Discusion






Discusion

DISCUSION

1. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Uno de los objetivos de la presente tesis doctoral era la obtencién de un numero
significativo de secuencias de DNA mitocondrial de época neolitica de Préximo Oriente
y de época neolitica y post-neolitica de la Peninsula Ibérica, para su posterior
comparacion con un conjunto de secuencias actuales de Europa, Proximo Oriente y
Africa. En este sentido se primé la obtencion del mayor nimero de secuencias posibles,
descartando las muestras que ofrecian mdas dificultades a la hora de recuperar

informacion genética e insistiendo con las que proporcionaban mejores resultados.

Obtenido un conjunto de secuencias —mas o menos representativo— de los
diferentes yacimientos y épocas, se procedio a su autentificacion desde dos perspectivas
distintas. Por una parte se emplearon técnicas complementarias, como la racemizacion
del 4cido aspartico, la cuantificacion de secuencias especificas por Real Time PCR, y la
clonacién de algunos de los productos de amplificacion. Por otra, se llevé a cabo un
analisis global de los resultados mediante la comparacion de las secuencias obtenidas
con las del personal arqueoldgico y/o de laboratorio. Se procedié a la evaluacion de la
contaminacion por carry-over 'y del fendmeno del jumping-PCR comparando las
secuencias procedentes de la misma tanda de amplificacion y, en los casos en los que

existia muestra disponible, se replicaron los analisis en nuestro propio laboratorio.

Algunas de las técnicas antes citadas —racemizacion del acido aspartico y
cuantificaciéon de DNA— se emplean habitualmente en el campo del DNA antiguo como
técnicas prospectivas, ya que permiten evaluar, de forma méas o menos rapida, las
posibilidades de obtencion de informacion genética a partir de un resto determinado.
Tales aplicaciones resultan de utilidad cuando la muestra es muy escasa o procede de un
espécimen valioso. Puesto que uno de los propdsitos de este trabajo era la obtencion del
mayor numero posible de secuencias —se disponia de un nimero razonable de
individuos por yacimiento—, no se considerd necesario aplicar estas técnicas con

finalidad prospectiva, dado el elevado coste econdmico y metodologico que suponian.

545



Eva Fernandez Dominguez

i , u u ue a priori i u
Sin embargo, para descartar aquellas muestras que hacian suponer pocas
garantias de éxito en su amplificacion, se evalud el grado de inhibidores de la PCR
presentes en los extractos mediante una prueba sencilla consistente en la adicion a una

PCR con DNA fresco de diferentes cantidades de los mismos.

En la presentacion de los resultados se ha seguido un esquema que difiere del
disefio experimental presentado aqui. Aqui las técnicas prospectivas —racemizacion de
aminodcidos, cuantificacion de secuencias especificas de mtDNA y deteccion de
inhibidores en los extractos de DNA— han sido agrupadas dentro de un mismo apartado
y separadas de otras técnicas de autentificacion de las secuencias obtenidas —replicacion
intra-laboratorio; comparacion de las secuencias obtenidas entre si y con las del
personal arqueologico y/o de laboratorio; evaluacion del dafio molecular y clonacion—.
El objeto de esta organizacidon de los resultados no es otro que ordenar la informacion
obtenida de una forma comprensible e intuitiva. Sin embargo, es el analisis conjunto de
todas estas pruebas —prospectivas y/o de corroboracion— el que ha de proporcionar
informacion, tanto acerca del estado de preservacion del material genético como de la

autenticidad de los resultados obtenidos.

Por otra parte, durante el desarrollo del presente estudio, se ha recopilado
informacion de tipo experimental de gran valor. El elevado niimero de muestras
disponibles asi como su variabilidad, tanto geografica como temporal, ha hecho posible
recabar informacion acerca de las variables que influyen en la preservacion y del tipo de

protocolo mas adecuado para cada tipo de muestra.
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2. DISCUSION DE LOS OBJETIVOS PLANTEADOS

2.1. Objetivos metodologicos

2.1.1. Adecuacion de los protocolos de extraccion, amplificacion y secuenciacion de
DNA antiguo desarrollados con anterioridad en nuestro equipo de investigacion a las

muestras objeto de estudio.

Las técnicas empleadas al inicio de la presente tesis doctoral fueron la herencia
recibida de los casi 15 afios de experiencia en el campo del DNA antiguo de nuestro
equipo investigador. Anteriormente al inicio de esta tesis doctoral se habian realizado
estudios de poblaciones extintas de Tierra del Fuego, de la Amazonia boliviana, del
Pacifico, del Sudan (época meroitica) y del neolitico del Pais Vasco (ARENAL et al.
1993; PEREZ-PEREZ et al. 1992, 1995; HAGELBERG et al. 1994b; RAMOS et al,
1995; LALUEZA et al. 1997; GARCIA-BOUR et al. 1998).

Por otra parte, en la ultima década la Paleogenética ha experimentado avances
significativos, gracias al trabajo de equipos muy punteros que lograron recuperar las
secuencias de varios individuos de Neandertal y aportaron notable experiencia en la
evitacion de la contaminacion en laboratorio (KRINGS ef al. 1997, 1999b, 2000;
OVCHINNIKOV et al. 2000; SERRE et al. 2004).

Este trabajo comenzo, pues, mejorando los protocolos existentes para evitar y
controlar la contaminacidén ya que, si bien en muchos de los trabajos anteriores ésta
podia detectarse con facilidad —por tratarse de contaminacién europea sobre restos
amerindios (véase GARCIA-BOUR er al. 2004)— en nuestro caso existe un riesgo
evidente pues tanto las muestras como el investigador son de origen europeo. De los
fracasos técnicos iniciales —que suelen darse en todo comienzo— se pasd a una mayor
experiencia y, en definitiva, a la eficacia. Se introdujeron modificaciones
paulatinamente durante el desarrollo de la tesis, orientadas en tres sentidos: la
minimizacion de la contaminacion, la deteccion e identificacion de la fuente de origen
del DNA contaminante, y el aumento de la eficiencia en la recuperacion de material

genético.
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2.1.1.1. Modificaciones orientadas a minimizar el riesgo de contaminacion

a. Durante la extraccion:

- Irradiacién UV de las muestras 6seas o dentarias en el interior de una campana de flujo
laminar, tras su limpieza en la arenadora.

Esta medida pretende eliminar la contaminacion introducida por el investigador durante
la limpieza con arenadora. Ni los guantes empleados durante este proceso ni el ambiente
del interior del aparato son estériles, por lo que resulta posible que moléculas de DNA
del investigador o presentes en forma de aerosol en el ambiente puedan adherirse a la

superficie del resto una vez limpio.

- Protocolo de limpieza de los viales de trituracion y esterilizacion con UV una vez
SEeCos.

Tras la trituracidn, la superficie de contacto entre la muestra y la superficie interna del
vial es maxima, por lo que es necesario garantizar la ausencia de DNA exdgeno en los
recipientes. Dado que los viales de trituracién no son desechables, su limpieza entre
experimento y experimento es obligada. La limpieza de los viales de trituracion
realizada al comienzo de la fase experimental de la tesis —consistentes en varios lavados
con agua y jabon— fue mejorada afiadiendo etanol e hipoclorito sddico, tal y como se

detalla en el apartado 4.1. del capitulo “M¢étodos”.

- Manejo de los viales de trituracion en el interior de la campana de flujo laminar.

Una vez irradiados los restos, se introducen en los viales de trituracion, en el ambiente
estéril proporcionado por la campana de flujo laminar. Concluido el proceso de
pulverizacion, se traspasa el polvo del vial a un tubo falcon, bajo la estricta esterilidad
de la campana. De este modo, tras su irradiacién con UV, la muestra no vuelve a estar
en contacto directo con el ambiente, reduciéndose notablemente la contaminacion por

aerosoles en este paso.
- Empleo de soluciones estériles de fabrica (EDTA, TRIS, SDS).

Las soluciones empleadas para la descalcificacion y digestion del polvo de hueso o

diente pueden ser, también, un importante vehiculo de DNA contaminante. Este DNA
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puede provenir tanto del proceso de fabricacion, lo que haria muy dificil su rastreo y
deteccion, como de los aerosoles anteriormente mencionados.

Este tipo de soluciones se sirven habitualmente en polvo y se preparan en el laboratorio
diluyendo la cantidad correspondiente en agua y si es necesario, ajustando el pH. Si la
aplicacion requiere cierta esterilidad, las soluciones pueden filtrarse con filtros de
nitrocelulosa de 0.22um. Esta medida puede resultar eficaz siempre y cuando la
esterilidad del recipiente que recoge la cantidad filtrada —normalmente botellas de vidrio
de 500ml o 11- esté garantizada. En cualquier otro caso la solucion estéril puede volver
a contaminarse si existe DNA adherido, por ejemplo, a las paredes de la botella
receptora. Hay casas comerciales que ofrecen sistemas de filtracion con depdsitos
estériles que incluso pueden almacenarse (Stericup, Millipore). Dado que el precio de
estos recipientes y el de las soluciones preparadas de fabrica es similar, al ser la

manipulacién menor nos decidimos por la segunda opcidn.

b. Durante la amplificacion:

- Limpieza de la superficie de trabajo y del material de trabajo no desechable (pipetas
automaticas, gradillas, depdsito para desechar las puntas) con un papel impregnado en
hipoclorito sodico al 70%.

Los amplicones de anteriores reacciones de PCR pueden quedar depositados en las
paredes de la campana de flujo bioldgico o en la superficie del citado material no
desechable. Por ello resulta conveniente, antes de iniciar una nueva reaccion de
amplificacion, la limpieza de todo el conjunto de la manera descrita. Una vez limpio

puede procederse con el paso siguiente, que incluye también al material desechable.

- Irradiacion del material de trabajo (pipetas automaticas, puntas, gradillas, depdsito
para desechar las puntas, eppendorfs y guantes) en el interior de una campana de flujo

laminar previamente a su uso.

- Reamplificacion directamente a partir de la mezcla de reaccidn, sin sustraer antes el
aceite.

La extraccion del aceite que cubre la reaccidn de amplificacion supone un paso
adicional de manipulacion que puede incrementar el riesgo de contaminacién. Ello

puede solventarse extrayendo directamente del fondo del tubo que contiene la mezcla de
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amplificacion el volumen a reamplificar. Aunque el volumen extraido contenga cierta
cantidad de aceite, es improbable que arrastre alguna molécula de DNA contaminante.
Conviene recordar, a este respecto, que el DNA es una molécula polar y por lo tanto

soluble en agua e inmiscible en aceite.

- Separacion de las areas pre y post-PCR mediante la ubicacion de la campana de flujo
en una habitacion independiente.

Dependiendo de la configuracidn del laboratorio, esta precaucion puede no ser viable.
Los dos laboratorios en los que se realizaron tareas de extraccion y/o amplificacion
cuentan con areas separadas para el procesado pre y post-PCR de las muestras, como se
comenta en el apartado 14.1.2. del capitulo “Métodos”. La separacién evita la
contaminacion de los extractos y/o de las reacciones de amplificacion por amplicones
generados en anteriores PCRs, que pueden permanecer en el ambiente tras ser
procesados, por ejemplo durante la carga del gel de agarosa, el corte de la banda, o la

purificacion.

2.1.1.2. Modificaciones orientadas a la deteccion del DNA contaminante

El empleo de ciertas precauciones basicas, como las anteriormente mencionadas,
no siempre resulta suficiente para evitar la contaminacién de las muestras, segin
demuestran los resultados obtenidos por diversos autores (RICHARDS y SYKES 1995;
HANDT et al. 1996; KRINGS et al. 1997; STONE y STONEKING 1998; KOLMAN y
TUROSS 2000). Por ello se introdujeron otras modificaciones, en este caso orientadas a

detectar el DNA contaminante:

- Caracterizacion genética de los investigadores y arquedlogos para la Region
Hipervariable I del mtDNA.

La distincion entre el DNA endogeno a la muestra y el introducido por contaminacion
es realmente dificil cuando se trabaja con muestras humanas del mismo origen
poblacional de los investigadores. Como se ha mencionado ya, al inicio de la presente
tesis, que se centra en muestras europeas, fue necesario extremar las precauciones para
evitar la contaminacion y proponer nuevos criterios de deteccion e identificacion del
DNA contaminante. Por ello se obtuvieron secuencias de la region Hipervariable I del

mtDNA de tres investigadores denominados I1, 12 ¢ I3 y de un arquedlogo y un
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antropologo —Al y A2- (Tabla R41 de “Resultados”). Se caracterizaron los
investigadores que mas contacto habian tenido con las muestras. Habria sido deseable
caracterizar a todo el personal arqueoldgico y/o antropoldgico que hubiera entrado en
contacto en algin momento con alguna de ellas, pero eso es practicamente inviable
salvo en las excavaciones recientes. La mayoria de los individuos estudiados (Nerja,
Abauntz, Tres Montes, Atxuri, Garai, Mari, Caldeirdo, Muge, Toledo) proceden de
excavaciones antiguas y, tras su descubrimiento, los restos fueron depositados en
museos 0 almacenes donde permanecieron cierto tiempo. Si pudo pudo realizarse, en
cambio, la caracterizacion genética del arquedlogo y del antropdlogo que
proporcionaron la mayor parte de las muestras (48%) y de los yacimientos mas antiguos
(Tell Halula, Tell Ramad, Dj’ade, Ac¢ikli y Sant Pau). Dado que dichos yacimientos han
sido excavados durante el desarrollo de la tesis, las muestras pudieron ser remitidas por

el personal arqueologico directamente a nuestro laboratorio.

