aparecen dentro del entramado de poblaciones
europeas, mientras que en el de Fitch-Margoliash ocupan una posicion intermedia entre
el clado africano més divergente —que como ya hemos comentado estd constituido por

Africa del Sur y Africa Centro—y el conjunto europeo.
Es destacable en ambos métodos de reconstruccion la separacion de las

poblaciones antiguas de las poblaciones actuales y su proximidad a ciertas poblaciones

africanas como la del Valle del Nilo.
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Resultados

En los arboles filogenéticos con raiz (Figura FR66) las poblaciones se unen por
sus valores de divergencia, siguiendo el orden que observabamos en los graficos FR60-
FR63. Algunas de las poblaciones que aparecian en el entramado europeo en los arboles
sin raiz se sitian, ahora, proximas a la base del arbol, como es el caso de Catalufia,
Andalucia y el grupo Druso de Israel. La mayoria de poblaciones de Proximo Oriente y
algunas poblaciones africanas (Africa del Oeste, Valle del Nilo y Africa del Este) y
europeas (Francia, Estonia, Bulgaria y Bélgica) forman aqui un clado relacionado con la
mayor parte de las poblaciones europeas y que ocupa una posiciéon intermedia entre

¢éstas y el conjunto restante mas divergente.

Es importante destacar que una de las asunciones de este método de
reconstruccion filogenética —la contemporaneidad de las poblaciones—, no se cumple en
nuestro caso. Sin embargo, los grupos mas antiguos ocupan una posicion cercana a la

base del arbol, inmediatamente posterior a las poblaciones Saami y Suecia.
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Resultados

6.3.2. Clusters

En la Tabla R77 se muestran aquellas poblaciones actuales que se unen —dado
un determinado valor de &— a los conjuntos de secuencias antiguas “Calcolitico”
(CALC), “Paleolitico-Neolitico Peninsula Ibérica” (NEPI), “Neolitico Préximo Oriente”
(NEPO) y “Mari” (MARI) para la media de las diferencias por parejas. El estadistico € y
los diferentes grupos de secuencias antiguas se describen adecuadamente en los

apartados 16.6.1. y 16.6.2. del capitulo “Métodos”.

En general, para valores pequefios de € se mantiene el orden en el que se unen
las poblaciones actuales a las cuatro poblaciones antiguas. Asi sucede con las
poblaciones de Galicia, Pais Vasco y Dinamarca. De todo el conjunto de poblaciones,
¢éstas son las que presentan el menor nimero medio de mutaciones (Tabla R78). Por
otra parte, hay otras que nunca llegan a unirse a las cuatro poblaciones antiguas segun
los valores de € calculados, como sucede con las poblaciones africanas (Africa del Sur,
Africa del Este, Africa del Oeste y Valle del Nilo) y con la poblacién de Jordania. Estas
poblaciones presentan el nimero medio de mutaciones interno mas elevado (Tabla

R78).

El Grafico FR67 muestra que existe una relacion entre el nimero medio de
mutaciones de cada poblacion —cociente entre el nimero total de mutaciones de las
secuencias de la poblacidn y el nimero de secuencias— y los valores de € a los que éstas
se unen a las cuatro poblaciones antiguas. La relacidén entre ambas variables se ajusta en
los cuatro casos a una regresién lineal (Calcolitico, r*=0.84; Nerja-Pirulejo, r*=0.9026;
Neolitico Préximo Oriente, r2=O.8983; Mari, r2=O.9185). Este efecto puede enmascarar
la existencia de diferencias o similitudes reales entre las poblaciones y debe ser tenido
en cuenta a la hora de interpretar los resultados obtenidos. Sin embargo, en aquellos
casos en los que una poblacién con un nimero medio de mutaciones elevado se une a
otra con valores pequefios de €, el orden de unidn refleja ciertamente una similitud real.
Esto ocurre, por ejemplo, entre las poblaciones “Calcolitico” y la poblaciéon “Neolitico
de Proximo Oriente”, las cuales, a pesar de presentar un numero medio de mutaciones
intermedio, se unen respectivamente a valores bajos de €. La poblacion antigua de Mari

muestra, en este sentido, una similitud con la poblacion “Calcolitico” que no puede
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atribuirse a la relacion mencionada. Contrariamente, las poblaciones Suecia y Saami, a
pesar de presentar un nimero medio de mutaciones entre bajo e intermedio, se unen a
valores elevados de € a la poblacion “Calcolitico”, lo que probablemente refleja la

existencia de profundas diferencias entre ellas.

Tabla R77. Unién de las poblaciones actuales a las cuatro poblaciones antiguas: “Calcolitico” (CALC), “Nerja-
Pirulejo” (NEPI)”, “Neolitico Proximo Oriente” (NEPO) y “Mari” (MARI) a valores crecientes de €.

€ CAL NEPI NEPO MARI € CAL NEPI NEPO MARI
3.38 GAL 4.42 SuUIZ
3.52 GAL 4.43 RNC
3.59 PV 4.46 TUS
3.62 DEN 4.48 GEO GRE
3.71 SUIZ 4.49 DEN
3.74 POR 4.52 POR KUR BEL
3.77 AL 4.53 BUL
3.78 PV 4.54 DRUZ SIR
3.83 GAL 4.56 SAR
3.84 SAR 4.58 EST AUS ALB
3.86 NOR 4.59 NOR RNC
3.89 SIC 4.61 FR
3.92 NEPO DE(I:\I AP:FOR 4.63 EST
3.93 GB 4.64 FIN GEO
3.94 BEL 4.65 BEL
3.95 GRE FIN CAT 4.66 TUR AL
3.96 SUIZ 4.67 NEPI CAN CAL TUS
3.99 KUR 4.68 GB
4.00 BUL 4.69
4.01 RKAR SIC 4.70 KUR ALB
4.02 KUR BEL 4.71 SUEC RKAR
4.03 NOR 4.72 BUL
4.04 AL SAR 4.73 ITSU
4.06 DEN 4.74 SIC CAT ITSU
4.08 GB 4.76 SIR DRUZ
4.09 CAT 4.80 GREC MARI NEPO
4.11 AUS PV 4.81 AUS GEOR
4.12 ALB 4.83 SUEC
4.13 GAL CAT 4.88 TUR
4.14 FR FIN 4.90 FR
4.15 AL 4.91 CAN
4.18 TUS 4.96 EST
4.19 BUL GRE 4.97 NEPO SUEC NEPI AND
4.20 RKAR 4.99 TUS TUR
4.21 EST FR 5.00 AND
4.22 SUIZ 5.03 DRUZ
4.25 MARI POR SIC CAL  5.04 RNC
4.26 PV 5.10 SAA SAA SIR
4.27 RNC 5.12 ITSU DRUZ
4.29 ALB FIN 5.15 CAN
4.30 NOR 5.19 GEO
4.32 AUS 5.31 CAN
4.33 RKAR 5.36 SIR
4.36 ITSU 5.37 SAR SAA
4.41 SUEC SAR GB 5.45 AND TUR AND
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Tabla R78. Numero medio de mutaciones (NM) de cada poblacion y varianza
asociada (Var).

Poblacion NM Var Poblacion NM  Var Poblacion NM Var
GAL 1.31 1.99 GRE 2.11  3.08 MARI 2.67 3.22
PV 1.60 1.88 ALB 212 4.68 SIR 271 237
SuUIZ 1.71 1.03 KUR 2.15 227 CAN 2.87 5.19
DEN 1.72 2.39 SUEC 220 2.88 DRUZ 289 352
POR 1.76  2.55 BUL 220 2.56 TUR 291 3.39
AL 1.83 235 FR 222 221 SAA 297 4.10
SIC 1.84 223 AUS 225 343 NEPI 3.17 4.1
CAT 1.87 1.58 RNC 225 278 AND 320 3.89
NOR 1.90 2.49 CALC 225 2.19 JOR 383 342
SAR 1.96 3.09 EST 227 274 AFRO 4.09 6.70
FIN 1.96 2.05 NEPO 240 1.84 NIL 5.19  9.93
GB 1.98 2.56 TUS 243 278 AFRE 631 9.71
RKAR 199 249 ITSU 243 5.06 AFRS 853 0.67
BEL 2.00 2.00 GEO 2.54 458 AFRC 9.76 225

La poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” muestra una gran similitud con la
poblacién Kurda —ademas de con la poblacion “Calcolitico”—, que no puede atribuirse a
la relacion entre el nimero medio de mutaciones y los valores de €. Entre las restantes
poblaciones resulta muy dificil evaluar la existencia de diferencias y/o similitudes claras

pues no existen valores que se alejen de la tendencia general.

Numero medio de mutaciones de cada poblaciény E
clusters
m
| | ./‘ ,/’
5.254 .
u /’/Q ,"r\ -
[ | -7 Pid id
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J".’ ,’/’ //’ -~
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3 1 a3 T ee °
N /'.‘ 0” /// ”/ °
S ar % P
- prad | »” //.’// e CALC
> P “ ¢ g
W 4.25- A IRV 2 S = NEPI
- d _’ °
| | Q’,/‘ ‘0/// :,& NEPO
4 (,]
AT A e WO . + MARI
* 7 e
3.754 o
rd '
R
”
e
.25 T T T T 1
1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5
Numero medio de mutaciones por poblacién

Grifico FR67. Relacion entre el nimero medio de mutaciones de cada poblacion y los
valores de € de union de las poblaciones actuales a las cuatro poblaciones antiguas.

487



Eva Fernandez Dominguez

6.3.3. Haplotipos

6.3.3.1. Reconstruccion filogenética a partir de haplotipos

6.3.3.1.1. Neighbor-Joining y UPGMA

En la Figura FR68 se muestra el arbol Neighbor-Joining construido a partir de
la matriz de distancias Tamura-Nei, con parametro y=0,47, entre 170 haplotipos de
poblaciones actuales —con frecuencia absoluta mayor a dos— y los de 35 muestras
antiguas (Tabla R62). En la Tabla R79 se resume la distribucion y frecuencia de los
haplotipos en las diferentes poblaciones. Ademas, se indican las mutaciones respecto a
la secuencia consenso que caracterizan a cada haplotipo, asi como el haplogrupo
mitocondrial al que pertenece. La asignacidn de haplogrupo se realiz6 de forma previa a
la construccion del arbol, siguiendo la clasificacion de RICHARDS et al. 2000. Las
lineas que no pudieron ser clasificadas mediante este criterio se les asignd el haplogrupo
de la publicacion original. Los casos en que un mismo haplotipo pueda pertenecer a
diferentes haplogrupos se sefialan convenientemente. El total de haplotipos clasificados

ha sido 170, quedando tinicamente 14 sin determinar.
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R79. (Continuacion).

NEPO

NEPl}=

PAL
NEOL
NIL
TUR
SU1Zj|
SIR]
SAA|
RN(|
RKAR]
POR]
JOR
NOR|
ITSU
SIC|
GRE
GB
GEOQ|
FIN]|
EST
DRUZ|
DEN]|
CAT)
BEL
AND
ALB
AFRO
AFRE
AFRS|
AFRC|

N°

872

118

TR19 0

0

626
59
471

10
89
271

13
94
451

184
99
443
65

201

199
48

446
11

91

213
207
271
204

145

168
450

764
448
51

582
69

496
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Tabla R79. (Continuacion).

NEPO|

NEPI} o

PAL)
NEOL
NIL
TUR]
SUI1Z|
SIR]
SAA
RN(|
RKAR]
POR]
JOR
NOR|
ITSU
SIC
GRE
GB
GEOQ|
FIN|
EST
DRUZ|
DEN]|
CAT)
BEL
AND|
ALB
AFRO
AFRE
AFRS|
AFRC(|

Ne
148
96
62

564

190

2

0

13 28

0 14

48

3 27 10 14 7 13

6

31

211
205
587

14
68

44

17
TR

223
63

247

197
218
52
40

3MAIl1

0

0

537
657

149

209

483
27
38

170
250
567
348
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R79. (Continuacion).

NEPO|

NEP]}=

PAL
NEOL
NIL|
TUR]
SUI1Z|
SIR
SAA
RNC
RKAR]
POR|
JOR
NOR]
ITSU
SIC
GRE
GB
GEOQO|
FIN]|
EST
DRUZ|
DEN]|
CAT)
BEL
AND
ALB
AFRO
AFRE
AFRS
AFRC

N°

282
281
363
496
494
4NE

21

SNE

347
283
284
288
291
293
297

109
237
502

344

121

510
511
995
376
290
506
424
289
406

162
384
ITM2 1TM6 TM11

0

0

2H20
1IMA12

462

498
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Tabla R79. (Continuacion).