- Realizacion de una base de datos con la fecha en la que se llevaba a cabo cada
reaccion de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion.

El objeto de esta medida era detectar el DNA contaminante introducido mediante carry
over. Parte del supuesto de que los amplicones de anteriores experimentos de PCR
pueden permanecer durante un tiempo corto en el interior de la campana de flujo
laminar o en la superficie del material no desechable empleado en la amplificacién.
Transcurrido cierto tiempo los amplicones se degradan por efecto de la radiacion UV
aplicada rutinariamente al inicio de cada experimento.

La comparacion de las secuencias obtenidas en un mismo grupo de amplificacion,
reamplificaciébn o extraccion puede ayudar a determinar si se ha producido este
fenomeno, especialmente cuando la secuencia revela la presencia de una doble fuente de

DNA (dobles nucleotidos).

- Secuenciacion de los blancos de amplificacion con resultado positivo.
Como se comentard, la secuenciacion de los blancos contaminados puede ayudar en la

deteccion de la fuente de origen del DNA contaminante.

- Procesamiento en paralelo de muestras de secuencia conocida.
A modo de controles de amplificacion se introdujeron, en determinados grupos de

amplificacion, algunas muestras antiguas de Tierra del Fuego estudiadas con
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anterioridad por nuestro equipo de investigacion (GARCIA BOUR et al. 2004). Estas
muestras se amplificaron y secuenciaron, comparandose las secuencias obtenidas con
las otras procedentes de su mismo grupo de amplificacién. Es de suponer que, de
haberse producido una contaminacion durante la reacciéon de amplificacidén no detectada
en los blancos —por parte del investigador o por carry over—, las secuencias de las
muestras de Tierra del Fuego exhibirian un patréon mutacional diferente al de la
publicacién original (GARCIA-BOUR et al. 2004) o bien una mezcla entre su haplotipo
endogeno y el de la fuente de contaminacidon. La razon principal de emplear estas
muestras como control y no otras, es que existen garantias de su autenticidad

(GARCIA-BOUR et al. 2004).

2.1.1.3. Modificaciones orientadas a incrementar la eficiencia en la recuperacion de

DNA antiguo

Las modificaciones introducidas a este respecto conciernen exclusivamente a la

reaccion de amplificacion.

- Nuevo disefio de cebadores.

Para amplificar las muestras del presente trabajo se disefiaron nuevos cebadores. Estos
cebadores presentan unas eficiencias de amplificacion, reamplificacidon y secuenciacion
sensiblemente superiores a los cebadores de GARCIA-BOUR et al. 2004, tal y como
muestran las Tablas R22 y R23 del capitulo “Resultados”.

- Empleo de una Tag polimerasa con actividad correctora de errores o proofreading
(Taq Expand High Fidelity). Como se ha visto en el capitulo “Resultados”, la eficiencia
de amplificacidon de esta enzima sobre las muestras estudiadas es inferior a la de otras
enzimas utilizadas en la presente tesis doctoral. Sin embargo, el reducido porcentaje de

contaminacion asociado a la misma justifica su empleo en este tipo de estudios.

- Empleo de cantidades mayores de extracto para la amplificacidon en aquellos casos en

los que no se detectaron inhibidores en el extracto.

El empleo de las anteriores modificaciones se tradujo en la obtencion de un

numero representativo de secuencias de mtDNA a partir de las muestras estudiadas.
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Resulta, ademas, de gran importancia, la eficaz deteccion del DNA contaminante. En
este sentido, todo parece apuntar que la contaminacion en los controles de amplificacion
y extraccion, por otra parte, fue sensiblemente inferior a la de estudios previos. De esto
se deduce que las medidas anteriormente citadas son efectivas en el aumento de la

eficiencia de amplificacion y en la reduccidn de la contaminacion con DNA exdgeno.
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2.1.2. Extraccion de DNA, amplificacion y secuenciacion de un segmento de mtDNA
de un numero representativo de individuos de época neolitica de Proximo Oriente y

de época neolitica y post-neolitica de la Peninsula Ibérica.

2.1.2.1. Muestreo adecuado

La seleccion de la muestra antigua a estudiar respondia inicialmente a los dos

principales objetivos poblacionales planteados:

1. Determinar si la variabilidad genética de las poblaciones europea y de Oriente
Proximo ha sufrido modificaciones sustanciales desde el Neolitico.

2. Contrastar los resultados obtenidos con las hipotesis formuladas desde otras
disciplinas relativas al origen del acervo mitocondrial de la poblacion europea,
esencialmente la naturaleza de la expansion neolitica y el impacto de las

expansiones paleoliticas.

Ambos objetivos se basan en el supuesto de que la muestra seleccionada es
representativa de la variabilidad del periodo cronoldgico que se pretende estudiar. A lo
largo de la discusion, desarrollaremos una serie de reflexiones sobre esta cuestion

fundamental.

2.1.2.1.1. Disponibilidad de la muestra

En un trabajo experimental la seleccion de la muestra es clave y condiciona tanto
los resultados obtenidos como las interpretaciones derivadas de los mismos. En un
estudio rutinario de genética de poblaciones la seleccidon de la muestra debe cumplir las
siguientes condiciones: 1) ser aleatoria, 2) incluir a individuos no relacionados
genéticamente y 3) que los individuos sean originarios de la poblacion muestreada,
habiendo residido en ella durante al menos 3 generaciones consecutivas. Muchas de
estas asunciones son realmente dificiles de conseguir cuando se trabaja con poblaciones
del pasado. Hay que recordar a este respecto que las muestras estudiadas constituyen
material arqueologico y/o antropoldgico y que la técnica de analisis es destructiva. En la
mayoria de los casos la disponibilidad de la muestra esta sujeta a su abundancia en el

registro arqueologico. Su seleccion no es, por tanto, del todo aleatoria y suele ocurrir
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que el objetivo del estudio se plantee en funcion de las muestras de las que se dispone y

no a la inversa.

La obtencidon de muestras de época neolitica plantea menos dificultades que el
estudio de periodos cronologicos anteriores dada su mayor abundancia en el registro
arqueoldgico. En general, se asume que la adopcidn del nuevo sistema econémico de
produccion se tradujo en un incremento demografico y en una sedentarizacion de las
poblaciones. Ademas, se generalizaron entonces ciertas practicas funerarias como los
enterramientos multiples en el suelo de las casas. La experiencia de nuestro equipo
investigador en DNA antiguo y la colaboracion con el Departamento de Prehistoria de
la Universidad Autébnoma de Barcelona hizo posible el acceso a algunos de los maés
antiguos yacimientos neoliticos de Proximo Oriente: Tell Halula, Tell Ramad, Dj’ade al

Mughara y Agikli.

La obtencion de muestras del Neolitico antiguo de la Peninsula Ibérica fue, sin
embargo, mucho mas dificil y su efectivo menor que el de Préximo Oriente. Los
primeros analisis indicaron que el DNA de las muestras de Oriente se habia preservado
razonablemente bien, lo contrario que el de algunas zonas clave de la Peninsula Ibérica.
Esta limitacion y el deber de no destruir caprichosamente patrimonio arqueologico —al
no haber garantia de éxito en el estudio y ser destructiva la técnica— nos llevéd a
seleccionar solo tres yacimientos neoliticos: Gruta do Caldeirdo (Tomar, Portugal. 5
individuos), Cueva de Nerja (Malaga. 1 individuo) y Sant Pau (Barcelona. 5
individuos). El escaso “rendimiento” de estas muestras en cuanto a la recuperacion de
informacion genética (ver Tablas R26 y R62) hizo necesario ampliar el muestreo a
épocas inmediatamente posteriores y anteriores, a fin de mantener los objetivos
iniciales. En cuanto a los yacimientos cronoldgicamente posteriores se optd, pues, por
estudiar: Abauntz, Tres Montes y otros individuos de Nerja (Calcolitico. 25 individuos),
Atxuri (Edad del Bronce. 13 individuos), Garai (Medieval. 11 individuos). Se
estudiaron también los yacimientos pre-Neoliticos de El Pirulejo (Magdaleniense. 2
individuos), Nerja (Solutrense. 2 individuos), Muge y Toledo (Mesolitico. 4 individuos)

y Zafarraya (Musteriense. 2 individuos).

Este muestreo no afecta al primero de los objetivos arriba planteados. La

procedencia neolitica o post-neolitica de la poblacién de la Peninsula Ibérica no tiene
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por qué influir a la hora de evaluar si la variabilidad genética actual es reflejo de la que
existia en el pasado. En cambio, que se trate de muestras neoliticas antiguas o de
periodos cronologicamente posteriores si afecta a las conclusiones del segundo de los
objetivos. Dependiendo de si existe o no continuidad genética desde el Neolitico
antiguo hasta el Calcolitico o la Edad del Bronce en la Peninsula Ibérica, la
interpretacion de los resultados puede variar sustancialmente. De igual manera,
unicamente suponiendo una continuidad genética entre las poblaciones de Proximo
Oriente estudiadas y las que difundieron el Neolitico —cultural o démicamente—
podriamos considerar que la muestra seleccionada es adecuada y sirve a los objetivos

planteados.

En ultima instancia son los resultados obtenidos los que determinan si la muestra
escogida es o no adecuada. A modo de esquema, podriamos resumir las posibles

interpretaciones de los resultados obtenidos de la siguiente forma:

Resultado 1: Existen diferencias entre la composicion genética de las poblaciones
antiguas de Proximo Oriente y las de la Peninsula Ibérica.

- Interpretacién 1 La poblacién de Proximo Oriente estudiada (yacimientos y niveles

arqueologicos) no es representativa de la poblacidon en expansion.

- Interpretacion 2: La poblacién de la Peninsula Ibérica estudiada no es representativa,

en términos generales, de la poblacion “receptora” del Neolitico. Ello implica que
existiria una ausencia de continuidad genética entre las poblaciones neoliticas (no
estudiadas) y las post-neoliticas (estudiadas).

- Interpretacion 3: El proceso de difusion del neolitico fue cultural. Esta conclusion

implica que ninguno de los dos supuestos anteriores es cierto, es decir que la poblacion
de Proximo Oriente estudiada si representa a la poblacidon neolitica en expansion y que
existe continuidad genética entre las poblaciones neoliticas (no estudiadas) y post-

neoliticas (estudiadas) de la Peninsula Ibérica.

Resultado 2: No existen diferencias entre la composicion genética de Proximo Oriente y
de la Peninsula Ibérica:

- Interpretacion 1: El proceso de difusion del neolitico fue démico. Este resultado

implica que la poblacidn estudiada de Proximo Oriente es representativa de la poblacion
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neolitica en expansion y que en la Peninsula Ibérica la poblacidon post-neolitica
estudiada procede de la poblacidn neolitica.

- Interpretacion 2: El proceso de difusion del neolitico fue un fenémeno cultural y la

semejanza en la composicion genética de las poblaciones de Préximo Oriente y de la
Peninsula Ibérica se debe a la herencia comun del sustrato genético paleolitico, no

alterado por la difusion neolitica.

2.1.2.1.2. Relaciones familiares intra-grupales

El muestreo de individuos de un mismo yacimiento y/o poblacion relacionados
familiarmente, por linea materna en el caso del mtDNA, provoca una reduccién de
variabilidad en el conjunto que se traduce en el aumento de las frecuencias de ciertos
haplotipos y haplogrupos en detrimento de otros. Las interpretaciones derivadas pueden
por tanto variar sustancialmente segun el muestreo se haya realizado entre individuos

genéticamente relacionados o no.

A priori resulta muy dificil determinar si los individuos de un yacimiento
determinado seleccionados para su estudio pertenecian o no a la misma familia. No
obstante, en algunas ocasiones, el patron de enterramiento (distribucioén de las tumbas,
individuos enterrados en una misma fosa...) puede ofrecer interesantes pistas al
respecto. Una practica comtn durante el Neolitico antiguo en Proximo Oriente consistia
en enterrar en el suelo de las habitaciones a los individuos de la casa que perecian
mientras ésta todavia estaba en pie. No se sabe con certeza si entre los muertos hallados
en una misma unidad habitacional existia o no una relacién familiar, aunque resultaria
logico suponer que la habia. De ser cierto, la solucion para evitar la endogamia en la
muestra escogida consistiria en seleccionar un individuo de cada una de las casas. La
desventaja de este procedimiento de seleccion es que reduce enormemente el numero de
muestras a estudiar. En la presente tesis doctoral el Gnico yacimiento que mostraba este
patron de enterramiento era Tell Halula (ver Figura MAZ2, capitulo “Material”). En este
caso, dado el desconocimiento del estado de preservacion del material genético en los
individuos, se optd por escoger el maximo nimero de muestras disponibles para
aumentar las probabilidades de obtencioén de informacion genética, independientemente
de si procedian o no de una misma casa. Una vez obtenidos los resultados éstos fueron

interpretados en relacidon con su localizacion arqueoldgica exacta, teniendo en cuenta la
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posibilidad de relaciones de parentesco, especialmente entre individuos de una misma

casa y fase arqueologica (apartado 6.3.3.2. del capitulo “Resultados”).