NEPO|

NEPI}=

PAL
NEOL
NIL
TUR]
SU1Zj|
SIR
SAA|
RN(|
RKAR]
POR]
JOR
NOR|
ITSU
SIC
GRE
GB
GEOQO|
FIN
EST)
DRUZ|
DEN
CAT)
BEL|
AND|
ALB
AFRO
AFRE
AFRS|
AFRC(]

NO
101
309
119
519
378
516
336
390
326
332
345
200
415

515

152
1029 0

0

799

304

134
208

268
46

136

178
25

18

33

29
H12

DJ1

155
85
234

19
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Eva Fernandez Dominguez

Tabla R79. (Continuacion).

NEPO

NEPl}=

PAL
NEOL
NIL
TUR
SU1Zj|
SIR
SAA
RN(|
RKAR]
POR]
JOR
NOR
ITSU
SIC
GRE]
GB
GEO
FIN|
EST
DRUZ|
DEN]|
CAT)
BEL
AND|
ALB
AFRO
AFRE
AFRS
AFR(C|

No

269
566
88
852
745
453
467

24
93

IMAS

0

123
457
456

739
273

141

79

32
481

192
841

120
193
260
265
262
365

0 22 0 O

5

0 30 0 2

2

771
215

106

591
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Tabla R79. (Continuacion).

NEPO

NEPl}=

PAL
NEOL
NIL
TUR]
SU1Z|
SIR]
SAA|
RN(|
RKAR]
POR
JOR
NOR|
ITSU
SIC|
GRE
GB
GEOQO|
FIN
EST)
DRUZ|
DEN
CAT]
BEL
AND|
ALB|
AFRO
AFRE]
AFRS|
AFRC|

No

571

12
572
539

107
35
1004
337
445
912

0

0

104
261
538

117

IMAL1

0
0

0
0

TR14

3NE

1PI
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Eva Fernandez Dominguez

El arbol filogenético de Neighbor-Joining distingue la mayor parte de
haplogrupos europeos y africanos, aunque algunos haplotipos no se clasifican
correctamente, en particular los que presentan sustituciones homoplasicas, es decir, que

se han producido de forma paralela en dos lineas independientes.

Los haplogrupos mitocondriales hermanos J y T aparecen bien separados del
conjunto restante y unidos entre si mediante un nexo que los conecta por la base. En el
haplogrupo T, el subgrupo T2 —en el que se incluyen dos muestras antiguas: H12 y
DJ1-, ocupa una posicidon separada del conjunto restante. El haplogrupo J incluye, en
este caso, tres secuencias antiguas de diferente procedencia cronologica y geografica
(1ITMS, 2NE y AB9) con el mismo haplotipo. Las lineas 197 y 218 —también

pertenecientes a este haplogrupo— se separan del clado aunque estan cercanas a su base.

El haplogrupo V —con tres haplotipos diferentes— se distingue también, aunque
incorpora la linea 1004, la cual no pudo ser asignada a ningun haplogrupo actual. Su
grupo “predecesor” pre-HV —representado aqui por un solo haplotipo— se agrupa junto
con las lineas 204, 48 y 446, pertenecientes al haplogrupo H, y con el haplotipo n° 14,

que pudiera ser también pre-HV.

El haplogrupo U es muy heterogéneo y, de acuerdo con la caracterizacion
basada en enzimas de restriccidn, contiene los subgrupos U1, U2, U3, U4, U5, U6 y K.
La mayor parte de estos haplotipos pueden ser distinguidos por la informacion de la
Region Hipervariable I, pues presentan sustituciones diagndsticas bien definidas. Sin
embargo, hay haplotipos de HVSI, comunes a los haplogrupos H y U, que no pueden
asignarse con seguridad a ninguno de ellos con tan s6lo esta informacion. Es el caso de
la secuencia mas comun en Europa, la secuencia consenso o CRS (ANDERSON et al.
1981), que pudiera pertenecer tanto al haplogrupo H como al U (RICHARDS et al.
2000). El arbol Neighbor-Joining distingue aquellos subgrupos del haplogrupo U mas
frecuentes en la muestra estudiada, como es el caso de U5, U4 y K. Asi, el grupo U5 —
en el que no se incluye ninguna muestra antigua—, se separa bien del resto, y se aprecian
en su interior los subgrupo USal y U5Sb. Al grupo U4 lo conforman cinco haplotipos,
dos de los cuales corresponden a las muestras antiguas del yacimiento de Mari 2MA2 y
IMAS. El grupo K forma, asimismo, un clado que incorpora tres muestras antiguas del

mismo yacimiento: TR12, TR16 y TR18. El haplotipo 190 —compartido también por las
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muestras 2TM4, 1H17 y TH2—, presenta una de las dos sustituciones que definen el
haplogrupo K, la transicion 16224C. Esta linea ha sido descrita dentro de los
haplogrupos H y K, aunque la sola informacion de la Region Hipervariable I no permite
una asignacion precisa. El grupo U3 incluye en este caso tres haplotipos que se agrupan
en un mismo clado; sin embargo no puede hablarse de un grupo monofilético, pues
incorpora ademds otros dos haplotipos, el n® 564 y el correspondiente a la muestra
antigua 3NE, variantes ambas que no pudieron ser asignadas previamente a ningin
haplogrupo. Los subgrupos Ul y U6 estan representados, cada uno, por un unico
haplotipo, y aparecen dentro de un clado artificial, en el que se incluyen, ademas,
haplotipos de otros haplogrupos, como el H, X, L3 y L1, asi como un conjunto de lineas
sin asignar. Este insolito grupo incorpora el haplotipo de la muestra antigua 1PI. En el
arbol Neighbor-Joining, el cluster U no aparece como monofilético, pues los 7
subgrupos mencionados se reparten en tres clados diferentes. Asi, los haplotipos del
subcluster U5, U3 y K aparecen dentro de un clado polifilético que incorpora haplotipos
del haplogrupo H y otras lineas desconocidas. El subcluster U4 aparece en una rama
separada del grupo anterior, y los dos linajes representantes de los haplogrupos Ul y U6

estan incluidas en el anteriormente citado “clado artificial”.

El haplogrupo W aparece también diferenciado y préximo al haplogrupo U4.
Los haplogrupos N1b, R1 o I son minoritarios en la muestra estudiada y cada uno de
ellos estd representado por un Uunico haplotipo. En la presente reconstruccion
filogenética dichos haplotipos se sitian en el interior de ciertos haplogrupos africanos

comoel L2 o el L3.

Buena parte de los haplotipos africanos quedan correctamente clasificados en
haplogrupos. Asi sucede con los subclusters Lla, L1b, L1c y L1d del haplogrupo LI,
con el cluster M1, y con la mayor parte de los haplotipos del grupo L2. Las subvariantes
del haplogrupo L3, L3a y L3b, aparecen mezcladas entre si y relacionadas con los
haplogrupos asiaticos y americanos nativos C y D, el primero de los cuales incluye la
secuencia del individuo TR19. Otro haplogrupo asidtico-americano, el haplogrupo X,
no queda bien resuelto y sus haplotipos aparecen, por una parte, relacionados con los
haplotipos africanos del grupo L2 y, por otra, dentro del clado polifilético que incluye a

la secuencia antigua 1PIL.
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Eva Fernandez Dominguez

Como otros autores han observado con anterioridad (RICHARDS et al. 1996), el
algoritmo utilizado en la reconstruccion filogenética de Neighbor-Joining separa
eficientemente la muestra de haplotipos en los haplogrupos europeos J, T, K y U5. En
cambio, tiende a agrupar variantes de diferente origen en un mismo grupo, como sucede
aqui con el grupo que incluye a la secuencia de 1PI, e igualmente tiende a separar
haplotipos con un origen comun. Segun se ha comentado, la causa principal es la
presencia de sustituciones homoplésicas que han surgido de forma paralela en dos lineas
independientes. Este fendmeno es especialmente frecuente en marcadores con una tasa
de mutacion elevada, como ocurre con los microsatélites y con la region control del
DNA mitocondrial. En el caso del mtDNA, los fendmenos de homoplasia y reversion
afectan preferentemente a ciertas posiciones con una tasa de mutacidn mayor a la media,
posiciones denominadas “puntos calientes de mutaciéon” o “hot spots mutacionales”.
Una forma de afrontar este fendmeno es representar los datos en forma de “networks” o
redes que contemplan multiples posibilidades como se verd después. Por otra parte, la
sola informacion de la Region Hipervariable I del DNA mitocondrial es insuficiente
para una correcta agrupacion de los haplotipos en haplogrupos monofiléticos, siendo
recomendable, en ciertos casos, la caracterizacion de otras regiones de la misma

molécula.

En lo tocante a la topologia del arbol, los haplotipos africanos y asiatico-
americanos se distinguen del conjunto restante y se agrupan basicamente en tres ramas,
de las cuales la mas larga estd formada por representantes del haplogrupo africano L1.
La segunda la integran haplotipos de los haplogrupos L3 y C. La tercera esta constituida
basicamente por miembros del haplogrupo L2. Las ramas restantes identifican, con

mayor o menor precision, los principales haplogrupos europeos.

La distribucion de las muestras antiguas en el entramado de haplotipos actuales
representado denota, a primera vista, una gran diversidad. Entre los haplotipos mas
divergentes del conjunto, identificados con el haplogrupo africano L1b, se encuentran
dos secuencias de época neolitica del yacimiento de Nerja (Malaga). En un extremo del
grupo L2 se hallan otras cinco muestras de tres yacimientos diferentes, tres de las
cuales, provenientes del yacimiento calcolitico de Tres Montes (Navarra), comparten el
mismo haplotipo. Relacionados con ellas se encuentran los haplotipos de las muestras

IMA12 y 2H20 de los yacimientos sirios de Mari (~4500 A.P.) y Tell Halula (10000
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A.P.). Completan la representacion del acervo africano otras tres muestras de Mari
(2MA10), Tell Halula (1H15) y Toledo (TO1l) que se incluyen, junto con otros
haplotipos, en el haplogrupo L3. Una bifurcacién del clado al que pertenecen estas
secuencias conduce a la secuencia de TR19, la cual se agrupa con otros dos haplotipos
del haplogrupo asidtico C. Algunas de las restantes secuencias antiguas aparecen en
clados formados por haplotipos del mismo haplogrupo. Esto sucede con las muestras
2MA2 y IMAS, presentes dentro del cluster U4; TR16, TR18 y TR12 dentro del K;
3MAL11, 1TMS, 2NE y AB9 en el J; y DJ1 y HI2 en su grupo hermano T. La muestra
1 PI aparece relacionada con secuencias de las poblaciones Saami (haplotipo 912), Drusa
(haplotipos 571-X y 566-Ul) y de Austria, Francia, Finlandia y Karelia de Rusia
(haplotipo 35), todas ellas en un clado polifilético del que ya se ha hecho mencion. Las
muestras IMA1 y AB17 se ubican dentro de un grupo que contiene secuencias de los
haplogrupos H (451), L3a (516) y U3. Los haplotipos representados en este grupo estan
hoy presentes en poblaciones del Noreste y Sureste de Europa: Finlandia, Noruega,
Italia del Sur y Sicilia, ademéas de en la poblacion de Africa del Sur. La muestra
paleolitica del yacimiento de Nerja 3NE se agrupa con tres secuencias del haplogrupo
U3 (745, 88 y 852) y con una a la que no se pudo asignar haplogrupo (haplotipo 453).
Tales variantes se distribuyen hoy en varias poblaciones de Proximo Oriente como
Turquia, Siria e Israel (Drusos) y en poblaciones préximas como Bulgaria, Norte del
Céucaso y Valle del Nilo, aunque aparecen también en Portugal, Sicilia y Noruega. Las
muestras THS5, TH2, 1H17, 2TM4 y TR14 se situan dentro del clado heterogéneo que
incluye varios subgrupos del haplogrupo U, préximas al grupo formado por el sub-
haplogrupo K. Como se ha comentado anteriormente, la sola informacién aportada por
la Region Hipervariable 1 resulta aqui insuficiente para clasificar adecuadamente estas
secuencias. Las muestras TR8 y 1H14 aparecen dentro del entramado formado por los
derivados directos del haplotipo consenso (CRS), en el que se incluyen por otra parte
2PI y ABS. La ausencia de correspondencia entre los haplotipos de TR8 y 1H14 y el
conjunto de secuencias actuales justifica su no inclusion a priori dentro del haplogrupo

H.
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Eva Fernandez Dominguez

En la Figura FR69 se muestra el arbol filogenético reconstruido con el método
UPGMA a partir de la matriz de distancias Tamura-Nei con pardmetro y=0,47 entre los

mismos haplotipos. Para el enraizamiento del arbol se emplearon como outgroups dos

secuencias de Neandertal (KRINGS et al. 1997; OVCHINNIKOV et al. 2000).

Después de las dos secuencias de Neandertal, las ramas mas divergentes
corresponden a los haplotipos de Africa Central, Africa del Este y Valle del Nilo
pertenecientes a los haplogrupos Llc y Lla. A continuacién los haplogrupos L1b, M1,
L1d y L2, que mediante este método de reconstruccidén filogenética quedan también
correctamente agrupados. Entre estas ramas mas profundas se encuentran algunas
muestras antiguas, como las neoliticas de Nerja 4NE y 5NE, agrupadas dentro del
haplogrupo L1b, tal como sucedia en el arbol Neighbor-Joining (Figura FR68). Le
siguen, dentro del clado L2, las secuencias de IMA12, 2H20, TM11, TM6 y 1TM2.
Una dicotomia que parte de la base del clado L2 agrupa el conjunto de haplotipos
restantes. Algunos de tales haplotipos forman clados monofiléticos, como sucede con
aquellos pertenecientes a los haplogrupos K, V 'y W. Otros muchos, como el J, L3ay b
o U aparecen en grupos parafiléticos, es decir, que incluyen ciertos haplotipos con un
origen comun excluyendo otros. Dentro del haplogrupo U, los sub-clusters U5, U3 y U4
forman parte también de grupos parafiléticos, que, en algunos casos como el U4, son
también polifiléticos pues incorporan secuencias de otros haplogrupos. Tampoco se
refleja aqui la relacidon entre los diferentes sub-haplogrupos, que si era apreciable en el

arbol Neighbor-Joining.

La muestra 3MA11 se agrupa con tres haplotipos del haplogrupo J. Las tres
muestras antiguas 1TMS, AB9 y 2NE —clasificadas también como J— aparecen en el
otro extremo del arbol, asociadas a otros haplotipos de otros haplogrupos, entre los que
se incluye la muestra THS. Tras dos bifurcaciones del clado de 3MA11 se encuentra la
muestra TR19 en un grupo que incluye dos linajes del haplogrupo C y una secuencia del
L3b. Las secuencias de DJ1 y HI2 aparecen juntas y asociadas al haplogrupo T, tal
como sucedia en el arbol Neighbor-Joining. En este caso, sin embargo, las dos muestras
antiguas se relacionan directamente con la secuencia 462 del haplogrupo L3. La muestra
1PI est4 incluida en un clado polifilético, que —como en el arbol Neighbor-Joining—,
incorpora haplotipos de los haplogrupos Ul, U6 y X. Los individuos 2MA10, TOI1 y

1H15 se agrupan, aqui también, con otras lineas del haplogrupo L3. Sin embargo,
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mientras que en el arbol de Neighbor-Joining ocupaban una posicion proxima a las
lineas africanas mas divergentes, aqui se mezclan con el conjunto europeo. Como
hemos mencionado, el haplogrupo K constituye —también en este arbol- un clado
monofilético que contiene las secuencias de TR16, TR18 y TR12 y en el que aparecen
de nuevo vinculadas las muestras TR14, TH2, 2TM4, 1HI17. Los individuos del
yacimiento de Mari IMAS y 1MA2 se sitian con los haplotipos 467 y 24 del
haplogrupo U4 y 448 del haplogrupo H respectivamente. Los individuos restantes se
distribuyen en las ramas menos profundas del arbol, siendo el ultimo el haplotipo

consenso (CRS), representado en ABS y 2PL.
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6.3.3.1.2. Median Joining Networks

Se construyeron dos arboles filogenéticos mediante el algoritmo de Median
Joining Network con la mayor parte de los haplotipos de poblacion actual de frecuencia
mayor a dos y con todos los recuperados de las muestras antiguas. La primera de estas
reconstrucciones (Figura FR70) muestra la diversidad europea mientras que en la
segunda (FR71) se representan aquellos haplotipos pertenecientes a haplogrupos

africanos y asiatico- americanos.

El primero de los Median Joining Networks (Figura FR70) presenta una
topologia muy similar a la reproducida en otros trabajos a partir de la informacién de la
region Hipervariable I del mtDNA (RICHARDS ef al. 1996, 1998), en la que el
haplotipo mas abundante —la secuencia consenso o CRS— ocupa la posicion central de la
red y de €l parten nuevas variantes de las que surgen, a su vez, otros haplogrupos. Los
haplogrupos J, T, K, V, U4 U5 y U4 arrancan directamente de la secuencia consenso y
se encuentran claramente separados y diferenciados. Del haplotipo 101 —caracterizado
por la transicion 16223C— surgen, asimismo, los haplogrupos 1I/G, W y N1b. Por su
parte, el haplogrupo X —presente en Europa, Asia y en algunas poblaciones americanas
nativas del norte— procede del haplotipo 31, definido por el cambio 16189C. La
ausencia de informacion de la posicion 00073 de la region Hipervariable II provoca que
los haplogrupos hermanos H y V no queden separados del resto. Por lo general, los
haplogrupos muestran el caracteristico patron en forma de estrella resultante de las
expansiones poblacionales. En los haplogrupos J, T, U5 y probablemente también K, las
secuencias derivadas presentan ramas largas, mientras que en el haplogrupo H los
derivados presentan ramas cortas. El resto de haplogrupos estd representado por un
numero de haplotipos demasiado pequefio como para realizar cualquier tipo de asuncién

a este respecto.

En el diagrama que venimos comentando, el haplogrupo J estd diferenciado
unicamente por una de las dos mutaciones que lo caracterizan, la transicion 16126C; la
posicidon 16069 quedaba fuera de la region secuenciada en las muestras antiguas y no
fue incluida en el conjunto de muestras actuales para las reconstrucciones filogenéticas.
Ello implica que parte de los individuos portadores del haplotipo 63 (16069T-16126C)

podrian pertenecer al haplogrupo pre-HV en base a la informacién de esta posicion. No
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obstante, es esperable que el porcentaje sea pequefio debido a que la frecuencia del
haplotipo 16126C en poblaciones actuales es muy baja (RICHARDS et al. 2000).
Dentro del cluster J pueden diferenciarse diferentes subclusters. El subcluster J1,
caracterizado por las sustituciones 16126C y 16261T (haplotipo 52), se subdivide en
dos: el Jla (haplotipo 40) y el J1b (haplotipo 537), dentro del cual se distingue el
subgrupo J1b1 (haplotipo 657). En la presente reconstruccion, el nodo situado en la raiz
de los subclusters Jla y J1b —caracterizado por las sustituciones 16126C, 16145A y
16261T—, se encuentra vacio y representado por un median vector (mv3). Aunque este
haplotipo no fue empleado para la presente reconstruccion —por presentar una
frecuencia absoluta inferior a 2— estd presente, no obstante, en la base de datos de
secuencias actuales en dos individuos de Proximo Oriente y en un individuo del
Caucaso. En el arbol Median Joining la secuencia correspondiente a la muestra 3MA11
del yacimiento de Mari (16126C-16145A-16231C-16356C) aparece dentro del
haplogrupo J —mds concretamente en el subcluster J1a—, tal como sucedia en el arbol de
Neighbor-Joining (Figura FR68). De acuerdo con el Median Joining Network, este
haplotipo habria surgido del haplotipo 40 (16126C-16145A-16231C-16261T) —
mediante la pérdida del cambio 16261 T— por retromutacion y posterior adquisicion de
la transicion 16356C. Sin embargo el haplotipo 16126C-16145A-16231C —que cabria
suponer como antecesor directo de la secuencia de 3MA11- no estd representado en la
base de datos de secuencias actuales. La ruta alternativa seria la adquisicion primera de
la mutacién 16356C seguida por la pérdida del cambio 16261T, aunque el haplotipo
antecesor —en este caso 16126C-16145A-16231C-16261T-16356C—, carece, también,
de representacion en la base de datos. La ausencia de estas variantes en la compilacion
de secuencias actuales creada para la presente tesis doctoral no descarta su ausencia en
algtin lugar actualmente. También podria tratarse de haplotipos que hayan desaparecido
por fendmenos de deriva genética. De las dos posibilidades planteadas y en base a la
informacion extraida de la base de datos de secuencias actuales, la segunda de ellas
parece la mds parsimoniosa teniendo en cuenta que los haplotipos que contienen la
mutaciones 16126C-16145A van acompafiados, ademds, del cambio 16261C.
Consiguientemente, cabria esperar que esta posicion hubiera retromutado s6lo una vez a

partir de una secuencia derivada.

En el mismo haplogrupo J se incluyen otras tres secuencias antiguas procedentes

de respectivos yacimientos de la Peninsula Ibérica de diferente datacion y localizacidon
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geografica. Este es el caso del individuo 2NE del estrato solutrense de la Cueva de
Nerja (Malaga) y de dos individuos calcoliticos de los yacimientos navarros de Abauntz
(AB9) y Tres Montes (1TMS5). Los tres exhiben el haplotipo 16126C-16311C presente,
también, en cuatro individuos de la muestra actual (haplotipo 247), tres de los cuales
proceden de Préximo Oriente —Siria, Kurdistan e Israel (Drusos)— y uno de Africa del

Oeste.

En la presente reconstruccion el haplogrupo T queda bien diferenciado de su
haplogrupo hermano J por la transicion 16294T. Sin embargo, —y como varios estudios
de genética de poblaciones actuales han puesto de manifiesto—, los nodos del subgrupo
T*: 16126C-16294T; 16126C-16294T-16296T; 16126C-16294T-16296T-16304C y
16126C-16294T-16296T-16304C, representados aqui respectivamente por los
haplotipos 136, 46, 29 y 18 forman un circulo que no ha podido resolverse mediante la
caracterizacion de otras regiones del mtDNA (RICHARDS et al. 1998, 2000). Para la
resolucién del mismo en la presente reconstruccion filogenética se empled la misma
estrategia que en RICHARDS ef al. 2000. Consiste en asignar peso 0 a la posicion
16296, asumiendo que se trata de un lugar altamente inestable que ha mutado por lo
menos 10 veces dentro del subcluster T*. Este ajuste provoca que el haplotipo 46
(16126C-16294T-16296T) quede incluido en el nodo 136 (16126C-16294T), el
haplotipo 29 (16126C-16294T-16296T-16304C) en el 18 (16126C-16294T-16304C), el
haplotipo 85 (16126C-16292T-16294T-16296T) en el 155 (16126C-16292T-16294T) y
el haplotipo 269 (16126C-16153A-16294T-16296T) en el 19 (16126C-16153A-
16294T).

Igual que sucede con el haplogrupo J, el haplogrupo T presenta una extensa
subestructura que queda, también, patente en la Figura FR70. En este cluster se
distinguen los subclusters T1 (haplotipo 25), T2 (haplotipos 18 y 29), T3 (haplotipos 85
y 155), T4 (haplotipo 234) y TS (haplotipos 19 y 269). Las muestras H12 y DJ1 —que en
el arbol de Neighbor-Joining aparecian vinculadas a este haplogrupo— aparecen aqui
como derivadas del haplotipo 16304C, presente en un individuo neolitico de Proéximo
Oriente (1H14) y en 31 individuos de la base de datos de poblacion actual (haplotipo
148). Dos muestras antiguas exhiben las mutaciones 16294T y 16304C caracteristicas

del subcluster T2, pero no la transiciéon 16126C que distingue a los clusters J y T, por lo
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que podria tratarse de dos haplotipos del haplogrupo T2 en los que la posicién 16126C

ha retromutado.

El individuo H12 exhibe el haplotipo 16266T-16294T-16304C, que de ser cierta
esta ultima posibilidad, procederia del nodo 16126C-16266T-16294T-16304C. Este
haplotipo no estd presente en la base de datos de secuencias actuales construida para la
presente tesis doctoral, pero si aparece en tres individuos de Escandinavia, Mediterraneo
Oeste y Mediterraneo Centro en la relacion de haplotipos de RICHARDS et al. 2000.
Por otra parte la secuencia de H12 podria ser resultado de la adquisicidon de la mutacidon
16266T por el haplotipo 16294T-16304C representado en el Median Joining Network
por un median vector (mv4). Este nodo tampoco estd presente en la base de datos de
poblacién actual, pero, de nuevo, si aparece en la de RICHARDS et al. 2000 en tres
individuos del Noreste, Sureste y del Norte-Centro de Europa. Ambas posibilidades
resultan aqui igualmente parsimoniosas y dificultan la asignacidon de haplogrupo a esta

secuencia.