En los yacimientos de Abauntz, Tres Montes, Atxuri, Nerja, A¢ikli y Caldeirdo
se conoce la posicion exacta de los enterramientos de los que proceden los individuos
(Tabla MAG6 y Figuras FMAS, FMA6, FMA7, FMA8 y FMAY). Sin embargo, no hay
indicios de posibles relaciones de parentesco entre ellos por tratarse de cuevas

sepulcrales y no de casas.

Se desconoce el patron de enterramientos de las muestras procedentes de los
yacimientos restantes (Tell Ramad, Dj’ade, Sant Pau, Amir Abdallah, Mari, Muge,
Garai, El Pirulejo, Zafarraya y Toledo) por lo que la existencia de relaciones familiares
entre las muestras seleccionadas de cada uno de ellos no puede ser evaluada a priori.
Del concheiro portugués de Toledo sélo obtuvimos una muestra, por lo que no tiene

sentido hablar de relaciones de parentesco.

2.1.2.2. Procedimiento experimental adecuado

En el disefio experimental de la presente tesis doctoral se primé la obtencion del
mayor numero de secuencias posibles, descartando los individuos que ofrecian mas
dificultades a la hora de recuperar esta informacion genética e insistiendo sobre los que
proporcionaban mejores resultados. Indudablemente este disefio introduce un nuevo
sesgo en la muestra, puesto que para algunos yacimientos no se obtuvieron resultados
del mismo nimero de individuos que de otros, como muestra la Tabla D1. Asi para los
yacimientos de Amir Abdallah y Sant Pau no hubo ningin resultado positivo de
amplificacion ni, logicamente, secuencias. Ya se ha comentado que la preservacion del
DNA es determinante y que no es la misma en todos los yacimientos como demuestran
los resultados de eficiencia de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion (véanse
Tablas R26, R27 y R28 del capitulo “Resultados”). Existen ademas otras variables que
influyen en el rendimiento de las técnicas, como la presencia de inhibidores de la PCR
en los extractos de DNA (Tablas R13, R14 y R15 de “Resultados”). En cada
yacimiento las condiciones de preservacion asi como la eficiencia de recuperacion de
informacion genética pueden ser diferentes en distintos individuos e incluso entre

muestras de un mismo individuo (SCHULTES ez al. 1997). Por ejemplo, del yacimiento
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de Tell Halula provienen muestras tanto de elevada eficiencia de amplificacion —THS
(42.85%) 6 1H18 (27.77%)—, como de eficiencia muy baja —1H16 (6.25%)—, e incluso
nula —1H1- (Tabla D3), lo que no puede atribuirse a la presencia de inhibidores en los
extractos (Tabla R13 de “Resultados™). Otro caso son los extractos de las muestras
THI1 y TH2 del individuo H3, con notables diferencias en sus respectivas eficiencias de
amplificacion (0 y 14.28%). Este “sesgo técnico” no es intencionado puesto que no
puede controlarse qué individuos tendran mas posibilidades de éxito en la obtencién de

informacion genética.

Tabla D1. Numero de extractos totales obtenidos y amplificados para la region Hipervariable I del
mtDNA, que proporcionaron resultado positivo de amplificacion, algin tipo de secuencia, y
secuencias consideradas auténticas tras superar los fest propuestos de autentificacion. El porcentaje de
extractos amplificados se refiere al total de los obtenidos mientras que los porcentajes restantes se
calcularon a partir del nimero de extractos amplificados.

Yacimiento Nimero de extractos
Totales Amplificados Amplificacion Secuencia Secuencia
positiva auténtica
Abauntz 12 12 (100%) 8 (66.7%) 7 (58.33%) 7 (58.33%)
Agikli 8 8 (100%) 7 (87.5%) 6 (75%) 0 (0%)
Amir Abdallah 11 4 (36.36%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Atxuri 13 13 (100%) 9 (69.23%) 6 (46.15%) 3 (23.08%)
Caldeirao 5(83.33%) 4 (80%) 3 (60%) 1 (20%)
Dj’ade 5 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%) 3 (60%)
Garai 11 11 (100%) 5(45.45%) 4 (36.36%) 1 (9.09%)
Mari 12 12 (100%) 11 (91.67%) 11(91.67%) 11 (91.67%)
Muge 6 (66.67%) 4 (66.67%) 3 (50%) 0 (0%)
Nerja 5 5 (100%) 4 (80%) 4 (80%) 4 (80%)
El Pirulejo 2 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%)
Sant Pau 8 8 (100%) 1 (12.5%) 0 (0%) 0 (0%)
Tell Halula 47 47 (100%)  31(65.96%) 23 (48.94%) 23 (48.94%)
Tell Ramad 19 19 (100%) 10 (52.63%) 9 (47.37%) 9 (47.37%)
Toledo 1 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
Tres Montes 13 9 (69.23%) 7 (77.78%) 6 (66.67%) 6 (66.67%)
Zafarraya 2 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%)
Total 184 169 (91.85%) 111 (65.68%) 92 (54.44%) 73 (43.20%)
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2.1.2.3. Valoracion de los resultados obtenidos

Como muestra la Tabla D1, 73 de los 184 extractos analizados produjeron una
secuencia fiable, lo que supone una eficiencia del 43%. Esta “eficiencia” es similar a la
de algunos trabajos en los que se estudiaron un minimo de 20 muestras ~GARCIA-
BOUR et al. 2004 (40%) y MACA-MEYER et al. 2004 (55%)—, aunque claramente
inferior a la de KEYSER-TRACQUI ef al. 2003 (82.14%); LALUEZA-FOX ef al. 2004
(80.5%) y VERNESI et al. 2004 (62.5%). La elevada eficiencia de los trabajos de
LALUEZA-FOX et al. 2004 y KEYSER-TRACQUI et al. 2003 se debe, como los
propios autores reconocen, a la excelente preservacion de las muestras favorecida por la
climatologia del lugar de deposicion. La antigiiedad y procedencia de las muestras de
esos estudios difiere sobremanera de la de las muestras del presente trabajo, lo que

impide una comparacion de eficacias fiable.

Sin embargo, dado que con los resultados obtenidos se han conseguido cumplir
los objetivos poblacionales propuestos podemos afirmar que la eficiencia obtenida aqui

es mas que satisfactoria.
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2.1.3. Evaluacion del estado de preservacion general de las muestras objeto de estudio

mediante la aplicacion de diversas técnicas.

A través del estudio de la preservaciéon macromolecular de un espécimen puede
deducirse si éste contiene o no DNA amplificable, considerando que los procesos
degradativos afectan a todas las biomoléculas en un grado similar. Es mads, este tipo de
pruebas bioquimicas pueden emplearse como método de screeming rapido para
identificar aquellos especimenes que, de acuerdo a su estado de preservacion general,

pueden contener DNA enddgeno recuperable.

En el presente estudio se emplearon dos tipos de andlisis para tratar de evaluar el

estado de preservacion de las muestras estudiadas:

1. Estima del contenido total de cada aminodacido y su tasa de racemizacion.

2. Cuantificacion de secuencias especificas de mtDNA mediante Real Time PCR.

La primera de las técnicas proporciona una medida indirecta del estado de
preservacion del material genético y, desde su desarrollo, ha sido empleada de forma
casi sistematica en la mayoria de estudios de DNA antiguo. Por el contrario, mediante la
segunda se pretende obtener una medida directa de la conservacion de aquellos
fragmentos de DNA objeto de estudio. Ambos métodos se aplicaron en nuestras
muestras posteriormente a la amplificacion de las secuencias de mtDNA, por motivos
técnicos y economicos. Al inicio de la presente tesis doctoral las dos técnicas se
encontraban todavia en desarrollo y resultaban dificilmente accesibles para un
laboratorio estandar. Por otra parte se trata de procedimientos de un elevado coste
econdmico, tanto a nivel de reactivos como de instrumental, por lo que su empleo no

fue factible hasta mas tarde.

Consiguientemente, en nuestro estudio no se han empleado estos métodos con
finalidad prospectiva, i.e. de deteccion de aquellas muestras con mayores probabilidades
de éxito en la obtencidon de material genético endogeno. Mediante su aplicacion sobre
muestras previamente amplificadas —con independencia del resultado— se pretendia, por
una parte, valorar la utilidad de ambos procedimientos como métodos prospectivos vy,

por otra, evaluar y reforzar la autentidad de los resultados obtenidos.

561



Eva Fernandez Dominguez

2.1.3.1. Contenido total de aminodacidos y racemizacion del dcido aspdrtico

2.1.3.1.1. Porcentaje y contenido total de aminoacidos

El porcentaje relativo de aminoacidos de una muestra antigua de hueso o diente
ha sido empleado por diversos autores como un indicador de su grado de preservacion
(LALUEZA et al. 2000; KRINGS et al. 1997; DE BENEDETTO et al. 2000). Sin
embargo su contenido total no se correlaciona con la recuperacion de secuencias de
DNA (POINAR et al. 1996). El colageno es la proteina mas abundante en los huesos y
la dentina (TRIFFITT 1980), donde representa aproximadamente un 90%, por lo que la
gran mayoria de aminoacidos de estos tejidos se encuentran ligados a esta molécula.
Con el transcurso del tiempo se produce una desnaturalizacion de la estructura de triple
hélice caracteristica del coldgeno, que va seguida por la rotura de los puentes
aminoacidicos y la liberacion de los aminoacidos de la hélice en forma de péptidos o
aminodcidos libres. En el procedimiento experimental empleado en la presente tesis
doctoral, para la determinacion del contenido de aminoacidos y de su grado de
racemizacion, se analiz6 la fraccion insoluble del colageno (IC), que queda tras someter
la muestra a una dialisis a 3500 Daltons. Por tanto, los aminoacidos detectados en las
muestras analizadas corresponden a aquéllos ligados a la molécula de colageno, y en
consecuencia, su cantidad total puede ser tomada como indicador de la preservacion de

la estructura del coldgeno y general del espécimen.

En la Tabla D2 se compara el porcentaje de aminodcidos obtenido a partir de las
muestras del presente estudio con los resultados obtenidos por otros autores. Los
diferentes porcentajes fueron recalculados incluyendo unicamente los aminoacidos que
pudieron ser estimados en todos los estudios. En la tabla se incluye también el

porcentaje de aminoacidos obtenido para un hueso actual que aparece en la publicacion

de KRINGS et al. 1997.
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En general, las muestras analizadas presentan un porcentaje relativo de los
diferentes aminoacidos muy similar al del hueso actual y al de las citadas publicaciones
—incluido el Neandertal-. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la
relacidon entre el contenido total de aminoacidos de un resto y la preservacion de su
material genético no ha podido ser probada hasta el momento. Por ejemplo la muestra
de Fiavé y las dos muestras de Vatte de DE BENEDETTO et al. 2000, a pesar de
presentar un contenido de aminoécidos similar al de un hueso actual, no proporcionaron

secuencias reproducibles seglin los autores.

En algunos trabajos se ha demostrado que la cantidad total de &cido aspartico y
su grado de racemizacion estan ligados en la fraccidon coldgeno insoluble (TORRES
1999; TORRES et al. 2002, 2001). Generalmente, aquellas muestras con una ratio D/L
Asp elevada presentan un bajo contenido total de este aminoacido. Algunos autores
mantienen que ello se debe a que la estructura del coldgeno impide de alguna forma que
se produzca la racemizacion, por lo que es su destruccidon paulatina la que favorece la
racemizacion (COLLINS ez al. 1999). Otros experimentos, realizados in vitro con
colageno mineralizado a una temperatura inferior a su temperatura de desnaturalizacion,
demostraron que hay racemizacion en el interior de la hélice de colageno. Sin embargo,
en este caso, no se producia una disminucion de la cantidad total de Asp de la fraccion

colageno-insoluble.

En los graficos FR1, FR2 y FR3 del capitulo “Resultados” hemos representado
la ratio de racemizacion del Asp y su contenido total expresado como Ln(D+LAsp) en
diferentes tejidos. En ninguno de los dos casos la correlacion entre ambas variables es
significativa (Tabla RS), aunque para las muestras de diente total el valor de P se
aproxima bastante al nivel de significacion (Pgiente 101ta=0.08) y el coeficiente de

correlacion es mucho mas alto que el observado para la dentina (R*=0.2013).

2.1.3.1.2. Racemizacién de aminoacidos

Desde la publicacion del trabajo de Poinar y colaboradores (1996) el grado de
racemizacion del acido aspartico —expresado como ratio de las dos isoformas (D/L)—, ha
sido empleado de forma més o menos rutinaria en los estudios de DNA antiguo como

estima indirecta del estado de preservacion del material genético del resto a analizar
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(KRINGS et al. 1997, 2000; DE BENEDETTO et al. 2000; KOLMAN Y TUROSS
2000; LALUEZA et al. 2000; SCHOLZ et al. 2000; VERNESI et al. 2001; SCHMITZ
et al. 2002; CARAMELLI et al. 2003; SERRE et al. 2004). Segin Poinar et al. 1996
unicamente las muestras cuya ratio D/L es inferior a 0.1 contienen DNA lo

suficientemente preservado como para proporcionar secuencias genuinas.

En el estudio planteado aqui, solo 2 de las 38 muestras analizadas (5.2%) —AB9
y AB14—, presentan un ratio D/L Aspartico inferior a 0.1 (Tabla R4, capitulo
“Resultados”). El resto de las muestras estudiadas exhiben valores de D/L Asp
superiores a 0.1, lo que segin Poinar ef al. 1996 resultaria, en principio, incompatible
con la obtencion de informacion genética fiable a partir de las mismas. Sin embargo, en
el 83.3% de los casos pudieron recuperarse con €xito, en estas mismas muestras, uno o
dos segmentos de 112pb y 133pb (Tabla R62, capitulo “Resultados”) de la Region
Hipervariable I del DNA mitocondrial, y la cuantificacion de secuencias especificas de
la misma regién proporcioné valores superiores a 10° copias (Tabla R11, capitulo
“Resultados”). Estos resultados muestran que, para el conjunto de muestras estudiadas,
no se cumplen las previsiones propuestas por Poinar ef al. 1996, segin las cuales por
encima de un valor umbral de D/L Asp de 0.1 no puede obtenerse informacion genética

fiable.

Por otra parte ni la eficiencia de amplificacion ni la obtencidn de secuencias
auténticas parecen estar influidas por el grado de racemizacién tal y como muestran las

Tablas R8, R9 y R10 y las figuras FR21, FR22, FR23 y FR24 de “Resultados”.

Los resultados obtenidos son susceptibles de tres interpretaciones. La primera, y
la mas categorica, nos llevaria a afirmar que no existe relacioén alguna entre el grado de
racemizacion del acido aspartico y la preservacion del material genético de una muestra
bioldgica antigua. Pudiera ser también que ambas variables estén relacionadas pero que
el valor de D/L Asp limite para la obtencion de secuencias auténticas fuera superior al
establecido por Poinar ef al. 1996. La tercera posibilidad es que, exceptuando las dos
muestras con un ratio D/L Asp superior a 0.1, ninguna de las restantes analizadas
contenga DNA enddgeno amplificable, por lo que las secuencias obtenidas no serian

enddgenas.
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La tercera de las hipdtesis planteadas resulta dificil de conciliar con los
resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, que —no hay que olvidar— han
superado un conjunto de criterios de autenticidad (véanse apartados 14 del capitulo
“Métodos” y 5.2.2. del capitulo “Resultados”). Independientemente de este hecho, una
revision de la bibliografia reciente, junto con los propios resultados del presente trabajo,
revela que el proceso de racemizacion del acido aspartico no es del todo conocido a dia
de hoy y que la tasa de racemizacion estd sujeta a una gran variabilidad y depende de
numerosos parametros medioambientales. Ambos factores nos mueven a cuestionar la
validez de esta técnica como método prospectivo de la preservacion del material

genético, y la examinaremos seguidamente en profundidad.

2.1.3.1.2.1. Variabilidad en la tasa de racemizacion

a. Variabilidad in vivo

Los tejidos de escaso furn over proteico —como los discos intervertebrales, la
materia blanca del cerebro, el cristalino del ojo o la dentina—, experimentan cierta
racemizacion in vivo. Ello ha sido aprovechado en el campo de la medicina forense para
estimar la edad en el momento de la muerte del individuo (MASTERS et al. 1977,
1978; GARNER et al. 1978; MAN et al. 1983; OGINO et al. 1985; FISHER et al.
1986; FUJII et al. 1989; OHTANI et al. 1990; OHTANI y YAMAMOTO 1991; RITZ-
TIMME et al. 1990, 2003). Con esta finalidad, la tasa de racemizacién ha sido estudiada

en los mencionados tejidos y comparados sus resultados.

Se ha constatado que existen diferencias en la tasa de racemizacion in vivo
asociadas al tipo de tejido dental analizado (esmalte, dentina, cemento...) (OHTANI et
al. 1995b, 2005). Incluso para un mismo tejido dental pueden darse diferencias en
funcién del tipo de pieza dental analizada (OHTANI er al. 2003) y de la region
muestreada dentro de una misma pieza dental (OHTANI 1997). Existe, ademads, cierta
disparidad en funcidn del tejido corporal analizado. Asi, el hueso presenta una tasa de
racemizacion mucho menor que la dentina (OHTANI 1998; PFEIFFER ef al. 1995a y
b). Entre diferentes especies, la tasa de racemizacion del Asp es también variable para
un mismo tipo de tejido; el Asp en dentina de rata racemiza diez veces mas rapido que

en dentina humana (OHTANI ef al. 1995a). Finalmente, las condiciones analiticas
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pueden influir en la tasa de racemizacién obtenida (COLLINS y GALLEY 1998),
especialmente cuando el tejido analizado es hueso (OHTANI 2002).

b. Variabilidad post-mortem

Cuando se trabaja con muestras arqueoldgicas, a los mencionados factores de
variacion in vivo debe afiadirse el efecto de la racemizacion post-mortem. Esta tltima —
imposible de predecir—, ejerce un efecto amplificador sobre las variaciones antes
aludidas relativas a la especie, tejido o fraccion del mismo estudiada, aumentando la

dispersion original.

Apenas hay documentacion acerca de los niveles de variacion de la tasa de
racemizacion asociados a la deposicidn. El estudio de racemizacion llevado a cabo en la
presente tesis doctoral permite cubrir el vacio existente a este respecto; no en vano
incluye muestras de diferentes ambientes, cronologias y tejidos. Nuestros resultados han

permitido detectar diversos niveles de variacidn de la tasa de racemizacion:

Nivel 1: En funcidn de la fraccion del diente analizada (dentina o diente total) para una
misma pieza dental de un mismo individuo.

En general el estudio de racemizacion en dentina produce resultados mas reproducibles
que el de otros tejidos, como el hueso (TORRES et al. 2002). La explicacién es que la
microestructura del hueso —especialmente del esponjoso— es mas sensible a la
infiltracién de componentes del suelo, que pueden acelerar la racemizacion o interferir

en las técnicas de analisis.

Nivel 2: Entre muestras de la misma antigiiedad y tejido procedentes de diferentes
yacimientos arqueoldgicos.

El grado de racemizacion post-mortem depende esencialmente de los factores
medioambientales del entorno del enterramiento, en particular de la temperatura y de la
presencia de agua (TORRES ef al. 2001), o el pH (OHTANI 1995). La historia térmica
del lugar es determinante sobre el proceso de racemizacidn, lo que podria explicar las
diferencias en las ratios D/L Asp observadas entre muestras de la misma antigiiedad y
tejido procedentes de diferentes yacimientos arqueoldgicos (Tabla R6 de

“Resultados™).
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Nivel 3: En el mismo yacimiento arqueoldgico y en un mismo tipo de tejido.

Las condiciones medioambientales de los yacimientos arqueolédgicos distan mucho de
ser homogéneas, de manera que los especimenes alli depositados experimentan
diferente exposicion al aire, contenido de agua, humedad, temperatura, etc, lo que puede
generar una variabilidad en los valores de racemizacién intra-yacimiento (Tabla R4 de
“Resultados™). Tal variabilidad, a su vez, puede estar asociada también a diferencias en
la antigliedad de las muestras, como sucede en el caso de Tell Halula, las cuales
proceden de diferentes niveles arqueoldgicos (fases) pertenecientes a un mismo periodo

cronoldgico-cultural (PPNB medio).

Nivel 4: En la misma fase del yacimiento arqueoldgico y en el mismo tipo de tejido
(Figuras FR4, FRS, FR6 y FR?7).

Llegado a este nivel —en el que todas las posibles causas de variacion han sido
eliminadas (tejido, yacimiento, nivel arqueoldgico...)—, las diferencias observadas sélo
pueden corresponder:

a. A la accion diferencial de los agentes medioambientales, causantes de una
preservacion diferencial de las muestras similar a la observada entre diferentes niveles.
b. Al efecto de las diferencias asociadas a la edad en el momento de la muerte del
individuo.

El nimero de muestras analizadas no han permitido averiguar definitivamente si hay
relacion entre las ratios de racemizacion de las muestras y las edades de los individuos

en el momento de la muerte —observada en las Figuras FR11 y FR12 de “Resultados™—.

Los resultados de racemizacion obtenidos por otros autores en muestras actuales
y forenses, y los de nuestras muestras arqueologicas revelan gran variacion de la tasa de
racemizacion. El trabajo de POINAR er al. 1996 carece de cualquier tipo de
estandarizacion en cuanto a especie, tejido o fraccion del mismo se refiere, por lo que
resulta dificil deducir si las diferencias entre las ratios de racemizacion observadas en ¢l
se deben a estas causas de variacion o reflejan el estado de preservacion del organismo.
La capacidad de recuperacién de informacion genética enddgena resulta, asimismo,
dificil de evaluar y de estandarizar, incluso entre muestras de la misma especie y
yacimiento arqueologico, tal como se ha puesto de manifiesto en la presente tesis
doctoral. El trabajo de POINAR et al. 1996 tampoco esta estandarizado en este sentido.

Por una parte, las regiones del DNA estudiadas por Poinar y colaboradores varian en
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funcidén de la especie analizada. Asi, en los especimenes no humanos se amplificé un
fragmento de 120pb del 12S rDNA mitocondrial o de 140pb del 16S rDNA
mitocondrial mientras que en los humanos se estudi6 un fragmento de 87pb de la HVRI
del mtDNA. A las diferencias en la eficiencia de amplificacion causadas por el tamafio
del amplicon se le suman las relativas al propio disefio de amplificacion (cebadores,
condiciones de amplificacidn...), lo que redunda en la dificultad de evaluar si el éxito —o
el fracaso— en la obtencidn de informacion genética esta relacionado con la eficiencia
del disefio experimental o con su estado de preservacion. El éxito en la obtencion de
informacion genética estd condicionado, también, por el nimero de intentos de
amplificacion realizados. En el estudio de POINAR ef al. 1996 el nimero total de
amplificaciones realizadas por extracto fue también variable. Finalmente, ninguno de
los especimenes que produjeron secuencias incluidos en este estudio es humano. Segun
POINAR et al. 1996 las muestras humanas que habian proporcionado alglin resultado se
excluyeron del analisis, dada la dificultad de reconocer en ellas la introduccidon de
contaminacion. Teniendo en cuenta la variabilidad metodoldgica de dicho trabajo cabria
plantearse, pues, hasta qué punto los resultados derivados de la misma son aplicables al
estudio de muestras humanas de diferentes épocas, tal y como se ha venido haciendo de

forma sistematica desde su publicacién.

2.1.3.1.2.2. Cinética de racemizacion del 4cido aspartico

El empleo de la racemizacidn del acido aspartico como método de screening del
contenido de DNA enddgeno amplificable de un resto antiguo, en POINAR et al. 1996,
parte del supuesto de que la tasa de racemizacion del acido aspartico, a pH neutro, es
casi idéntica a la tasa de depurinizacion del DNA (BADA et al. 1994). Para que esto sea
cierto es necesario asumir una cinética reversible de primer orden para la
transformacion de los isomeros L a los isomeros D del acido aspartico, en la que éstos
ultimos se acumulan proporcionalmente con el transcurso del tiempo (Figura FD1).
Segiin COLLINS ef al. 1999 este modelo, que describe el comportamiento del Asp in
vitro, difiere de su comportamiento dentro de la matriz proteica. La tasa de
racemizacion del Asp dentro de la proteina se caracteriza por presentar un primer
componente rapido seguido por una deceleracion (componente lento). Esto se debe a
que la sefial medida de acido aspartico (Asp) es la respuesta combinada de este

aminoacido y de la Asparagina (Asn), que en la proteina puede descomponerse a acido
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aspartico (Asp) a través de un residuo de Aminosuccinilo (Asu), como se describe en la
Figura FD2 modificada de COLLINS ez al. 1999. La tasa de formacion de Asu a partir
de Asn y Asp depende en gran medida de otros residuos de la cadena polipeptidica,

especialmente aquellos situados en posicion carboxi-terminal al Asp o la Asn.

Bajo este modelo, las tasas de racemizacion y de depurinizaciéon no pueden
equipararse por lo que el grado de racemizacion del acido aspartico en una muestra
arqueoldgica no tendria por qué indicar el estado de preservacion de su material
genético. En palabras de COLLINS et al. 1999 “la correspondencia entre la tasa de
racemizacion del acido aspartico libre (Asp) y el unido a la matriz de coldgeno en

dentina humana no es mds que una mera coincidencia’.