La segunda de las posibilidades planteadas arriba resulta, en cambio, mas
plausible a la hora de explicar el origen del haplotipo 16218T-16294C-16304C-16320T
del individuo DJ1 pues la secuencia 16126C-16218T-16294C-16304C-16320T no
aparece ni en la base de datos endogena ni en la relacion de haplotipos de RICHARDS
et al. 2000. Sin embargo el haplotipo 16294T-16304C-16320T esta representado en
ambas, en dos individuos de Alemania y Gran Bretafia en la primera y en uno del
Noroeste de Europa en la segunda. Sea como sea, la “ausencia de evidencia”, en este
caso de haplotipos predecesores, no debe ser tomada como “evidencia de la ausencia”,
pues —como se ha apuntado anteriormente—, la composicion genética de las poblaciones
del pasado todavia es desconocida. Seria posible, por lo tanto, que aquellos eslabones
que hoy encontramos vacios estuvieran, en un pasado, representados por secuencias
“reales” que se hubieran extinguido por fenémenos de seleccion o deriva. Esta y otras
cuestiones relativas al origen, frecuencia y distribucion de los haplogrupos
mitocondriales se tratardn con mayor profundidad en el apartado “Discusion” de la

presente tesis doctoral.
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El haplogrupo U —definido por el polimorfismo de restriccion +12308Hinfl—-
engloba a los subclusters Ul, U2, U3, U4, U5, U6, U7 y K. Si bien estos ultimos
pueden distinguirse correctamente a partir de la informacion de la HVRI, ésta no
permite discernir entre ciertos haplotipos, como la secuencia consenso o CRS, que

pueden pertenecer tanto al haplogrupo U como al H.

En el Median Joining Network aparecen representados 4 de estos 8 subclusters:
U4, U5, U6 y K. Aunque presente en la relacién de haplotipos de frecuencia mayor a
dos (Tabla R79), el subhaplogrupo U3 no fue incluido en esta reconstruccion
filogenética pues complicaba las relaciones entre haplotipos de otros haplogrupos.
Ademas, este subcluster esta representado tinicamente por tres haplotipos entre los que

no se incluye ninguna muestra antigua.

El subhaplogrupo U5 tampoco incluye a ninguna muestra antigua, pero, debido
a su gran sub-estructuracion, se considerd interesante incluirlo en la representacion
filogenética. Para ello fue necesaria la eliminacion de ciertos haplotipos a fin de
reproducir una relacidén entre sus diferentes subgrupos acorde a la obtenida por otros
investigadores a partir de un conjunto mucho mas amplio de secuencias actuales de
Europa y Proximo Oriente (RICHARDS et al. 1998, 2000). La posicion 16192T es
inestable y ha mutado varias veces dentro del subhaplogrupo U5 (MACAULAY et al.
1999a; FINNILA et al. 2000), lo que provoca la aparicién de reticulaciones con las
posiciones 16270T, 16189C, 16256T y 16311C. Para resolver estas ambigiiedades
fueron eliminados de la reconstruccion filogenética los haplotipos 123 (16256T-
16270T), 456 (16256T-16270T-16311C), 739 (16270T-16311C) y 193 (16189C-
16192T-16270T). Ello permite distinguir —en el subcluster U5— los grupos US5b
(haplotipo 120) y US5a (haplotipos 273 y 141) en base a las posiciones 16192T y
16189C respectivamente. Dentro de U5a los haplotipos 79, 32, 2, 841, 192 y 481 se
asignaron al grupo U5al de acuerdo con la posicion 16256T. De la misma manera, el
subcluster U5b contiene el grupo U5bl, caracterizado por la transicién 16144C y

representado por los haplotipos 260, 262 y 265.

El subhaplogrupo U6 —representado en la Figura FR70 y en la Tabla R79 por
un unico haplotipo (65)—, aparece aqui relacionado con secuencias del haplogrupo X,

con las que comparte los cambios 16189C y 16278T. Esta relacion es equivoca —tal
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como se ha demostrado en reconstrucciones filogenéticas a partir de un nimero mas
amplio de secuencias de este subcluster (RICHARDS et al. 1998, 2000; MACAULAY

et al. 1999a)—, y es debida a la presencia de un solo representante de este haplogrupo.

El diagrama incluye, también, a cinco miembros del subhaplogrupo U4 entre los
que se encuentran dos muestras antiguas del yacimiento sirio de Mari, los individuos
2MA2 y 1MAS. El primero de ellos, caracterizado por el cambio 16356C (haplotipo
467), se sitiia en la base de este haplogrupo, mientras que el segundo ocupa un nodo que
surge directamente de éste (16223C-16356C). Aunque este ultimo haplotipo no esta
representado en nuestra base de datos de secuencias actuales, si aparece sin embargo en
la relacion de haplotipos de RICHARDS et al. 2000 en un individuo de Turquia y dos
individuos del Noreste de Europa. De hecho, la distribucioén de todas las variantes aqui
representadas aparece confinada a las regiones de Proximo Oriente-Norte del Caucaso y

al Noreste de Europa.

En la Figura FR6S5, ¢l subhaplogrupo K exhibe una marcada topologia en
estrella similar a la observada en otros estudios (RICHARDS ef al. 1998, 2000). Tres
muestras del yacimiento neolitico de Tell Ramad pertenecen a este subcluster. Una de
ellas, la muestra TR12, exhibe el haplotipo fundador (16224C-16311C), representado en
la muestra de poblacion actual por 50 individuos de la mayor parte de poblaciones de
Europa y Proximo Oriente. Los otros dos individuos antiguos: TR16 y TR18, presentan
un haplotipo derivado del fundador (16224C-16311C-16366T) que comparten con tres
individuos de la actual comunidad Drusa de Israel (haplotipo 567). El haplotipo 190
(16224C) —presente en TH2, 1H17 y 2TM4—, puede incluir miembros de los
haplogrupos H y K, que, para su correcta asignacion, necesitarian de informacion
adicional de la HVRII (posiciéon 00073A o G) y de los polimorfismos de restriccion
+11718Haelll, -14766Msel y 7025A4/ul para el haplogrupo H, y +12308HinfI para el K.
Segliin el diagrama de Median Joining, el haplotipo del individuo TR14 (16224C-
16293C) deriva del haplotipo 16224C, mediante adquisicion de la mutacién 16293C.
Este parece el camino mas probable teniendo en cuenta la elevada frecuencia del
haplotipo original. La otra posibilidad —su evolucion a partir del haplotipo 16224C-
16293C-16311C tras la reversion del cambio 16311C—, resulta menos probable ya que
este potencial nodo ancestral no se encuentra representado en ningun individuo de la

base de datos ni tampoco en la relacion de haplotipos de RICHARDS et al. 2000.
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En el diagrama aparecen también representados los haplogrupos G/I, N1b, W'y
X. Estos haplogrupos son minoritarios en Europa y su frecuencia en la totalidad de la
base de datos no supera el 6%. Todos se caracterizan por presentar el polimorfismo
ancestral 16223T -representado aqui por el haplotipo n° 96—, que incluye
principalmente miembros del haplogrupo africano L3 y —como veremos en la
representacion de los haplogrupos africanos—, algunas secuencias antiguas. En la Figura
FR70 los haplogrupos G/I, W y N1b radian a partir de esta secuencia ancestral, pero no
sucede asi con el haplogrupo X, que procede del haplotipo 31 (16189C). Aunque tanto
la posicion 16223 como la 16189 han sido definidas como hipermutables
(MALYARCHUK et al. 2002; MEYER et al. 1999; BANDELT et al. 2002), las
reconstrucciones filogenéticas realizadas a partir de un amplio nimero de secuencias
europeas y de Proximo Oriente sefialan como origen mas probable el nodo 16223T, con
adquisicion posterior de mutaciones en 16189 y 16278 (RICHARDS et al. 1998, 2000).
A partir de la informacion de la region Hipervariable I resulta imposible distinguir
aquellas secuencias pertenecientes a los haplogrupos G e I, puesto que ambos estan
definidos por las transiciones 16129A y 16223T. En la Figura FR70 los tres tnicos
haplotipos representantes de estos dos haplogrupos ocupan una rama que surge del nodo

16223T.

En la figura que venimos comentando el haplogrupo V —constituido por tres
haplotipos—, esta perfectamente diferenciado. Su nodo originario —representado por el
haplotipo 8 (16298C)— aparece, después de la secuencia consenso (CRS), como el mas
frecuente en nuestra base de datos de secuencias actuales. La caracterizacion de este
haplogrupo mediante enzimas de restriccion ha puesto de manifiesto su proximidad
filogenética con el haplogrupo H, con el que comparte los polimorfismos 00073A,
+11718Haelll y —14766Msel (LAMMINEN et al. 1997; TORRONI et al. 1998b).
TORRONI et al. 2001 distinguen entre haplogrupo V y un haplogrupo mas amplio que
lo incluye, el denominado haplogrupo pre-V, aunque con la sola informaciéon de la
region hipervariable I ambos resultan indistinguibles. De acuerdo con estos autores la
distribucion de los miembros del haplogrupo V, propiamente dicho, muestra una clina
oeste-este con frecuencia maxima en el noreste de la Peninsula Ibérica. Esta
distribucion, junto con las estimas de datacion basadas en la diversidad del haplogrupo,
situan su origen hace aproximadamente 16300 =+ 4800 afios en el noreste de la Peninsula

Ibérica con subsecuente expansion hacia el este y el centro de Europa. Sin embargo, y
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como se discutird posteriormente, ninguna de las muestras antiguas analizadas

pertenecen a este haplogrupo.

En el presente diagrama se distingue también el haplogrupo pre-HV,
representado por una Unica secuencia (haplotipo 208), que emerge directamente del
nodo 16126C (haplotipo 63). Estrictamente, este motivo constituye un sub-clado del
haplogrupo pre-HV (RICHARDS et al. 2000), el cual no presenta ninguna sustitucion

caracteristica en la Region Hipervariable 1.

El haplogrupo H —el mas frecuente y ampliamente distribuido en las
poblaciones actuales—, incluye la secuencia consenso (CRS) y varias secuencias
derivadas, conectadas a la misma mayoritariamente por una unica mutacion. Debido a la
escasa resolucion de la region analizada, virtualmente este haplogrupo podria contener
miembros de otros haplogrupos como el R, U, pre-HV o HV. A este cluster pertenecen,
al menos, siete secuencias antiguas, dos de las cuales Ginicamente —las correspondientes
a los individuos ABS5 y 2PI-, coinciden con la secuencia consenso. El individuo AB17
del yacimiento calcolitico navarro de la Cueva de Abauntz tiene la sustitucion 16256T,
presente en otros siete individuos actuales de Africa del Oeste actuales y en Finlandia,
Sicilia, Italia del Sur y Noruega. Como derivado de este nodo aparece el haplotipo de la
muestra del yacimiento de Mari 1MA1, tUnico entre el conjunto de secuencias
representadas. Otro haplotipo Unico derivado de la secuencia consenso corresponde al
individuo TR8 —del yacimiento neolitico sirio de Tell Ramad— que se caracteriza por la
transversion 16147A. Como ya se ha comentado, el individuo 1H14 presenta el motivo
16304C (haplotipo 148), presente hoy en elevada frecuencia en Europa y Préximo
Oriente. Segtin RICHARDS et al. 1998, este motivo constituye un subcluster dentro del
haplogrupo H que sufri6 una expansion paralela a la de otros miembros de dicho
haplogrupo. Entre otros de los subclusters de H definidos por este autor se encuentra el
caracterizado por la transicion 16311C, representado aqui por 41 individuos
procedentes, la mayoria, de poblaciones actuales europeas y de Préximo Oriente
(haplotipo 68) asi como por una muestra antigua (THS5). Este subcluster presenta varios
derivados (haplotipos 51, 582 y 13) entre los que se encuentra una muestra antigua,