Asn

W

Kpras
DLAsp kDLAsu
-

D Asp L Asu > D Asu

KAj/ \ipm Km A

L Asp L iAsp D iAsp D Asp

y

A

L Asp

Figuras FD1 y FD2. Cinética de primer orden para Asp soluble in vitro (izquierda) y modelo propuesto para la
racemizacion del acido aspartico (Asp) y la asparagina (Asn) en proteina. Modificado de COLLINS ez al. 1999.

El modelo descrito permite predecir la tasa de racemizacidn en péptidos solubles
y en colageno desnaturalizado, pero no en su conformacién nativa (triple hélice), de lo
que se deduce que, de alguna forma, la estructura terciaria de la proteina “atenua” la
tasa de produccion de Asu y, consecuentemente, la tasa de racemizacion. Por lo general,
la medida de la tasa de racemizacidn en restos fosiles (6seos y/o dentarios) se estima en
la fraccion insoluble de la proteina (IC), formada mayoritariamente por colageno.
Basandose en el modelo propuesto, COLLINS et al. 1999 mantienen que la
racemizacion del acido aspartico dificilmente ocurre en la triple hélice de colageno por
debajo de su temperatura de desnaturalizaciéon (Tm coldgeno desmineralizado=68°C,
Tm coldgeno mineralizado=150°C). El incremento en D-Asp detectado en muestras
antiguas podria corresponder, por una parte, a aquella fraccion de las restantes proteinas

denominadas NCPs (Non-Collagenous Proteins) que permanece fuertemente asociada a
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la hélice de colageno, pasando a formar parte de la fraccién coldgeno insoluble (IC).
Otro porcentaje de la racemizacion observada en estos restos podria proceder de
regiones terminales parcialmente desnaturalizadas del colageno (telopéptidos) como
consecuencia de su degradacion. Segin este modelo hipotético, la degradacion de la
hélice de colageno provoca, consiguientemente, un incremento inicial del D-Asp como
resultado de la racemizacion de los telopéptidos y de las NCPs, que culmina con la
rotura de la cadena y el desprendimiento de las NCPs y los telopéptidos racemizados, y
su paso a la fraccion péptido soluble (SP). La pérdida de las NCPs y la completa
racemizacion del Asp de los telopéptidos provoca, finalmente, que se alcance un valor
consenso para todo el coldgeno mineralizado que puede mantenerse durante décadas o
siglos. Teniendo esto en cuenta, la ratio de racemizacion de un resto no tiene por qué
correlacionar necesariamente con su estado de preservacion. Asi, dos huesos con un
mismo grado de degradacion del colageno pueden proporcionar resultados diferentes de
racemizacion en funcidén de la fraccion de NCPs y telopéptidos desprendidos. En
consecuencia, el grado de racemizacidn del Asp en hueso y/o diente depende tanto de la

fraccion analizada (IC) como del grado de eliminacion de la fraccidn soluble (SP).

Esta hipotesis permite explicar las enormes diferencias observadas entre las
ratios de racemizacion de muestras del mismo yacimiento arqueoldgico (Tablas R4 y
R6 de “Resultados”), incluso de aquellas procedentes de una misma casa y fase
arqueoldgica no atribuibles a la diferente edad del individuo en el momento de la muerte

(Figuras FR4, FRS, FR6 y FR7 de “Resultados”).
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2.1.3.2. Cuantificacion de secuencias especificas de DNA mitocondrial

La cuantificacion del nimero de moléculas de DNA template presentes en un
extracto ha sido propuesto como método de prospeccion y como criterio de autenticidad
de los resultados obtenidos. Desde un punto de vista prospectivo, la cuantificacion de
secuencias especificas de un extracto proporciona una medida de la probabilidad de
éxito en su amplificacion y consecuente obtencidon de informacion genética, que permite
evaluar el esfuerzo a invertir. Desde una perspectiva de autenticidad, la cuantificacion
asesora de una forma bastante eficaz la “calidad” del DNA presente en la muestra.
Recientes estudios indican que si el nimero de copias de DNA template original en un
extracto es inferior al millar y alguna de ellas se encuentra modificada molecularmente,
el riesgo de que este “dafio molecular” aparezca en la secuencia final es muy elevado,
por lo que los resultados obtenidos son dificilmente reproducibles en la mayoria de los

casos (GILBERT et al. 2003a, 2003b).

Aunque en el presente trabajo la cuantificacidon se realizd posteriormente a la
obtencion de secuencias de mtDNA —a fin de autentificar los resultados obtenidos—, el
elevado nimero de extractos analizados de diferente procedencia y antigiiedad permite

evaluar la fiabilidad de esta técnica como método de prospeccion.

Todos los extractos que pudieron ser cuantificados mediante esta técnica (97)
revelaron que el numero original de copias de DNA template era superior a 107, lo que
en principio resulta compatible con la obtencién de informacion genética genuina a
partir de los mismos. De éstos, 93 fueron sometidos a alguna reaccidon de amplificacion,
obteniéndose algun tipo de secuencia en el 67.74% de los casos. En las 86 muestras en
las que se visualizd el resultado de la primera amplificacion, antes de proceder a su

reamplificacion, el 72% produjeron banda en el gel de agarosa.

En funcién de estos resultados, podriamos decir que la eficiencia de prediccidon
del disefio de cuantificacidn empleado en la presente tesis doctoral estd en torno al 70%.
Dicho de otra forma, en el 70% de los casos en los que el nimero de copias era superior
al millar pudo obtenerse de ellas algin tipo de resultado. Puesto que, al menos
tedricamente, la reaccién de PCR puede iniciarse a partir de una Unica copia de DNA

molde (RUANO er al. 1990), el 30% restante de extractos deberia de haber
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proporcionado algtin resultado positivo de amplificacion. Existen diversas razones que

permiten explicar la ausencia de amplificacion positiva en estos extractos.

En primer lugar es comun que los extractos de DNA antiguo presenten
moléculas inhibidoras de la PCR. La presencia de inhibidores fue testada en la mayoria
de extractos de DNA cuantificados (76.34%), pero no en todos. En el 69.23% de los
extractos en que fue medida la inhibicion y cuya eficiencia de amplificacion fue nula,
éstos presentaban algun tipo de poder inhibidor. De forma analoga, en el 58.82% de los
extractos en los que fue medida la inhibicion y de los que no pudieron recuperarse
secuencias, el extracto presentaba algun tipo de poder inhibidor. Asi pues, la inhibicion
de la amplificacion podria ser la responsable del fracaso en la amplificacion y/o
obtencion de secuencias de aquellos extractos que en principio presentan una cantidad
elevada de DNA. La amplificacion por Real Time PCR es mucho mas eficiente que la
amplificacion convencional, lo que podria explicar la obtencién de resultados de

cuantificacion en aquellos extractos con inhibidores.

Otro factor que explicaria la ausencia de resultados en los extractos con mas de
un millar de copias de DNA molde es el numero de intentos de amplificacion
realizados. El éxito en la amplificacidon estd condicionado por el nimero de ensayos
realizados. Como comentabamos al inicio del presente capitulo, en el disefio
experimental de la presente tesis doctoral se primo la obtencion de un niimero de
secuencias representativo para la consecucion de los objetivos planteados. Por ello se
trabajo preferentemente sobre extractos procedentes de los yacimientos que ya habian
proporcionado resultados, descartandose los que no los ofrecian tras uno o dos intentos.
La media de intentos de amplificacidon realizados en las muestras que no produjeron
ningun resultado de amplificaciéon ni de secuenciacion, es sensiblemente inferior al
realizado sobre las que dieron resultados (amplificacion: 2.76% vs 6.11%,
secuenciacion: 4.06% vs 6.93%). El aumento del numero de ensayos de amplificacion

en tales extractos hubiera conducido probablemente a la obtencion final de resultados.

El nimero de copias estimado en todos ellos es mas que suficiente para excluir

la posibilidad de reproduccion de dafio molecular en las secuencias recuperadas.
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Las secuencias obtenidas en la presente tesis doctoral fueron analizadas
minuciosamente, descartdndose las que exhibian inconsistencias entre diferentes
amplificaciones, las que coincidian con la secuencia de uno de los investigadores y las
que presentaban mas de una posicion con doble nucledtido. En 19 de los 63 extractos
cuantificados que produjeron alguna secuencia hubo que descartar alguna o todas las
secuencias recuperadas de los mismos (30.15%), por alguna de las razones ya
comentadas. En algunos casos, un elevado niimero de copias de DNA template de un
extracto puede ser indicador de contaminacion. Este es el caso del extracto de CA4,
cuyo numero de copias de DNA template es 10 veces superior al del resto de muestras
estudiadas y cuya secuencia final resulté ser igual a la del investigador que habia
realizado su extracciéon. Sin embargo, como esta técnica no distingue entre DNA
enddgeno y DNA contaminante, su empleo como unico método de deteccion de la

contaminacion no resulta recomendable.

La otras dos causas de exclusion de secuencias —la ausencia de reproducibilidad
de resultados en diferentes ensayos y la presencia de posiciones con doble nucledtido—,
pueden deberse bien a fenémenos de contaminacion durante la PCR o bien a la
presencia de dafio molecular en las cadenas de DNA femplate. En los extractos que
fueron cuantificados la segunda de estas posibilidades podria ser descartada. La
ausencia de amplificacién en los blancos de extraccion permite excluir, hasta cierto
punto, que todas o parte de las moléculas de DNA estimadas en la cuantificacién
correspondan a DNA contaminante. Por lo tanto, la explicacidon mds parsimoniosa del

origen de estas secuencias es la contaminacidn puntual durante la PCR.

Los resultados de cuantificacion revelan un excelente estado de preservacion de
la mayoria de los extractos analizados. Sin embargo, hay que tener en cuenta que éstos
no fueron seleccionados al azar, sino que se escogieron preferentemente los que habia

suministrado secuencias, con objeto de verificar la autenticidad de éstas.

Nuestros resultados demuestran, ademas, que la cuantificaciéon de secuencias
especificas por Real Time PCR es un método efectivo de prospeccion y de
asesoramiento de autenticidad. Si el numero de copias es inferior a 1000 deberia
descartarse la muestra, o bien realizarse extracciones y amplificaciones multiples y

clonar su resultado para obtener una secuencia consenso. Si el nimero de copias es
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superior al millar existe una elevada probabilidad de obtener secuencias auténticas con

un namero limitado de ensayos, en ausencia de inhibidores.

La ventaja de la cuantificacion por Real Time PCR, frente a otros disefios
experimentales de cuantificacion, reside en que el material cuantificado es el mismo que
servird de molde en la amplificacion, por lo que el valor predictivo y de asesoramiento
de la calidad del DNA resulta mucho més exacto. La principal desventaja del disefio
planteado —como ya hemos comentado— es que no distingue entre DNA contaminante y
DNA enddgeno. La cuantificacion simultanea de regiones de diferente tamafio —como la

propuesta por ALONSO ef al. 2004— podria ser una solucion a este problema.
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2.1.4. Evaluacion de la influencia de ciertas variables en la obtencion de resultados

El éxito o el fracaso en la obtencion de resultados en muestras antiguas puede
venir determinado por el estado de la muestra —preservacion y/o moléculas inhibidoras—,
por el disefio experimental, o por un efecto combinado de ambos. La adecuacion del
protocolo al estado de las muestras es de extrema importancia, lo que se consigue
basicamente con experiencia. Precisamente, la falta de adecuacion del protocolo al
estado de las muestras puede llevar al fracaso inicial en la obtencidn de resultados; pero
la insistencia y la mejora del protocolo genera, a su vez, mejoras especificas

encaminadas a revertir dicho fracaso.
2.1.4.1. Variables que afectan a la preservacion del DNA

Entre las variables que pueden tener una influencia significativa en la
preservacion del DNA destacan la naturaleza de la muestra estudiada (hueso, diente,

tejido blando...), su procedencia, y su antigiiedad.

2.1.4.1.1. Tipo de muestra

A diferencia de lo observado en otros estudios, en este trabajo no se constatan
diferencias significativas en la eficiencia de amplificacion entre hueso y diente. Ahora
bien, dado que Unicamente se estudiaron 5 huesos, el resultado podria deberse a un
efecto muestral. En cuanto a los dientes —fuente de DNA mayoritaria en este trabajo—,
los resultados indican que los gérmenes dentales presentan una eficiencia de
amplificacion significativamente menor que las piezas emergidas, sean éstas deciduales
o definitivas. Entre las diferentes piezas dentales la mayor eficiencia corresponde a los
caninos y la menor a los molares, siendo especialmente baja la eficiencia asociada al

segundo molar. Sin embargo la eficiencia del M3 esté entre las mas altas del conjunto.

Una primera hipétesis para tratar de explicar estas diferencias podria ser la
existencia de relacién entre el tamafio de la pieza dental y la cantidad de DNA
recuperado. La explicacién no resulta del todo satisfactoria pues, aunque en los
gérmenes la cantidad de polvo de hueso obtenida es 16gicamente mucho menor que en

las piezas emergidas, la cantidad empleada para la extraccion es siempre la misma
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(0.6g) (Tabla R1 de “Resultados”). Ademas, no explica por qué el segundo molar
presenta una eficiencia de amplificacion tan baja si su tamafio es igual o superior al de

otras piezas dentales.

Otra interpretacion podria ser la preservacion diferencial del material genético
en las distintas piezas dentales. Tales diferencias pudieran estar relacionadas con un
comportamiento diferencial de las piezas dentales en el registro fosil, y en relacidn,
también, con su anatomia. Un ejemplo: al ser la superficie externa de los molares mayor
que la del resto de piezas dentales debido a la presencia de doble raiz, la superficie de
contacto con el entorno lo es también. Ello aumenta las probabilidades de
contaminacion superficial y de adherencia de moléculas del suelo con poder inhibidor.
El espacio entre las raices es, asi mismo, dificil de limpiar con la arenadora, lo que
aumenta el riesgo de co-extraccion de moléculas inhibidoras en este tipo de piezas
dentales. Nuestros resultados muestran que ni el porcentaje de contaminacion ni el de
inhibicion de los molares son significativamente mayores que los del resto de piezas
dentales (Tabla D4). El porcentaje de contaminaciéon —numero de reacciones de
amplificacién cuyo blanco dio resultado positivo de amplificacion respecto al nimero
de reacciones totales— del M2 es similar al de las otras piezas, y su porcentaje de
inhibicién —nimero de extractos con poder inhibidor repecto al nimero de extractos
totales— es sensiblemente superior aunque no significativo. Esta hipotesis, por tanto,

tampoco serviria, por si misma, para explicar los resultados obtenidos.
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Tabla D4. Porcentajes de amplificacion, contaminacion e inhibicion de cada tejido, tipo de diente y pieza
dental. % amplificacién y contaminacién: respectivamente, nimero de reacciones de amplificacion que
produjeron resultado positivo en ausencia de contaminacion y nimero de reacciones de amplificacion cuyo
blanco dio resultado positivo de amplificacion respecto al numero de reacciones totales. % inhibicidon: nimero
de extractos con poder inhibidor respecto al nimero de extractos totales. E/C= Cociente eficiencia de
amplificacion / contaminacion. E/I= Cociente eficiencia de amplificacion / inhibicion.

Criterio Tejido % Amplificacion % Contaminacién % Inhibicién E/C E/N
. Diente 17.57 25.00 64.44 0.70 0.27
Tejido
Hueso 22.22 37.21 66.67 0.60 0.33
Decidual 25.76 17.50 50.00 1.47 0.52
. . Definitivo 17.33 25.93 46.67 0.67 0.37
Tipo diente
Germen 9.80 20.31 0.00 0.48 0
Raiz - - 44.83 - -
C 21.52 25.82 37.50 0.83 0.57
I 18.4 22. . .81 34
Pieza dental (1) 8.49 > 55.00 08 03
M 15.69 25.75 40.00 0.61 0.39
P 16.30 23.30 61.54 0.70 0.26
C 21.52 25.82 37.50 0.83 0.57
I 13.64 25.42 50.00 0.54 0.27
12 22.86 22.22 50.00 1.03 0.46
. Ml 11.22 23.44 36.36 0.48 0.31
Pieza dental (2)
M2 7.27 27.63 55.56 0.26 0.13
M3 21.43 36.36 0.00 0.59 0
P1 22.73 26.67 66.67 0.85 0.34
P2 17.39 30.30 33.33 0.57 0.52

Otra posibilidad apuntada por otros autores (MONTIEL 2001) sugiere que las
discrepancias observadas son debidas a que en cada tipo dental se recupera una
proporcion distinta de los diferentes tejidos dentales. Con el procedimiento de
extraccidn empleado en el presente trabajo se han colectado todas las fracciones del
diente exceptuando, probablemente, el esmalte y el cemento, los cuales, en la mayoria
de los casos, son eliminados en la fase de limpieza externa por la arenadora. Los tejidos
que contienen DNA en el diente son la pulpa dental, los procesos odontoblésticos de la
dentina, los canales accesorios y el cemento celular. La preservacién del DNA en cada
uno de los mencionados tejidos atin no ha sido estudiada, pero podrian haber diferencias
en la cantidad y calidad del DNA contenido en cada una de tales fracciones. MONTIEL
2001, plantea que si el DNA mejor preservado se encuentra en la cavidad pulpar, el
reducido tamafio de ésta en los molares —respecto al resto de piezas dentales— pudiera
explicar la disminucién en la eficiencia cuando se trabaja con este tipo de diente. Este
argumento explicaria la reduccion en la eficiencia asociada al empleo de M1 y M2. La

fusion de las raices y en algunos casos del canal radicular en el tercer molar permitiria
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comprender la alta eficiencia de amplificacion que experimenta el DNA extraido del

tercer molar.

2.1.4.1.2. Procedencia

Hemos hallado diferencias significativas en las eficiencias de amplificacion
entre las muestras de diferentes yacimientos arqueoldgicos. Estos resultados sugieren
que el material genético se preserva mejor en unos yacimientos que en otros, al ser
también distintas las condiciones medioambientales —humedad, temperatura,

composicidn de sales, pH, etc—.

Por otra parte, la baja eficiencia de amplificacion detectada en algunos
yacimientos podria deberse a la presencia de moléculas inhibidoras de la PCR en los
extractos (Tabla DS y Figura FD3). De hecho, algunos yacimientos con baja eficiencia
de amplificacion tienen también elevado porcentaje de inhibicion (Toledo, Sant Pau,
Caldeirdo, Muge, Garai...). Igualmente, en otros yacimientos —como Tell Ramad o
Nerja— la elevada eficiencia de amplificacion cursa con un bajo porcentaje de extractos
con inhibidores. Sin embargo, en Abauntz, Dj’ade, Mari y Tres Montes, a pesar de
existir un porcentaje muy elevado de extractos con inhibidores, las eficiencias de
amplificacion son muy elevadas. Este ultimo resultado sugiere que el éxito en la
amplificacion depende, probablemente, de la relacidon entre la cantidad y calidad del
DNA template y la cantidad de inhibidores del extracto. Cuando esta relacidn es elevada
—a favor de la calidad y cantidad del DNA molde— resulta posible revertir el poder

inhibidor mediante el analisis de diversas alicuotas de una misma muestra.

Ademas de la evidente relacion causal entre el porcentaje de inhibidores de un
yacimiento y la eficiencia de amplificacién de sus muestras, la asociacidon encontrada en
el presente estudio entre ambos factores por separado y la procedencia de la muestra
podria indicar que existe una relaciéon mas profunda entre ellos. Una explicacion es que
los mismos factores que provocan la degradacién del material genético fueran también

responsables de la generacion de moléculas inhibidoras.
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Tabla DS. Eficiencia de amplificacion y porcentajes de contaminacion y de extractos con inhibidores
por yacimiento. Los yacimientos en que no se visualizd el resultado de la primera reaccion de
amplificacion han sido eliminados, para facilitar la comparacion entre los diferentes porcentajes. E/C:
Ratio eficiencia de amplificacion/porcentaje de contaminacion; E/I: Ratio eficiencia de amplificacion
/ porcentaje de extractos con inhibidores.

Procedencia % Amplificacion % Contaminacion % Inhibicion E/C E/1
Abauntz 24.59 42.45 62.50 0.58 0.39
Acikli 23.08 31.58 33.33 0.73 0.69
Amir Abdallah 0 40 0 0 -
Atxuri 0 28.57 33.33 0 0
Caldeirdo 11.11 25 66.67 0.44 0.16
Dj’ade 37.04 20.59 100 1.80 0.37
Garai 0 60 71.43 0 0
Mari 28.75 20.79 100 1.38 0.28
Muge 0 25.71 100 0 0
Nerja 40 54.55 20 0.73 2
Sant Pau 0 0 100 0 0
Tell Halula 11.81 0.69 12 17.12 0.91
Tell Ramad 26.67 31.82 0 0.84 o0
Toledo 6.67 37.50 100 0.18 0.06
Tres Montes 17.11 7.32 66.67 2.34 0.25
Total 15.12 28.44 57.79 2.61 0.26

Figura FD3. Porcentajes de amplificacion e inhibicion por yacimiento. No se incluyen los
yacimientos en los que no se visualizd el resultado de la primera PCR. AB: Abauntz; AC: Acikli;
AA: Amir Abdallah; ATX: Atxuri; CA: Caldeirdo; DJ: Dj’ade; GA: Garai; MA: Mari; MU: Muge;
NE: Nerja; SP: Sant Pau; TH: Tell Halula; TR: Tell Ramad; TO: Toledo; TM: Tres Montes.

100
——  [OEficiencia
90+ ; .
amplificacion
80+ H % Extractos con

inhibidores
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AB AC AA ATX CA DJ GA MA MU NE SP TH TR TO TM

Algunos autores han propuesto que los inhibidores podrian ser compuestos del
suelo, como hierros, taninos, acidos humicos o fulvicos (HAGELBERG y CLEGG
1991; COOPER 1992; TUROSS 1994). El efecto degradador de tales compuestos sobre
el DNA no ha sido demostrado. Es mas, se ha postulado que una elevada concentracion

de acidos humicos favorece la preservacion de los tejidos blandos, pues actuan
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inhibiendo las enzimas responsables de la degradacion (CRECCHIO y STOTZKY
1998). Un factor que favorece tanto la degradacion como la inhibicidn es la humedad
del enterramiento, la cual acelera, por una parte, los procesos hidroliticos y
paralelamente permite que las substancias orgéanicas del sedimento penetren en el resto,
incrementando asi la probabilidad de que el extracto contenga moléculas inhibidoras. El
exceso de humedad en la cueva de Caldeirdo, préxima a la desembocadura de un rio
(ZILHAO 1993), en la cueva de Atxuri, dénde existen multiples filtraciones de agua a
través del techo (BARANDIARAN 1964), y en los concheros mesoliticos de Muge,
localizados en los margenes del rio Tajo (ZILHAO 1993), podria explicar la presencia
del alto porcentaje de extractos con inhibidores en las muestras de estos yacimientos asi
como la degradacién del material genético de los restos alli depositados. E
inversamente, las condiciones climatologicas de alta temperatura y baja humedad
detectadas en los yacimientos de Siria (Tell Halula y Tell Ramad) y Malaga (Nerja)
podrian haber favorecido la preservacion del material genético, ademas de impedir la
generacion de moléculas inhibidoras. La estructura del yacimiento arqueoldgico —en
forma de “Tell” caracteristico de Tell Halula y Tell Ramad— quizd haya contribuido
también. Estos yacimiento son sucesiones de estratos, facilmente identificables,
formados por los restos de las casas de los distintos momentos ocupacionales del
hombre (MOLIST ef al. 1996). En Tell Halula y Tell Ramad los difuntos eran
enterrados en tumbas individuales en el interior del suelo de adobe de la propia casa. Al
ser ésta reconstruida en el siguiente nivel de ocupacion se formaba un compartimento
estanco alrededor del enterramiento, quedando el cadaver aislado y protegido de los

factores medioambientales, incluyendo los potenciales inhibidores del suelo.

Otra posibilidad que explicaria las asociaciones eficiencia-yacimiento e
inhibicion-yacimiento seria que los inhibidores fueran moléculas resultantes de la
degradacion del DNA. Ciertos autores han sugerido que los subproductos de los
procesos enddgenos de descomposicion del resto bioldgico —como porfirinas o
productos de Maillard (PAABO 1989)- e incluso el propio dafio molecular del DNA
(ROGAN y SALVO 1990a), ejercen un poder inhibidor sobre la reacciéon de
amplificacion. De ser las moléculas inhibidoras subproductos de degradacioén orgénica,
cabria esperar la existencia de una relacion directa entre la inhibicion y otros
indicadores de degradacioén, como la racemizacién de aminoacidos. La variabilidad de

la tasa de racemizacidn dificulta establecer a partir de qué valores de D/L Asp puede
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considerarse que un resto ya estd degradado. Por ello, para tratar de comprobar esta
hipotesis aquellos extractos en los que fue medida la capacidad de inhibicién fueron
clasificados en base a su ratio D/L Asp de dos formas, considerando como limite de
preservacion el valor de D/L Asp=0.1 (Comparacion 1) y el valor medio D/L Asp de

todas las muestras (Comparaciones 2 y 3). Los resultados se muestran en la Tabla D6.

En la primera de las comparaciones hay asociacion entre el incremento de la
ratio D/L Asp y la presencia de inhibidores en los extractos. Sin embargo, en la segunda
y tercera la relacion es inversa i.e. el incremento en la ratio de racemizacion del Asp
conlleva una disminucion de la presencia de moléculas inhibidoras. La falta de
estandarizacion de la técnica de racemizacion impide saber si su aparente correlacion
con la presencia de inhibidores es debida a que, efectivamente, los inhibidores son
subproductos de degradacion orgdnica o se trata de una asociacidn espurea. Una
interesante via de investigacion a este respecto seria el andlisis de estos extractos con
inhibidores mediante HPLC o Cromatografia de Gases, y la comparacion de su patron

cromatografico con el de aquellos subproductos de degradacidon con poder inhibidor.