3NE.
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Finalmente, cinco haplotipos de los cuales tres corresponden a otras tantas
muestras antiguas (1PI, H12 y DJ1) no pudieron asignarse a ningun haplogrupo
mitocondrial con la informacion disponible. El origen filogenético de los individuos
HI12 y DJI1 ya fue discutido anteriormente, sin embargo la situacion de la muestra 1PI,
relacionada con los otros dos haplotipos sin asignar, merece una atencion especial. La
particularidad del haplotipo de esta muestra radica, por una parte, en la presencia de dos
transversiones del tipo A—C, cambio situado entre los menos frecuentes en secuencias
actuales (MALYARCHUCK et al. 2002). Por otra parte, el sélo cambio de T—C en la
posicion 16189 genera un tracto de 10 policitosinas entre las posiciones 16184 y 16193
que es altamente inestable. La elevada inestabilidad de este tracto se manifiesta en la
aparicion de diferentes variantes de longitud en los individuos portadores de la
sustitucion 16189C e incluso dentro de un mismo individuo (HOWELL y SMEJKAL
2000). El tracto se convierte en uno de 12 policitosinas al mutar también las posiciones
16182 y 16183, lo que aumenta la inestabilidad. El orden de mutaciones propuesto en la
presente reconstruccion implica la adquisicion primera de la transicion 16189T—C
(haplotipo 31) seguida por la transversion 16183 A—C (haplotipo 35) y finalmente por
el cambio 16182A—C (haplotipo 1PI). En la presente base de datos, el motivo 16183C-
16189C aparece sélo en poblaciones del norte de Europa como Austria, Francia,
Finlandia y Karelios de Rusia. Aunque no estdn representados en el Median Joining
Network debido a su baja frecuencia, este nodo presenta varios derivados directos. Sin
embargo no existen representantes del motivo 16189C-16182C, lo que corrobora el
orden mutacional propuesto. El haplotipo de la muestra 1PI no aparece ni en la relacion
de haplotipos de nuestra base de datos ni en la de RICHARDS ez al. 2000, y Ginicamente
se ha detectado un derivado directo presente en un individuo kurdo en la primera de
ellas (haplotipo 16182C-16183C-16189C-16249C). Como comentaremos en el
siguiente apartado, la informacion disponible apunta a que la combinacion 16182C-
16183C-16189C es poco frecuente en las poblaciones actuales. En nuestra base de datos
aparece Unicamente en seis haplotipos, uno de los cuales, el haplotipo 912 (126C-
136C-182C-183C-189C-223T-360T-362C) aparecia relacionado con 1PI en el arbol de
Neighbor-Joining (Figura FR68). Este haplotipo, no incluido en el diagrama de Median
Joining Network, esta presente tinicamente en la poblacion Saami. Los cinco haplotipos
restantes aparecen en baja frecuencia en poblaciones africanas o con componente

africano como Sicilia y en el individuo kurdo anteriormente citado.
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En la Figura FR71 se representa el diagrama de Median Joining Network
construido con los haplotipos pertenecientes a haplogrupos africanos y asiatico-
americanos. Como puede apreciarse a simple vista, la topologia de la reconstruccion
difiere notablemente de la obtenida para los haplotipos europeos y de Proximo Oriente.
Ello se debe, en parte, a que el tamafio de la muestra es aqui mucho mas reducido,
aunque esencialmente los haplotipos representados estdn separados por un numero
mucho mayor de mutaciones, lo que es causa de la extrema longitud de algunas de las

ramas.

El nodo central del que radian el resto de haplotipos lo constituye aqui el motivo
16223T, representado en la base de datos de secuencias actuales por el haplotipo 101.
Este haplotipo es ancestral a los clusters derivados de la secuencia consenso (JTUHV)
y a otros clusters europeos (IWX) (RICHARDS et al. 1998). Incluso se ha sugerido que
pudo ser este el haplotipo mayoritario en la expansién fuera de Africa (WATSON et al.
1997). Este nodo incluye a representantes de los haplogrupos L3 africano y de los
superclusters N y M euroasidticos (RICHARDS et al. 2000; WATSON et al. 1997,
SALAS et al. 2002). En el presente estudio los individuos antiguos TO1, 1HI15 y

2MA10 se ubican en este mismo nodo.

Los miembros del haplogrupo L2 se separan del nodo central por la transicion
16278T, lo que concuerda con el estudio reciente de SALAS et al. 2002. Dentro de este
haplogrupo se incluyen 18 haplotipos, de los cuales 3 corresponden a muestras antiguas.
Tales haplotipos ocupan el extremo final de una de las ramas de este haplogrupo. El
haplotipo de 2H20 (16223T-16261T-16278T-16294T-16309G) se sitda en la base de los
otros dos haplotipos antiguos y en la presente reconstruccion procede del nodo 121
(16223T-16278T-16294T-16309G), presente en un individuo de Canarias, dos de Africa
del Este, cuatro de Africa del Oeste y uno del Valle del Nilo. El motivo de 2H20 no es
unico en la base de datos de secuencias actuales sino que aparece también en un
individuo de Africa del Oeste. De este nodo derivan, por una parte, el haplotipo de
IMA12 (16223T-16256T-16261T-16278T-16294T-16309G) y, por otra, el haplotipo
compartido por los individuos del yacimiento de Tres Montes 1TM2, TM6 y TM11
(16261T-16278T-16294T-16309G). En este ultimo caso se habria producido la
reversion de la mutacion en posicion 16223, posicion de elevada tasa de mutacion segin

varios estudios (MEYER et al. 1999; MALYARCHUK et al. 2002; BANDELT et al.
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2002). En general, la filogenia del haplogrupo L2 queda bastante bien resuelta aqui, con
la tnica excepcion del haplotipo 506 (187T-223T-278T-362C), que se sitia fuera del

clado L2 mas proximo al de ciertos representantes del grupo L1.

El haplogrupo L3 estd representado por 14 haplotipos. La ausencia de
informacion de ciertas posiciones no secuenciadas de la regién Hipervariable I y de
enzimas de restriccion imposibilita la resolucidn a nivel de subclusters de este amplio

haplogrupo.

Esta dificultad se hace todavia mas patente en el intento de reconstruccion del
haplogrupo L1 y sus numerosas variantes. En la Figura FR71 este haplogrupo no
constituye un clado, y los representantes del subcluster L1b aparecen, por una parte,
como derivados de una rama del haplogrupo L3 (haplotipo 519), mientras que las lineas
de L1a, Llc, L1d y L1i proceden del nodo central del haplogrupo L2 (haplotipo 237) a
través de intermediarios de los haplogrupos L3 y L2 (haplotipos 200 y 506). El efecto
combinado de un reducido nimero de haplotipos dentro de cada subgrupo junto con la
ausencia de informacidn relativa a ciertas posiciones diagndstico imposibilita una
correcta reconstruccion filogenética entre las diferentes variantes. Sin embargo, el
algoritmo consigue separar los haplotipos de cada subcluster de una forma eficaz, lo que
resulta mas que suficiente para el objetivo principal de la presente tesis doctoral, que no
pretende mas que situar las secuencias antiguas obtenidas dentro del marco de
secuencias actuales. En este sentido, las secuencias de los individuos 4NE y SNE del
estrato neolitico de la Cueva de Nerja se enmarcan dentro del subhaplogrupo L1b.
Respecto al resto de los haplotipos de este subcluster, ocupan una posicidon basal puesto
que ninguno de ellos presenta las transiciones 16187T y 16189C. No obstante,
reconstrucciones de este tipo realizadas con un elevado nimero de secuencias actuales
africanas sugieren que el nodo originario del haplogrupo L1 es aquél que contiene las
mutaciones 16187T-16189C-16311C. Teniendo esto ultimo en cuenta, la unica
explicacion para las secuencias de 4NE y SNE es que deriven de un nodo ancestral en el
que se hayan perdido las dos primeras transiciones. Dicho haplotipo ancestral no esta
presente en la base de datos de secuencias actuales, pero, como se ha comentado

anteriormente, no puede descartarse su existencia en un pasado remoto.
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El haplogrupo M1 —caracteristico de Africa del Este— se conecta mediante un
median vector (mv9) al haplotipo 336 (16223T-16311C) del haplogrupo L3. Dentro de
este haplogrupo, el haplotipo 304 exhibe la combinacion de mutaciones 16182C-
16183C-16189C, presente en la muestra 1PI del Median Joining Network europeo
(Figura FR70).

El diagrama recoge también los haplogrupos asiatico-americanos C y D, que
radian desde el nodo central 16223T (haplotipo 101). El haplogrupo D esta representado
unicamente por el haplotipo 626 (16223T-16362C). En el haplogrupo C se incluyen 3
haplotipos, uno de los cuales corresponde a la muestra antigua del yacimiento neolitico
de Tell Ramad TR19. En el esquema, la secuencia de TR19 se genera a partir del
haplotipo 118 (16223T-16298C-16325T-16327T) mediante la reversion de la mutacién
16223T y la adquisicion de la transicion 16224C. La escasez de haplotipos
pertenecientes a este haplogrupo en la base de datos impide determinar cual de los dos
eventos tuvo lugar en primer lugar. Sin embargo, la busqueda en la base de datos
“Mitochondrial DNA Concordance Version 2.0” (MILLER et al. 1996) reveld la
presencia del intermediario 16298C-16325C-16327T en una momia antigua de
Colombia clasificado como haplogrupo C (MONSALVE ef al. 1996). La ausencia del
otro intermediario (16223T-16224C-16298C-16325T-16327T) sitia la pérdida de la

mutacion 16223T como anterior a la adquisicion de la transicion 16224C.
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6.3.3.2. Haplotipos compartidos entre poblaciones antiguas y actuales

Las 35 muestras de las que se pudo obtener una secuencia completa de 244pb,
presentan 25 haplotipos diferentes, seis de los cuales estan compartidos entre diferentes

muestras mientras que 19 son haplotipos tnicos dentro de estas poblaciones antiguas.

Cuando se estudia la frecuencia y distribucion de estos haplotipos en la base de
datos de 2851 individuos de 38 poblaciones diferentes (Tabla R80), se comprueba que
solo 11 de estos 25 haplotipos antiguos (44%) estan representados, pudiendo
considerarse los 14 restantes (56%) como haplotipos unicos dentro del conjunto de

poblaciones actuales.

El haplotipo correspondiente a la secuencia consenso (CRS) para este fragmento,
estd presente en una muestra del yacimiento de Abauntz y en una de las muestras de El
Pirulejo y aparece representado en todas las poblaciones actuales de la base de datos
exceptuando a la poblacién Saami y a la poblacion de Proximo Oriente. Los haplotipos
16304C y 16311C —presentes en dos muestras del yacimiento neolitico sirio de Tell
Halula—, se encuentran también ampliamente distribuidos en las poblaciones actuales
estudiadas, aunque su frecuencia individual es menor. El primero de ellos esta presente
en 17 de las 38 poblaciones actuales estudiadas procedentes de Europa, Préximo
Oriente y Africa, mientras que el segundo aparece en 26 poblaciones de los tres
continentes. El haplotipo 16224C-16311C de la muestra TR12 de Tell Ramad
caracteriza al haplogrupo K europeo y esta representado en 25 poblaciones de la base de

datos de secuencias actuales.

Otros haplotipos estan también presentes en las poblaciones actuales, pero de
forma mas restringida. Es el caso del haplotipo 16256T, caracteristico de una muestra
de Abauntz, y que aparece unicamente en las poblaciones actuales de Finlandia, Sicilia,
Italia del Sur, Noruega y Africa del Oeste. El haplotipo 16356C esta representado en
siete poblaciones europeas, ademas de en Turquia y Africa del Oeste. El haplotipo
16223T —caracteristico de tres muestras antiguas de diferentes yacimientos— aparece en
ocho poblaciones europeas, tres poblaciones africanas, y la poblacion turca de Proximo

Oriente.
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Por ultimo, hay tres haplotipos que presentan actualmente una distribucion
geografica restringida a una unica poblacion o a un pequefio grupo de poblaciones. Es el
caso del haplotipo 16224C-16311C-16366T, caracteristico de dos muestras del
yacimiento neolitico de Siria de Tell Ramad, y presente en tres muestras del grupo
druso de Israel. Por otra parte, el haplotipo de la muestra 2H20 de Tell Halula (16223T-
16261T-16278T-16294T-16309G), s6lo aparece en un individuo de Africa del Oeste,
mas concretamente procedente de la poblacion Yoruba (WATSON et al. 1997). El
haplotipo 16126C-16311C —presente en tres muestras de los yacimientos de Abauntz,
Tres Montes y Nerja—, se encuentra hoy dia unicamente en tres muestras procedentes de
tres poblaciones de Proximo Oriente de Kurdistan, Siria e Israel (grupo Druso) asi como

en la poblacion de Africa del Oeste.
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6.4. Haplogrupos mitocondriales

6.4.1. Asignacion de haplogrupos a las muestras

La asignacién de haplogrupo mitocondrial a las secuencias antiguas obtenidas
fue realizada de acuerdo con lo descrito en el apartado 16.8.1. del capitulo “Métodos”.

Los resultados de dicha asignacion se resumen en la Tabla R81.

A través de la presencia de posiciones diagndstico en la HVRI se consiguio
asignar con éxito —y de forma no ambigua— el haplogrupo a 11 muestras para las que se
habia obtenido una secuencia de 244pb. Los individuos AB9, 1'TMS5 y 2NE presentan la
sustitucion 16126C caracteristica tanto del haplogrupo J como del supercluster JT. Para
su asignacion a uno u otro haplogrupo seria necesario disponer de informacién de la
posicion 16069, no incluida dentro de la region secuenciada. Sin embargo, puesto que el
motivo mitocondrial de estas muestras (16126C-16311C) aparece clasificado como J en
la relacion de haplotipos de RICHARDS et al. 2000, y se agrupa junto con otros
miembros de este cluster en las reconstrucciones de Neighbor-Joining (Figura FR68) y
Median Joining Network (Figura FR70), se consider6 que estas muestras pertenecian al
haplogrupo J. El haplotipo del individuo 3MA11 del yacimiento de Mari presenta tres
sustituciones caracteristicas del subcluster J1a del haplogrupo J, aunque carece de la
transicion 16261T que distingue el J1. Ademas de estas mutaciones, el linaje de 3MA11
exhibe el cambio 16356C tipico del haplogrupo U4. El arbol filogenético de Neighbor-
Joining (Figura FR68) no proporciona una resolucion a nivel de subcluster de manera
que este haplotipo se agrupa con representantes de los subclusters J1a y J1b. Ahora
bien, en la reconstruccion de Median Joining Network de linajes europeos (Figura
FR70) esta secuencia ocupa una posicion terminal dentro del subcluster Jla del
haplogrupo J. En base a estos resultados, y a pesar de carecer de una de las sustituciones

diagnéstico del subcluster J1a, la secuencia de 3MA11 fue clasificada como J1a.

Los haplotipos de los individuos TR12, TR16 y TR18 pertenecen, sin lugar a
dudas, al haplogrupo K por exhibir las dos sustituciones definitorias del mismo: las
transiciones 16224C y 16311C. Del mismo modo, las secuencias de IMAS y 2MA2

presentan la transicion 16356C caracteristica del subcluster U4 del haplogrupo U.
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Los individuos 2H20 y 1MAI12 presentan dos sustituciones tipicas del
haplogrupo L2: las transiciones 16223T y 16278T. El tercer cambio que caracteriza a
los miembros de este haplogrupo, la mutacion 16390G—A, esta fuera del segmento
analizado. Sin embargo, ya que la combinacion de mutaciones presentes en las dos
muestras aparece solo en miembros del haplogrupo L2 (WATSON et al. 1997), es
razonable asignar tales haplotipos al haplogrupo L2. Este mismo criterio fue empleado
para la inclusion de los individuos 1TM2, 1 TM6 y TM11 —carentes ademas del cambio
16223T—, en el haplogrupo L2. El hecho de que todas estas secuencias se incluyan en
este haplogrupo en ambos arboles filogenéticos, Neighbor-Joining (Figura FR68) y

Median Joining Network (Figura FR70), contribuye a reforzar esta hipdtesis.

Algo similar sucede con los individuos 4NE y SNE. El segundo presenta cinco
de las ocho posiciones diagndsticas del haplogrupo L1b, mientras que en el primero se
han hallado sélo cuatro. Aunque ninguno de los dos haplotipos aparece en el estudio de
WATSON et al. 1997, por su gran similitud con algunas secuencias del haplogrupo L1b

y por la informacidn de los arboles filogenéticos, fueron asignados a éste.

Los individuos TO1, 1H15 y 2MA10 presentan la sustitucion 16223T, que, en
combinacion con otras, caracteriza a los haplogrupos asiaticos, americanos nativos,
africanos y a algunos europeos como el Nla, N1b, Nlc, I, W y X. El motivo formado
por esta Unica sustitucion en la regidon Hipervariable I aparece clasificado en la relacion
de haplotipos de WATSON et al. 1997 como L3a y asi han sido asignadas estas

secuencias antiguas.

El individuo TR19 presenta dos sustituciones caracteristicas del haplogrupo C
(16298C y 16327C) y carece, sin embargo, del cambio asociado 16223T. Tanto el arbol
filogenético de Neighbor-Joining (Figura FR68) como el Median Joining Network
(Figura FR71) relacionan esta secuencia con otras actuales del haplogrupo C.
Adicionalmente, la transicion 16325C, presente en TR19, caracteriza a algunos
miembros del haplogrupo C. Es por todo ello por lo que se considerd la secuencia de

TR19 como perteneciente a este haplogrupo.

Como ya se ha comentado en la descripcion del Median Joining Network de los

haplogrupos europeos (Figura FR70), los individuos DJ1 y HI2 presentan una
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sustitucion caracteristica del haplogrupo T (16294T) aunque carecen de la otra posicion
diagnodstico (16126C). El resto de mutaciones de estas secuencias acostumbran a
acompaifar a representantes de este haplogrupo, aunque también aparecen asociadas a
miembros del haplogrupo H. Con esta tnica informacion, y de acuerdo con lo descrito

anteriormente, resulta del todo imposible decantarse por una u otra posibilidad.

Las secuencias de los restantes individuos (ABS5, 2PI, AB17, 1H14, TR14,
2TM4, TH2, 1H17, THS, TR, 3NE, IMA1 y 1PI) carecen de sustituciones marcadoras
de haplogrupos en la region analizada. El haplotipo para esta region de los dos primeros
de ellos es igual a la secuencia consenso o CRS. Este haplotipo aparece asociado
mayoritariamente al haplogrupo H, aunque, ademas, incluye a representantes de otros
haplogrupos minoritarios como el U, R, pre-HV o HV, para cuya distincion es necesaria
la informacién de otras posiciones adicionales. En la relacion de haplotipos de
RICHARDS et al. 2000, los motivos de AB17, 1H14, 2TM4, TH2, 1H17 y THS figuran
también relacionados con més de un haplogrupo. La frecuencia de los haplotipos en
cada haplogrupo en esta misma relaciéon puede servir como orientacién a la hora de
determinar el haplogrupo mas probable al que pertenecen. Los motivos 16304C (1H14)
y CRS (ABS5 y 2PI) aparecen asociados al haplogrupo H en un 94.15% y un 98.6% de
los casos, por lo que puede afirmarse que probablemente pertenecen a este haplogrupo.
El haplotipo 16311C (TH5) estd asociado mayoritariamente al haplogrupo HV, con una
frecuencia del 68% y el 16224C (2TM4, TH2, 1H17) al haplogrupo K (66.6%), por lo
que también resulta probable —aunque no tanto como en los casos anteriores—, que estas

secuencias antiguas pertenezcan a estos haplogrupos.

Los haplotipos de los individuos TR8, 3NE, IMAT1 y 1PI no estan representados
en los trabajos de RICHARDS ef al. 2000 y WATSON et al. 1997. Las secuencias de
TR8 y 1IMAL1 fueron incluidas dentro del haplogrupo H de acuerdo con la informacion
obtenida de las reconstrucciones filogenéticas de Neighbor-Joining (Figura FR68) y
Median Joining Network (Figura FR70), mientras que las de TR14, 3NE y 1PI no

pudieron ser clasificadas.

Algunos de los individuos para los que se obtuvo una secuencia parcial de
112pb (posiciones 16258-16369) presentan un patrén mutacional caracteristico de

ciertos haplogrupos, por lo que se les asigno haplogrupo de forma provisional. De esta
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manera el haplotipo de GA22 (16293T-16242T) fue clasificado como H en base a la
relacion de haplotipos de RICHARDS et al. 2000 mientras que el haplotipo parcial
16261T-16278T-16294T-16309G de AB14 y 2H31 —presente también en otras muestras
analizadas—, fue clasificado como L2. Las restantes muestras para las que se dispone de
una secuencia parcial no pudieron ser clasificadas y aparecen en la tabla con un

interrogante.

Respecto a la clasificacion final es importante tener en cuenta que las secuencias
recuperadas y analizadas son secuencias antiguas mientras que los criterios de
clasificacion de haplogrupos se basan en secuencias actuales. Asimismo, conviene
considerar que la composicion genética de las poblaciones puede haber variado

sustancialmente a lo largo del tiempo.

530



Resultados

Tabla R81. Clasificacion de las secuencias antiguas obtenidas en haplogrupos
mitocondriales. Las posiciones diagnosticas de haplogrupos se sefialan en negrita. En
los casos en que un haplotipo puede pertenecer a mas de un haplogrupo se sefialan
todas las posibilidades. En las secuencias parciales se seflala con un guion el fragmento
que falta. ?: Haplogrupo no asignado. CRS: Secuencia consenso (ANDERSON et al.

1981).

Muestra  Posiciones secuenciadas Haplotipo Haplogrupo
ABS5 16126-16369 CRS H
2P1 16126-16369 CRS H
AB13 16126-16258 CRS- ?

2TM1 16126-16258 CRS- ?
2H11-3HI11 16126-16258 CRS- ?
2H13 16126-16258 CRS- ?
1H18 16126-16258 CRS- ?
1H21 16126-16258 CRS- ?
1MA4-2MA4 16126-16258 CRS- ?
1MAG6 16126-16258 CRS- ?
ABI5 16258-16369 -CRS ?
AT19 16286-16320 -CRS ?
TH8 16258-16369 -CRS ?
1H28 16258-16369 -CRS ?
DJ3 16258-16369 -CRS ?
1DJ6-2DJ6 16258-16369 -CRS ?
1IMA3 16258-16369 -CRS ?
1IMAS 16258-16369 -CRS ?
GA22 16168-16366 239T,242T H
AB17 16126-16369 256T H
1H14 16126-16369 304C H
CA7 16258-16369 -304C ?
2H9 16258-16369 -304C ?
DJ1 16126-16258 218T,294T,304C,320T H/T
HI2 16126-16369 266T,294T,304C H/T
1H24 16258-16369 -294T,304C,320T H/T
2H25 16258-16369 -327T ?
2MA2 16126-16369 356C U4
IMA5S 16126-16369 223T,356C U4
TR14 16126-16369 224C,293C ?
2TM4 16126-16369 224C H/K
TH2 16126-16369 224C H/K
1H17 16126-16369 224C H/K
TH4 16126-16258 224Y- ?
TR7 16126-16258 224C- ?

THS-TH6 16126-16369 311C H/HV/HV1/R/U
1H2 16258-16369 -311C ?
1H32 16258-16369 -311C ?
1H33 16258-16369 -311C ?
TRI12 16126-16369 224C,311C K
TR16 16126-16369 224C,311C,366T K
TR18 16126-16369 224C,311C,366T K
TR19 16126-16369 224C,298C,325C,327T C
AB9 16126-16369 126C,311C J*
1TM5 16126-16369 126C,311C J*
2NE 16126-16369 126C,311C J*

3MAIL1 16126-16369 126C,145A,231C,356C Jla
TO1 16126-16369 223T L3a
1H15 16126-16369 223T L3a

2MA10 16126-16369 223T L3a
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Tabla R81. (Continuacion).

Muestra  Posiciones secuenciadas Haplotipo Haplogrupo
ABl4 16258-16369 -261T,278T,294T,309G L2
2H31 16258-16369 -261T,278T,294T,309G L2
2H20 16126-16369 223T,261T,278T,294T,309G L2
IMA12 16126-16369 223T,256T,261T,278T,294T,309G L2
1TM2 16126-16369 261T,278T,294T,309G L2
1TM6 16126-16369 261T,278T,294T,309G L2
T™M11 16126-16369 261T,278T,294T,309G L2
4NE 16126-16369 129A,264T,270T,278T,293G,311C L1b
SNE 16126-16369 126C,264T,270T,278T,293G,311C L1b
TRS 16126-16369 147A H
3NE 16126-16369 192T,311C ?
IMALI 16126-16369 256T,297C H

1PI 16126-16369 182C,183C,189C ?
AB20 16126-16258 215G,227G- ?
AT18 16258-16369 -286G ?
AT27 16286-16331 -320T,331? ?
TR9-TR11 16258-16369 -293C ?
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6.4.2. Frecuencias de haplogrupos

La Tabla R82 muestra el porcentaje de los diferentes haplogrupos y
subhaplogrupos en cada poblacion. La clasificacion de las secuencias actuales en
haplogrupos fue realizada de acuerdo con RICHARDS et al. 2000. A las secuencias no
clasificadas con este criterio se le asigné el mismo haplogrupo con el que aparecen en la
publicacion original. Asi se consigui6 clasificar con éxito 1004 haplotipos de los 1090
presentes en la base de datos de secuencias actuales. Las lineas no clasificadas con los
criterios anteriores figuran en la tabla como “sin clasificar”. En las Figuras FR72,
FR73 y FR74 se relacionan los porcentajes de los haplogrupos, en cada poblacion, en

forma de diagrama circular.