Tabla D6. Valores absolutos y porcentuales de extractos con inhibidores en diferentes intervalos de D/L Asp.
Comparacion 1: Valor de corte de preservacion D/L Asp=0.1; Comparaciones 2 y 3: Valor de corte de preservacion:
media de las ratios D/L Asp de las muestras. En los individuos en que se estimd la ratio D/L Asp en diferentes
fracciones, se consideran el valor menor (comparacion 2) y el valor mayor (comparacién 3).

Comparacion D/L Asp Extractos con  Extractos sin Total % Extractos
inhibidores inhibidores con inhibidores
<0.1 0 4 4 0
1 >0.1 8 15 23 34.78%
Total 8 19 27 42.10%
<Valor medio 8 11 19 42.10%
2 >Valor medio 0 8 8 0%
Total 8 19 27 29.62%
<Valor medio 6 9 5 40%
3 >Valor medio 2 10 12 16.6%
Total 8 19 27 29.62%
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La baja eficiencia de amplificacion del yacimiento de Amir Abdallah no puede
ser explicada por la presencia de inhibidores, por lo que pudiera estar relacionada con
una escasa preservacion del material genético. Sin embargo, los restos alli enterrados
experimentaron cierto grado de momificacidon natural por las condiciones
medioambientales (TRANCHO 1986). Muy posiblemente la baja eficiencia observada

de las 4 muestras estudiadas se deba a un efecto muestral.

Si el nivel de preservacion del material genético dependiera exclusivamente del
entorno de deposicion, todas las muestras de un mismo yacimiento deberian presentar
un estado de preservacion similar. Sin embargo, nuestros resultados indican que dentro
de un mismo yacimiento hay diferencias individuales en la eficiencia de amplificacion y
en la presencia o no de inhibidores en los extractos (Tabla D3), que deben ser
atribuidas a las caracteristicas de cada individuo. Un factor a tener en cuenta seria la
edad del individuo en el momento de la muerte. Se sabe que el aumento de la edad del
individuo conlleva una reduccion de la cavidad pulpar y de los procesos odontoblésticos
dentales. Si, como comentdbamos antes, el material genético extraido procediera
principalmente de estas regiones, la cantidad y calidad del DNA en los individuos de
mayor edad seria peor que en los jovenes. Por otra parte, la permeabilidad del esmalte
disminuye con la edad del individuo, lo que conferiria a los dientes de los individuos de
mas edad mayor resistencia a las condiciones medioambientales y a la penetracion de
las moléculas inhibidoras. La ubicacién del individuo dentro del yacimiento podria,
asimismo, influir en su preservacidn por ser las distintas localizaciones de un
enterramiento un mosaico de condiciones microambientales —diferente exposicion al

aire, humedad, contacto con corrientes subterraneas de agua, etc.—.

2.1.4.2. Procedimiento experimental

Las modificaciones introducidas durante la presente tesis doctoral se refieren
exclusivamente a la fase de amplificacion. Entre las condiciones ensayadas de efecto
decisivo en la obtencidn de resultados, esta el disefio de cebadores empleado, que —ya se
ha comentado— tuvo que ser adaptado a las caracteristicas de las muestras para satisfacer
los objetivos planteados. El empleo de una polimerasa con actividad correctora de
errores (Taq Expand High Fidelity de Roche®™) en lugar de una polimerasa convencional

(Taq de Biotools®™) supuso una ligera disminucién (estadisticamente no significativa) en
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la eficiencia de amplificacion. Esta desventaja se vié contrarrestada por el hecho de que
la Tag Expand presentaba una tasa de contaminaciéon un 50% menor que la Tag
convencional. El resultado, a nuestro modo de parecer, justifica el empleo de una

polimerasa de bajo error en muestras de DNA antiguo.

En nuestro estudio no se logré la amplificacién de fragmentos de tamafio
superior a 150 pares de bases, lo que viene a corroborar las observaciones de otros
autores acerca de que el material genético de muestras antiguas estd muy fragmentado
(ALONSO et al. 2004). Los resultados sugieren que la imposibilidad de recuperar
fragmentos de elevado peso molecular a partir de muestras antiguas es un hecho
generalizado, que cuenta con pocas excepciones. Ello induce a pensar que los
mecanismos responsables sean la fragmentacion y/o la modificacion oxidativa, las
cuales son independientes del entorno y dificiles de detener. Una explicacion pudiera

ser que tuvieran lugar durante las primeras fases de deposicion del organismo.
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2.1.5. Valoracion general de la autenticidad de los resultados obtenidos

Desde un punto de vista metodoldgico, podria decirse que la esencia de los
estudios de DNA antiguo reside en la demostracion de la autenticidad de los resultados
obtenidos. De hecho, en la mayoria de los casos, el esfuerzo y el presupuesto empleado
en la aplicaciéon de los denominados —y cada vez mas numerosos— “criterios de
autenticidad” excede sobremanera aquel destinado a la obtencion de resultados. A pesar
de ello, la experiencia ha demostrado que el empleo sistematico de todos y cada uno de
los criterios de autenticidad no garantiza tampoco la genuidad de los resultados

obtenidos.

Svante Pdidbo comenta, en su revision de 2004, que una buena manera de romper
el escepticismo existente en torno a los resultados de los estudios de DNA antiguo —
especialmente sobre aquellos de los que se han derivado conclusiones de gran impacto—,
seria la publicacion junto, con ellos, de todos los resultados de los criterios de
autenticidad aplicados (amplificacion de los controles, clonacion, cuantificacion,
informacion genética del personal de laboratorio...). Desgraciadamente existe una
tendencia —promovida en parte por las propias revistas de impacto— a mencionar
superficialmente el seguimiento (con €xito) de los criterios de autenticidad y a centrar el
articulo sobre los resultados obtenidos. Desde nuestro punto de vista, el progreso de la
disciplina del DNA antiguo pasa por profundizar en las causas que contribuyen al
fracaso o al éxito en la obtencidn de un resultado mas que por pretender analizar
ejemplares cada vez mas antiguos, mas polémicos o mas escasos. Es muy importante
subrayar que en el presente trabajo se ha pretendido ofrecer una vision en detalle de la
tecnologia del DNA antiguo, enfatizando sobre la posibilidad de recuperar informacién
genética endogena a partir de restos de gran antigiiedad e intentando al mismo tiempo

comprender los “fracasos” que la acompafan.

Los criterios de autenticidad empleados en este trabajo podrian dividirse en
cuatro apartados cuya efectividad pasaremos a comentar con detalle:
- Precauciones técnicas
- Pruebas prospectivas
- Pruebas de deteccion de la contaminacion

- Sentido filogenético
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2.1.5.1. Precauciones técnicas

Pretenden evitar o minimizar la introduccion de DNA contaminante durante el
procedimiento experimental. Sin embargo, es general la experiencia de que es muy
dificil lograrlo, como evidencia la contaminacion en algunos casos de los controles
experimentales. La solucion pasa por extremar las medidas de precaucién en las fases de
extraccion y amplificacion, como hemos comprobado durante el desarrrollo de este

trabajo.

2.1.5.2. Pruebas prospectivas

Estas pruebas pretenden evaluar el estado de preservacion del material genético
de la muestra, bien indirectamente mediante el analisis de otras biomoléculas del

mismo, o de forma directa estudiando el propio DNA.

Respecto a las medidas indirectas, en este trabajo se optd por emplear el método
mas “popular” dentro del campo del DNA antiguo: la racemizacion del 4cido aspartico.
Sin embargo, como ya se ha mostrado con detalle —en el apartado 2.1.3.1. de este
mismo capitulo— la ratio de racemizacion del Asp no es un buen indicador del estado de

preservacion de un resto, como se concibid inicialmente.

La evaluacion directa del estado de preservacion del material genético se realizod
mediante la cuantificacién de secuencias especificas de DNA por Real Time PCR. Su
ventaja sobre otros métodos de cuantificacion es que permite detectar exactamente
aquellas cadenas de DNA diana de amplificacion. Ahora bien, es preciso ser cautos en
la interpretacidon de los resultados puesto que la presencia de moléculas inhibidoras en
los extractos puede propiciar la aparicion de falsos negativos, de la misma manera que
la contaminacién puede originar falsos positivos. Para la deteccion del primer tipo de
artefacto una sencilla prueba de inhibicion puede resultar suficiente. La segunda
situacion resulta, no obstante, mucho mds preocupante puesto que la contaminacion
durante la Real Time PCR resulta muy dificil de identificar porque en este caso los

productos de amplificacion no se secuencian.

594



Discusion

La estima del nimero de copias iniciales de DNA template supone una medida
directa del estado de fragmentacioén del material genético. Si el nivel de fragmentacion
es muy elevado existiran muy pocos fragmentos del tamafio de amplificacion deseado y
el numero de moléculas estimado sera bajo. El método orienta, ademas, acerca de la
probabilidad de reproducir en la secuencia final el dafio molecular presente en las
cadenas de DNA molde. Tedricamente, si el nimero inicial de éstas supera el millar
dicha probabilidad es insignificante (GILBERT et al. 2003b). Es lastima que, en el
presente trabajo, no se pudieran cuantificar mediante este método todos los extractos de
los que se obtuvo algun tipo de informacidn genética (90), sino inicamente 65. En 63 de
ellos el namero de copias de DNA template estimado era superior al millar, mientras
que en los dos restantes no hubo resultado de amplificacion, probablemente por la
presencia de inhibidores en los extractos. Asi pues, tedéricamente, en los 63 primeros
extractos el material genético estaba bien conservado y poco fragmentado y el efecto de
la reproduccion del dafio molecular, en las secuencias obtenidas a partir de los mismos,

puede considerarse negligible.

2.1.5.3. Deteccion de la contaminacion

Bajo este nombre se han reunido un conjunto de criterios orientados a detectar la
contaminacion e identificar su fuente en la medida de lo posible. Este apartado incluye
ciertos criterios “clasicos” como la introduccion de controles experimentales en las
fases de extraccion y amplificacion, la replicacion de los experimentos, o la clonacion
bacteriana de los productos de amplificacién, ademds de otros empleados

especificamente en la presente tesis doctoral.

2.1.5.3.1. Contaminacién detectada en los blancos

El andlisis en paralelo —junto con las muestras de controles o blancos que
contienen todos los reactivos necesarios para el proceso (extraccion o amplificacion)—,
se ha empleado tradicionalmente para detectar la introduccion de DNA contaminante en
el experimento en cuestion. Las muestras procedentes de un grupo de extraccidon o
amplificacion que mostraban un resultado positivo de amplificacion en los respectivos
controles, eran sistematicamente descartadas, asumiendo que ésta habria afectado

también al conjunto restante ¢ invalidando los resultados.
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En un estudio de DNA antiguo las muestras son habitualmente escasas y los
procedimientos para la obtencion de informacidn genética a partir de ellos costosos —
metodoldgica y econdémicamente hablando—, por lo que la supresion de informacién
debe de estar debidamente justificada. En el presente trabajo se pudo comprobar que la
amplificacion de los controles de extraccion junto con las muestras puede producir
falsos positivos de amplificacion en aquéllos. El resultado viene a sugerir que la
aparente contaminacidn de extraccion detectada en los experimentos anteriores era una
contaminacion producida durante la amplificacion, en algunos casos —los menos— por el
investigador 11 y en la mayoria por carry over. Teniendo esto en consideracion las
secuencias obtenidas de las muestras de los grupos de extraccidn aparentemente
contaminados (Tablas R31 y R32 de “Resultados™) no se descartaron. Las muestras
amplificadas junto con los controles de extracciéon (Tabla R33 de “Resultados™), en
cambio, fueron suprimidas por considerarse que se habria producido contaminacidon

durante la reaccion de amplificacion.

El analisis de la secuencia de los controles de amplificacion y de extraccion —
considerando que la contaminacion de estos ultimos fue introducida durante Ia
amplificacion—, revela que Unicamente 4 (40%) de los 10 controles secuenciados
presentan la secuencia del investigador I1. EIl 60% restante corresponde a secuencias
artefactuales o procedentes de carry over. Sélo coincidian con la secuencia de su
respectivo control, las secuencias de las muestras de dos de los mencionados grupos de
amplificacion. El resultado sugiere que la contaminacidén de los controles es mas un
fenémeno puntual que el reflejo de una contaminacién generalizada, lo que a su vez
compromete la fiabilidad de los controles, puesto que al eliminarse las muestras de los
grupos de amplificacion —supuestamente contaminados— se eliminan probablemente
secuencias auténticas. En la mayoria de los casos, las amplificaciones de las muestras
procedentes de grupos de amplificacion y/o extraccion contaminados no se secuencian
por falta de presupuesto, ya que estos resultados no se aceptan en la comunidad
cientifica. La publicacion de este tipo de resultados seria del mayor interés, pues

permitiria una mayor comprension de las vias de la contaminacion.
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2.1.5.3.2. Contaminacién no detectada en los blancos

La ausencia de contaminacion en los controles o blancos experimentales es una
condicidn necesaria pero no suficiente para garantizar la autenticidad de los resultados
obtenidos. Ello se evidencid en este estudio en las muestras que —a pesar de no exhibir
bandas de amplificacion en sus respectivos controles—, manifestaron la presencia de
DNA contaminante de uno de los investigadores (I12) en la secuencia final (Tabla R43

de “Resultados”).