Las frecuencias de los diferentes haplogrupos obtenidas para el conjunto de
poblaciones actuales europeas y de Préoximo Oriente son muy similares a las de
RICHARDS et al. 2000, con algunas excepciones. Este es el caso del haplogrupo U2,
ausente en nuestra muestra y presente en un 0.64% en Europa y en un 0.83% en
Préximo Oriente segun estos autores. De forma inversa, los haplogrupos Europeos U6,
Nlay Nlc, ausentes en la muestra europea y de Proximo Oriente de RICHARDS et al.
2000, aparecen representados en nuestro conjunto de poblaciones. Nuestra muestra
incluye ademas, aunque en baja proporcion, representantes de los haplogrupos asiatico-

americanos A, C y D y africanos M1, L1, L2 y L3.

El haplogrupo mayoritario en todas las poblaciones europeas actuales es el H, a
excepcion de los Saami —en los que predomina el subcluster US del haplogrupo U—
(45.56%) y la poblacion sueca —con un mayor porcentaje de haplogrupo V (48%),
seguido por U5 (32%)—. El haplogrupo H es también el mas abundante en todas las
poblaciones de Préoximo Oriente excepto en los drusos, entre los que es mayoritario el
haplogrupo K. Su frecuencia promedio es, sin embargo, aproximadamente la mitad que
en poblaciones europeas (20.24%). En Africa este haplogrupo esta presente inicamente

en Africa del Oeste; y en el Valle del Nilo en frecuencia menor que en Préximo Oriente.

La composicién y frecuencia de los diferentes haplogrupos entre las poblaciones
europeas y de Proximo Oriente es a grandes rasgos similar, sin embargo existen ciertas

diferencias que merecen ser comentadas. Individualmente consideradas, las poblaciones
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de Préximo Oriente presentan mayor diversidad de haplogrupos que la mayoria de
poblaciones europeas, especialmente las poblaciones de Jordania, Israel (Drusos) y
Siria. Este aumento de diversidad es debido en parte al aumento de la frecuencia de
ciertos haplogrupos, algunos minoritarios en Europa como el D, HV1, Ul, U7, N1b ¢
X, y otros de frecuencia considerable, como el J o el K en detrimento del haplogrupo H.
El aumento de la frecuencia de ciertos subclusters —como el T1 y J1— merece ser tenido
también en consideracién por sus implicaciones poblacionales como se vera mas
adelante. Por otra parte, haplogrupos de elevada frecuencia en Europa —como el V o el

US5- estan representados en Préximo Oriente en muy baja frecuencia.
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Tabla R82. Frecuencia relativa de haplogrupos (Hapl.) y subhaplogrupos (subh.) en las diferentes poblaciones actuales y antiguas
estudiadas. La categoria “sin asignar” (S.A.) incluye aquellos haplotipos no clasificados.

Europa
Hapl. Subh. AL AUS BUL CAN SAR FR GAL TUS SUEC PV ALB AND BEL CAT
A 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
C 0.00 000 000 185 0.00 196 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
D 0.00 1.00 000 0.00 0.00 196 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
E 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
HV 57.14 50.00 3226 33.33 53.52 5490 69.57 36.00 60.00 64.44 50.00 26.67 56.00 50.00

H 51.02 49.00 29.03 29.63 49.30 47.06 6522 36.00 12.00 5333 4130 26.67 52.00 31.25

\Y% 4.08 1.00 000 370 141 588 326 0.00 48.00 11.11 217 0.00 4.00 18.75

HV1 204 000 323 0.00 28 196 109 000 0.00 0.00 652 000 000 0.00

I 204 300 323 000 28 19 109 400 000 000 1087 6.67 0.00 0.00
J 4.08 11.00 9.68 370 563 588 7.61 18.00 0.00 444 652 1333 12.00 6.25
J* 204 600 645 185 282 196 652 1000 000 222 435 0.00 8.00 0.00

J1 204 500 323 185 0.00 196 0.00 400 000 222 217 1333 4.00 0.00
J2..000 000 000 000 28 19 1.09 400 000 000 000 000 0.00 625

13 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00

L1 0.00 000 000 370 0.00 0.00 0.00 000 000 000 217 0.00 0.00 0.00
Lla 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 217 0.00 0.00 0.00

Llb 0.00 000 000 370 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00

Llc 000 000 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00

Lld 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 000 000 000 0.00

Lle 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00

Lif 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00

Lli 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00

L2 0.00 000 000 370 141 0.00 0.00 200 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
L3 204 000 000 370 0.00 196 217 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
L3* 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00

L3a 204 000 0.00 370 0.00 196 109 000 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00

L3b 0.00 0.00 0.00 000 000 000 109 0.00 000 0.00 000 000 000 0.00

L3¢ 000 000 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00

L3e 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00

M1 0.00 000 000 000 141 0.00 0.00 000 000 000 0.00 6.67 0.00 0.00
N 0.00 000 000 000 141 196 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
Nla 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00

Nib 000 000 000 000 141 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00

Nlc¢ 000 000 0.00 0.00 0.00 196 000 000 000 0.00 0.00 0.00 000 0.00

pre-HV 0.00 000 0.00 0.00 0.00 000 109 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00
R 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 667 0.00 0.00 0.00 0.00
T 12.24 10.00 9.68 926 12.68 7.84 217 800 0.00 444 435 6.67 400 0.00

T™ 408 500 0.00 0.00 28 588 217 200 0.00 222 217 000 0.00 0.00
T1 204 200 323 556 282 000 000 000 0.00 0.00 000 667 400 0.00
T2 204 200 323 185 141 196 000 200 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00
T3 204 000 323 185 563 000 000 000 0.00 0.00 000 000 000 0.00
T4 000 0.00 0.00 0.00 000 000 000 200 0.00 0.00 000 000 000 0.00
T5 204 1.00 0.00 0.00 000 000 000 200 0.00 222 217 000 000 0.00
6] 1429 22.00 3871 24.07 1831 15.69 13.04 22.00 36.00 1556 19.57 26.67 16.00 25.00
K 204 700 1290 185 563 588 435 6.00 000 000 217 2000 12.00 0.00
u* 000 1.00 0.00 0.00 000 000 109 000 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00
ul 000 000 000 0.00 282 0.00 000 200 000 000 217 0.00 0.00 625
U3 0.00 1.00 968 000 282 19 000 2.00 000 000 217 0.00 0.00 6.25
U4 204 500 645 370 000 588 1.09 4.00 000 000 000 0.00 0.00 1250
Us 816 800 9.68 741 7.04 196 435 6.00 3200 1556 13.04 6.67 4.00 0.00
U6 0.00 0.00 000 11.11 0.00 0.00 217 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00
u7 204 0.00 000 000 000 000 0.00 200 400 000 000 000 0.00 0.00

w 4.08 1.00 000 185 1.41 000 217 2.00 0.00 000 000 6.67 0.00 12.50
X 204 100 645 185 141 196 1.09 400 000 444 0.00 6.67 0.00 625
z 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00
S.A. 204 100 000 1296 0.00 392 0.00 400 400 000 652 0.00 12.00 0.00
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Tabla R82. (Continuacion).

Europa

Hapl. Subh. DEN EST FIN GEO GB GRE SIC ITSU NOR POR RKA RNC SAA SUIZ Total
A 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 046 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05
C 0.00 0.00 0.00 1.69 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 265 000 0.00 0.44
D 0.00 0.00 0.00 1.69 0.00 0.00 000 0.00 092 000 241 212 0.00 0.00 0.60
E 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 053 000 0.00 0.05
HV 62.50 50.00 52.74 38.98 5543 57.78 53.23 4324 53.46 54.55 46.99 3545 41.11 58.82 49.73
H 59.38 50.00 43.84 30.51 52.17 55.56 45.16 40.54 49.31 49.09 40.96 32.80 3.33 41.18 42.53

A\ 313 0.00 890 339 326 222 806 270 4.15 3.64 6.02 000 37.78 17.65 6.21

HV1 0.00 000 0.00 5.08 000 0.00 0.00 000 0.00 1.8 0.00 265 000 0.00 0.99

1 0.00 0.00 342 1186 326 222 161 000 092 1.8 120 899 0.00 0.00 3.02
J 18.75 7.69 6.16 339 13.04 11.11 8.06 541 645 545 6.02 423 0.00 17.65 7.03
J¥ 938 7.69 479 339 761 444 484 541 507 545 6.02 212 0.00 11.76 4.51

I 938 0.00 0.00 0.00 543 444 161 000 138 000 0.00 1.06 000 588 1.81

J2. 000 0.00 137 0.00 000 222 161 0.00 0.00 0.00 000 1.06 0.00 0.00 0.71
J30.00 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

L1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 270 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.22
Lla 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05

Lib 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 270 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.16

Llc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Lld 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00

Lle 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Li1f 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00

L1i 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

L2 0.00 0.00 000 1.69 0.00 0.00 000 270 0.00 0.00 0.00 053 000 0.00 0.38
L3 0.00 0.00 000 0.00 1.09 222 161 541 046 3.64 0.00 2.12 000 588 1.04
L3* 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00

L3a 0.00 0.00 0.00 000 1.09 222 161 541 0.00 364 0.00 212 0.00 588 0.93

L3b 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 000 000 046 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.11

L3¢ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

L3e 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

M1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 000 0.11
N 0.00 385 0.00 1.69 0.00 0.00 161 270 1.84 0.00 0.00 0.53 0.00 0.00 0.60
Nla 0.00 385 0.00 0.00 0.00 000 000 000 046 0.00 000 053 0.00 0.00 0.16

Nib 0.00 0.00 000 1.69 0.00 0.00 161 270 092 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.33

Nlc¢ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 046 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.11
Pre-HV 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 222 000 0.00 0.00 182 0.00 0.00 778 0.00 0.55
R 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 270 0.00 0.00 0.00 212 0.00 0.00 0.44
T 625 11.54 7.53 1186 543 11.11 161 1351 7.83 1091 723 741 0.00 588 7.25
T 625 11.54 342 339 217 0.00 161 811 369 364 120 529 0.00 0.00 3.08

T1 000 0.00 205 339 109 444 000 270 046 3.64 361 106 0.00 0.00 1.54

T2 000 0.00 137 0.00 217 000 000 0.00 184 182 120 000 0.00 588 1.04

T3 000 0.00 0.00 0.00 000 444 000 0.00 046 1.82 000 1.06 0.00 0.00 0.71

T4 000 0.00 0.68 000 0.00 0.00 000 0.00 000 000 120 0.00 0.00 0.00 o0.16

TS 0.00 0.00 0.00 508 0.00 222 000 270 092 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.66

U 938 19.23 21.92 2034 20.65 11.11 11.29 8&.11 24.42 20.00 30.12 22.75 4556 5.88 21.70
K 313 0.00 2.05 508 978 444 484 270 553 727 241 423 0.00 0.00 4.51

u* 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 161 0.00 000 000 120 0.00 0.00 0.00 0.22

Ul 0.00 0.00 0.00 339 000 0.00 000 000 046 0.00 0.00 3.17 0.00 0.00 0.77

U3 0.00 000 0.00 339 000 000 323 000 138 1.82 0.00 582 000 0.00 1.59

U4 0.00 385 274 339 217 0.00 1.61 0.00 276 545 843 3.17 0.00 0.00 2.75

Us 6.25 1538 17.12 5.08 870 6.67 0.00 541 1429 0.00 18.07 5.82 4556 5.88 11.04

u6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 545 0.00 0.00 0.00 0.00 0.60

U7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 053 0.00 0.00 0.22

w 313 769 548 1.69 0.00 000 484 270 092 0.00 361 053 0.00 588 1.87
X 0.00 0.00 2.05 0.00 000 000 323 270 092 1.8 120 0.00 0.00 0.00 1.32
V4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 046 0.00 000 0.00 1.11 0.00 0.11
S.A. 0.00 0.00 0.68 508 1.09 222 1290 811 046 0.00 120 10.05 444 0.00 341
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Tabla R82. (Continuacion).

Préximo Oriente Africa
Hapl. Subh. KUR DRUZ SIR TUR JOR Total AFRC AFRS AFRE AFRO NIL Total
A 0.00 000 0.00 0.00 227 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C 0.00 000 0.00 278 0.00 0.81 0.00 0.00 0.00 0.70 0.00 0.38
D 0.00 000 0.00 556 0.00 1.62 0.00  0.00 0.00 0.00 0.83 0.25
E 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
HV 42.86 18.87 32.00 20.83 11.36 23.48 0.00 0.00 0.00 13.35 11.67 10.64
H 4286 9.43 30.00 18.06 11.36 20.24 0.00 0.00 0.00 12.65 9.58 9.64
v 0.00 0.00 2.00 0.00 0.00 0.40 0.00 0.00 0.00 0.70 125 0.75
HV1 0.00 943 0.00 278 0.00 2.83 0.00  0.00 0.00 0.00 0.83 0.25
3,57 1132 0.00 556 227 4.86 0.00 0.00 1.19 047 292 1.25
J 3,57 566 8.00 18.06 25.00 12.96 0.00 0.00 1.19 351 375 3.13
J* 357 377 6.00 694 682 5.67 0.00 0.00 1.19 141 1.67 138
I 0.00 189 2.00 694 1591 5.67 0.00 0.00 0.00 047 125 0.63
12 0.00 0.00 0.00 417 227 1.62 0.00 0.00 0.00 141 0.83 1.00
J3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 023 0.00 0.13
L1 0.00 0.00 0.00 139 227 081 79.31 100.00 26.19 11.48 1542 18.77
Lla 0.00 000 0.00 139 227 0381 31.03 0.00 16.67 094 7.08 5.51
L1b 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 890 333 5.76
Llc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4483 0.00 3.57 023 0.83 2.38
Lld 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6842 0.00 0.00 0.00 1.63
Lle 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.45 0.00 476 023 375 1.88
L1f 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 042 0.13
Ll1i 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 31.58 1.19 1.17 0.00 1.50
L2 0.00 0.00 0.00 0.00 227 0.40 20.69 0.00 16.67 2529 14.58 20.40
L3 0.00 0.00 0.00 4.17 227 1.62 0.00 0.00 4643 23.65 17.50 22.78
L3* 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00 0.00 0.70 0.83 0.63
L3a 0.00 0.00 0.00 417 227 1.62 0.00 0.00 44.05 13.35 14.17 16.02
L3b 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 843 208 5.13
L3c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 238 0.70 042 0.75
L3e 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 047 0.00 0.25
Ml 0.00 1.89 0.00 0.00 227 0.81 0.00 0.00 238 0.00 500 1.75
N 3,57 377 0.00 139 227 2.02 0.00 0.00 1.19 023 1.67 0.75
Nla 0.00 0.00 0.00 1.39  0.00 0.40 0.00 0.00 1.19 0.00 0.83 0.38
Nl1b 3,57 189 0.00 0.00 227 1.21 0.00  0.00 0.00 0.00 0.83 0.25
Nlc 0.00 1.89 0.00 0.00 0.00 040 0.00 0.00 0.00 023 0.00 0.13
Pre-HV 0.00 3.77 0.00 0.00 9.09 243 0.00 0.00 3.57 0.00 458 1.75
R 0.00 0.00 0.00 139 227 0.81 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
T 3,57 377 1400 9.72 1136 891 0.00 0.00 0.00 539 833 538
T* 3.57 000 4.00 278 455 283 0.00 0.00 0.00 0.70 125 0.75
T1 0.00 3.77 6.00 556 4.55 4.45 0.00 0.00 0.00 0.00 458 1.38
T2 0.00 0.00 2.00 0.00 0.00 0.40 0.00 0.00 0.00 1.17 0.83 0.88
T3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 328 0.83 2.00
T4 0.00 0.00 0.00 139 0.00 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 042 0.13
T5 0.00 0.00 2.00 0.00 227 0381 0.00 0.00 0.00 023 042 0.25
U 32.14 2830 32.00 16.67 1591 23.89 0.00 0.00 1.19 1030 542 7.26
K 17.86 1321 800 2.78 0.00 7.29 0.00 0.00 1.19 234 1.67 1.88
U* 0.00 000 0.00 556 0.00 1.62 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Ul 3,57 566 2.00 000 455 283 0.00 0.00 0.00 0.00 042 0.13
U3 714 566 1400 556 6.82  7.69 0.00 0.00 0.00 0.70 1.67 0.88
U4 0.00 0.00 2.00 278 0.00 1.21 0.00 0.00 0.00 0.70 0.00 0.38
U5 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 0.81 0.00 0.00 0.00 445 125 275
U6 0.00 000 0.00 0.00 455 0381 0.00 0.00 0.00 211 042 1.25
u7 3,57 377 2,00 000 0.00 1.62 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
w 3,57  0.00 200 556 0.00 243 0.00 0.00 0.00 0.70 0.00 0.38
X 3,57 22.64 200 278 6.82 7.69 0.00 0.00 0.00 047 125 0.63
Z 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S.A. 3,57 0.00 10.00 2.78 227 3.64 0.00 0.00 0.00 445 7.08 4.51
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Tabla R82. (Continuacion).

Muestra antigua Total
Hapl. Subh. PAL NEPI NEPO MARI Total general

A 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
C 0.00  0.00 7.14 0.00 2.86 0.48
D 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.59
E 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.03
HV 20.00 20.00 2143 16.67 20.00 36.34
H 20.00 20.00 2143 16.67 20.00 31.28

\% 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 4.13

HV1 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.93

I 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 2.65
J 20.00 20.00 0.00 16.67 11.43 6.51
J* 20.00 20.00 0.00 0.00 8.57 3.79

J1 0.00  0.00 0.00  16.67 2.86 1.83

12 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.86

J3 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.03

L1 0.00  20.00 0.00 0.00 5.71 5.44
Lla 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.62

L1b 0.00  20.00 0.00 0.00 5.71 1.76

Llc 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.65

L1d 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.45

Lle 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.52

L1f 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.03

Lli 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.41

L2 0.00  30.00 7.14  16.67 14.29 6.06
L3 20.00  0.00 7.14  16.67 8.57 7.23
L3* 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.17

L3a 20.00  0.00 7.14  16.67 8.57 5.30

L3b 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.48

L3c 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.21

L3e 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.07

M1 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.62
N 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.76
Nla 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.24

Nl1b 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.38

Nlc 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.14

Pre-HV 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.03
R 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.34
T 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 6.79
T* 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 2.38

T1 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.72

T2 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.93

T3 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.00

T4 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.17

T5 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.55

U 0.00 10.00 35.71 3333 22.86 1791
K 0.00 10.00 35.71  0.00 17.14 4.17

U* 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.28

Ul 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.76

U3 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.89

U4 0.00  0.00 0.00 33.33 5.71 2.00

us 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 7.75

U6 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.79

u7 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.28

Y 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.48
X 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 1.65
Z 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.07
S.A. 40.00  0.00 2143  0.00 14.29 3.86
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Eva Fernandez Dominguez

En nuestra muestra antigua, formada por 35 secuencias completas, estan
representados cuatro de los nueve haplogrupos europeos mas frecuentes: H, U, K y J.
Los haplogrupos I y T no lo estan, aunque este ultimo pudiera incluir también las
secuencias completas de DJ1 y H12 y la secuencia parcial de 1H24. En las cuatro
poblaciones antiguas el haplogrupo H es uno de los mas abundantes, aunque no el
unico, y su frecuencia ronda el 20%, como sucede también en las poblaciones actuales

de Proximo Oriente.

En la poblacion “Neolitico de Préximo Oriente” el haplogrupo mayoritario es el
K, con un 30% de las lineas. La frecuencia de dicho haplogrupo en Europa actualmente
es de un 4.51% y su distribucion no es homogénea. Mientras que estd ausente en
algunas poblaciones como Suecia, Pais Vasco, Catalufia, Estonia, Laponia (Saami) y
Suiza, presenta una frecuencia elevada en otras como Andalucia (20%), Bulgaria
(12.90%) o Gran Bretaiia (9.78%). En Préximo Oriente, el haplogrupo K actualmente
presenta, en promedio, una frecuencia mayor (7.29%) aunque estd ausente o en baja
frecuencia en algunas poblaciones como Jordania y Turquia. En Africa, su frecuencia

media ronda el 2% y no aparece ni en Africa del Sur ni en Africa Centro.

En la poblacion de Mari el haplogrupo predominante es el U4. Este haplogrupo
—presente en muy baja frecuencia en las poblaciones africanas y de Préximo Oriente
actuales— se distribuye en Europa con frecuencia desigual. Los maximos se detectan en
Catalufa (12.5%), entre los Karelios de Rusia (8.43%) y en Bulgaria (6.45%). En otras
poblaciones como Suecia, Pais Vasco, Catalufia, Estonia, Laponia (Saami) y Suiza su

frecuencia es igual a cero.

El haplogrupo J estd presente en tres de las cuatro poblaciones antiguas
(“Paleolitico”, “Neolitico de la Peninsula Ibérica” y “Mari”) en frecuencia elevada. La
frecuencia media de este haplogrupo en las poblaciones europeas es de un 7%. Sin
embargo, alcanza una frecuencia mucho mas elevada en algunas de ellas. Es el caso de
Alemania (18.75%), Toscana (18%), Suiza (17.65%), Andalucia (13.33%) y Gran
Bretafia (13.04%). Su frecuencia promedio es mayor en Proximo Oriente que en
Europa, alcanzando valores muy elevados en ciertas poblaciones como Turquia
(18.06%) y Jordania (25%), las cuales destacan, ademds, por presentar una elevada

frecuencia del subcluster J1. Una linea inédita de este mismo subcluster esta presente en
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la poblacion de Mari. En Africa el haplogrupo T esta representado en el oeste y en el
Valle del Nilo con una frecuencia también elevada y superior a la media de las
poblaciones europeas (9.64%). Curiosamente, Africa del Oeste es la tnica poblacion del

conjunto total que reune lineas del subcluster J3.

En la muestra antigua aparecen también representantes de los haplogrupos
caracteristicos hoy en dia de Africa: L1b, L2 y L3a. El porcentaje de estas “lineas
africanas” en las cuatro poblaciones antiguas es del 28.57%, si tenemos sélo en cuenta
las secuencias completas y del 32.43% si consideramos también las secuencias parciales
de los individuos AB14 y 2H31. Esta “contribucion africana” es muy superior a la que
presentan en promedio las poblaciones europeas y de Proximo Oriente actuales (1.65%
y 3.64% respectivamente). Entre las poblaciones europeas con representantes de alguno
de estos haplogrupos se encuentran Alemania (L3a), Canarias (L1b, L2 y L3a), Cerdefia
(L2 y M1), Francia (L3a), Galicia (L3a y L3b), Toscana (L2), Albania (L1a), Andalucia
(M1), Georgia (L2), Gran Bretafia (L3a), Grecia (L3a), Sicilia (L3a), Italia del Sur (L1b,
L2, L3a), Noruega (L3b), Portugal (L3a), Rusia Norte del Caucaso (L2, L3a) y Suiza
(L3a). En Préximo Oriente las poblaciones de Israel (Drusos) (M1), Turquia (L1a, L3a)

y Jordania (L1a, L2, L3a) incluyen asimismo linajes africanos.

El haplogrupo L1b aparece Unicamente en dos secuencias de la poblacion
“Neolitico de la Peninsula Ibérica”, lo que representa un porcentaje del 20%, valor

superior al de las cinco poblaciones africanas actuales representadas en la base de datos.

El haplogrupo L2 figura en dos de las cuatro poblaciones antiguas. En la
poblacién “Neolitico de la Peninsula Ibérica” constituye el haplogrupo mayoritario, con
una frecuencia del 30% si consideramos las secuencias completas y del 36.36% si
incluimos la secuencia parcial de AB14. En la poblacion “Neolitico de Prdéximo
Oriente” este haplogrupo representa un 7.14% de las lineas, 13.3% si tenemos en cuenta
también la secuencia parcial de 2H31. La frecuencia de este haplogrupo en la muestra
antigua es muy superior a la de las poblaciones europeas y de Préximo Oriente y es muy

similar al de las poblaciones africanas actuales.

Representantes del haplogrupo L3a se incluyen dentro de las poblaciones

antiguas “Paleolitico”, “Neolitico de Proximo Oriente” y “Mari”. La frecuencia de este
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haplogrupo en las poblaciones europeas y de Préximo Oriente es superior al de otros
clusters africanos, aunque nunca excede al de las poblaciones antiguas. En Africa
destaca su alta frecuencia en Africa del Este (44.05%), seguida por Valle del Nilo
(14.17%) y Africa del Oeste (13.35%).

Finalmente, una secuencia de la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” fue
asignada al haplogrupo C asiatico. Este haplogrupo, caracteristico de Asia y América,
es muy poco frecuente en nuestra base de datos de poblaciones actuales, y se encuentra
representado sélo en las poblaciones de Georgia, Rusia Norte del Caucaso, Canarias,

Francia, Turquia y Africa del Oeste.
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