2.1.5.3.2.1. Contaminacidn previa al analisis

Los controles experimentales no permiten la deteccion de la contaminacion
actual producida con anterioridad a los analisis. Las fuentes de contaminacion mas
probables en este caso son el personal arqueoldgico que participa en la excavacion y en
la limpieza de las muestras asi como el personal antropoldgico encargado de su examen.
En los casos de muestras provenientes de museos, las potenciales fuentes de
contaminacion se multiplican. La contaminacidon puede introducirse en las muestras a
través de células epidérmicas descamadas, por aerosoles de la respiracion o por el sudor
de las manos. La erosioén de la capa externa de la muestra con la arenadora suele bastar
para eliminar esta fuente de contaminacion. Se ha demostrado, sin embargo, que en

algunos casos este tratamiento puede ser insuficiente (MALMSTROM et al. 2005).

La unica forma de controlar este tipo de contaminacion es disponer de la
secuencia del fragmento que se desea estudiar en quienes estuvieron en contacto con las
muestras, lo que en muchos casos resulta imposible. Idealmente, deberia ser el propio
investigador quien recogiera la muestra en la excavacion y la depositara en un recipiente
estéril hasta su andlisis. Una alternativa util consistiria en instruir al personal de la
excavacion con unas sencillas medidas para la recogida, tratamiento y almacenamiento
de las muestras destinadas a los estudios de DNA. Algunas de las mas importantes

podrian ser:

- Seleccionar en la medida de lo posible piezas limpias y sin fisuras y exhumarlas en
primer lugar.

- Trabajar con guantes y mascarilla durante la exhumacion y procesado de la muestra.
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- Emplear para ello instrumental limpio y a poder ser desechable.

- Secar el material himedo en una habitacién aislada antes de guardarlo, para evitar la
proliferacion de microorganismos.

- No limpiar el material excavado pues el agua y otras sustancias —si no estan
convenientemente tratadas— pueden arrastrar DNA contaminante o llegar a inhibir la
reaccion de amplificacidn si penetran en el interior de la muestra.

- Depositar la pieza una vez seca en el interior de recipientes estériles.

La excavacién de las muestras de los yacimientos de Tell Halula, Tell Ramad,
Acikli y Dj’ade fue realizada bajo la supervision de uno de los investigadores de nuestro
laboratorio con amplia experiencia en el campo del DNA antiguo. En la mayor parte de
los casos, las muestras fueron seleccionadas en la propia excavacidn, etiquetadas y
enviadas directamente al laboratorio. El conjunto restante fue analizado por un
antropdlogo (A2), cuya secuencia se comparo con las de las muestras mencionadas. Un
50% de los extractos que produjeron secuencias auténticas proceden de estos

yacimientos y en ninguno de ellos se detecto la secuencia de los dos expertos.

Respecto a los demas yacimientos —por lo general excavados hace ya una
generacion— no se dispone de informacion del conjunto de personas que pudieron estar
en contacto con los restos y resulta imposible saber si alguno de los tipos mitocondriales
individuales encontrados pueden corresponder a algunos de ellos. Sin embargo, de
haberse producido una contaminacion generalizada por una Unica fuente se esperaria un
exceso de linajes de un solo tipo en cada yacimiento. Esta posibilidad puede descartarse
dadas las diversidades intra-yacimiento encontradas. Contribuye a reforzar esta
conclusion la singularidad de muchas de las variantes mitocondriales recuperadas, poco

o nada frecuentes en las poblaciones europeas actuales.

2.1.5.3.2.2. Contaminaciones puntuales

Las fuentes mas usuales de contaminacidon durante el proceso experimental son
el personal de laboratorio y los amplicones de anteriores reacciones de amplificacion
que, en forma de aerosoles, pueden flotar en el ambiente y mezclarse con algunas de las
muestras en fase de extraccion y/o amplificacion. Otro fenomeno similar es el traspaso

de informacion genética entre muestras, habitualmente del mismo grupo de
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amplificacion, también en forma de aerosoles. Ambos procesos de contaminacién —en
nuestro caso entre muestras antiguas—, reciben el nombre de efecto carrier o carry over
en inglés. Tedricamente, ambas fuentes de contaminacion pueden ser detectadas en los
controles de extraccion y amplificacion. Sin embargo, existe la inquietante posibilidad
de que ésta se produzca de forma puntual sobre algunas de ellas sin afectar a los
controles. Teniendo en cuenta que, en un mismo grupo de extracciéon y amplificacion, se
introducen habitualmente mas muestras que controles, existird mayor probabilidad de

que la contaminacién afecte a las primeras pasando inadvertida a los segundos.

Si la fuente de contaminacion es el investigador o investigadores, su deteccion
pasa por la comparacion de sus secuencias con aquéllas obtenidas de las muestras, tal y
como se procedid con las muestras contaminadas durante la extraccion por el
investigador 12. El hecho de que la secuencia del investigador 11 sea idéntica a la
secuencia consenso complica el proceso de deteccidn, pues si €sta es la mas comun en
las poblaciones actuales es de esperar que también lo fuera en la poblacion antigua, si
asumimos que la composicion genética de ambas es equiparable. La proporcion
observada de este haplotipo en la poblacion antigua y la esperada —teniendo en cuenta la
frecuencia del CRS en la poblacion actual— es muy similar (Tabla D7) lo que induce a
descartar a priori una contaminacion generalizada de las muestras por el investigador 11
no detectada en los controles. Una de las posibilidades planteadas en el examen de las
secuencias obtenidas es que, en los casos en los que la secuencia directa presenta
posiciones con doble nucledtido —uno igual a la secuencia consenso y el otro diferente—,
los cambios pertenezcan al DNA enddgeno y la secuencia consenso al investigador I1.
Esta posibilidad puede examinarse sumando estas secuencias a aquéllas iguales a la
consenso en el conjunto antiguo, volviéndolas a comparar con la frecuencia esperada
para este haplotipo en la poblacion antigua. En la Tabla D7 se detallan las frecuencias
observadas y esperadas del haplotipo del investigador 11 (CRS) en la poblacion antigua,
considerando 1) Unicamente las secuencias idénticas a la secuencia consenso (primera
fila), 2) las idénticas a ésta mas las que presentaban todas las posiciones mutadas
ambiguas (segunda fila), y 3) las idénticas a CRS mads las que presentaban todas las
posiciones mutadas ambiguas y que no fueron eliminadas tras la aplicacion de los

criterios de autenticidad (Tabla R62 de “Resultados™).
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Tabla D7. Frecuencias absolutas, observada (F. Obs.) y esperada (F.Esp), del haplotipo del investigador I1 (CRS) en el conjunto de
secuencias antiguas obtenidas y cociente entre ambas (Obs/Esp). 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. Se incluye también la
probabilidad (P) del “Test de Fisher”. (*) Diferencias significativas entre frecuencia observada y esperada de acuerdo con este test.

Numero de Secuencia completa Primer segmento Segundo segmento
secuencias F. F. Obs/Esp P Fisher F. F. Obs/Esp P Fisher F. F.  Obs/Esp P Fisher
Obs. Esp. Obs.  Esp. Obs.  Esp.

CRS 3 6 0.5 - 25 19 1.31 0.3612 20 32 0.62 0.0586
CRS+dobles 6 183 02859 35 19 184  00086* 31 32 096 1
nucledtidos
CRS+dobles
nucleotidos 5 6.38 0.78 1 29 18.96 1.52 0.1072 23 32 0.71 0.1894

final

Sélo se detectan diferencias significativas entre las frecuencias observada y
esperada del haplotipo de I1 en el primer segmento cuando se incorporan aquellas
secuencias con doble nucleétido. Este resultado viene a sugerir que, probablemente, una
parte de las secuencias con dobles nucledtidos del primer fragmento proceden del
investigador I1. Sin embargo, esta contaminacién no tiene efectos sobre el conjunto
final puesto que, una vez eliminadas aquellas secuencias “sospechosas”, no aparecen
diferencias significativas entre las frecuencias de CRS observadas y esperadas en

nuestras secuencias antiguas.

La contaminacion producida por carry over entre muestras resulta muy dificil de
identificar pues las fuentes de origen pueden ser multiples. Para su deteccién en la

presente tesis doctoral se propusieron los siguientes criterios:

1. Si la muestra contiene DNA endogeno amplificable, apareceran dobles nucleotidos en
aquellas posiciones en la que las que éste y el DNA procedente de anteriores
amplificaciones difieran; y la clonacion revelarda mas de un tipo mitocondrial. Esta
posibilidad, en cambio, resulta dificil de distinguir de la contaminaciéon por el
investigador I1.

2. Si se acepta la posibilidad de que los amplicones mas recientes tienen mayor
probabilidad de sobrevivir a los procesos de limpieza e irradiacion con luz UV de las
superficies e instrumental técnico, la comparacidon de la secuencia obtenida con las de
series proximas de amplificacion y reamplificacién puede ayudar a detectar la fuente
contaminante de origen.

3. Si la contaminacioén por carry over se produce al azar y se asume que todos los
amplicones a priori tienen la misma probabilidad de contaminar, la probabilidad de que

se introduzca contaminacion de una misma fuente en los dos segmentos de DNA
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analizados serd muy pequefia. El andlisis de la concordancia entre el primer y segundo
segmento —comprobando la frecuencia de los respectivos haplotipos parciales y del
haplotipo completo en la humanidad actual- puede ayudar a la deteccion de
contaminaciones por carry over, siempre y cuando las fuentes de origen sean muy
dispares. Este criterio sélo resultara efectivo en los casos en que la frecuencia del

haplotipo parcial contaminante en la poblacion actual sea muy baja o nula.

La Tabla D8 muestra que los haplotipos completos recuperados de las muestras
antiguas que estan representados en la base de datos de poblaciones actuales tienen, a su
vez, sus haplotipos parciales representados. Esto sucede inicamente en el 63.15% de los
casos (12 de 19) en los haplotipos completos ausentes de la citada base de datos. Se
deduce que —en estos casos— uno de los dos fragmentos —presumiblemente el que no
aparece en la base de datos—, no es enddgeno. En los 7 casos en los que uno de los dos
fragmentos no aparece representado en la base de datos, éste presenta posiciones con

doble nucleotido.

Tabla D8. Representacion en la base de datos de poblaciones actuales de los haplotipos completos en
los que se pudo recuperar la informacion de los dos fragmentos de la HVRI del mtDNA.

Numero de haplotipos Solo un fragmento presente Dos fragmentos presentes  Total

completos (1+2) en la base de datos en la base de datos
Presentes en la base de datos 0 21 21
Ausentes en la base de datos 7 12 19

Esta ultima observacion concuerda con el primero de los criterios expuestos para
la deteccion de secuencias procedentes de contaminacion por carry over. La Tabla D9
muestra que, entre los haplotipos no representados en la base de datos de secuencias
actuales, existe una mayor proporcioén de secuencias con posiciones ambiguas que entre
los haplotipos que si estan representados. Por tanto es razonable pensar que las
secuencias con posiciones ambiguas en las que no existe concordancia entre ambos
segmentos —uno esta representado en la base de datos y el otro no— pueden tener su

origen en una contaminacion por carry over.
Las secuencias correspondientes al primer fragmento de AB14 y AB15 cumplen

las tres sugerencias expuestas por lo que probablemente su origen se deba a

contaminacion por carry over.
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Tabla D9. Numero de haplotipos parciales (primer o segundo segmento) con y
sin posiciones ambiguas representados y no representados en la base de datos
de poblaciones actuales.

Numero de haplotipos Con dobles Sin dobles Total
parciales nucleétidos nucleétidos
Presentes en la base de datos 11 92 103
Ausentes en la base de datos 8 4 12

La dificultad para distinguir una contaminacién por carry over de una
contaminacion puntual del investigador I1 en las secuencias con posiciones ambiguas,
complica la evaluacién de la incidencia de ambos tipos de contaminacidn en el presente
estudio. La unica forma de distinguir entre ambos es la clonacién de los productos de
amplificacion, criterio especialmente recomendado cuando la secuencia consenso

muestra mas de una posicion con doble nucledtido.

El examen detallado de las secuencias de los clones de los productos de
amplificacion permite realizar una estima de los niveles globales de contaminacion
puntual no detectada que podria haber en el conjunto de secuencias de este trabajo. De
los 25 productos de amplificacién clonados, 3 exhibieron una secuencia igual a la del
investigador 11, los correspondientes a los clones DJ1-1.1, TR14-1.3, 2NE-2.2 y 2NE-
2.3. En 2 de estos productos de amplificacion, alguno de los clones presentd un
haplotipo diferente al de la secuencia consenso no atribuible a errores de la polimerasa
(clones DJ1-2.5 y TOI1-1.4). De acuerdo con estos resultados, el porcentaje de
contaminacion no detectada en las secuencias directa seria de un 20%; de éste 20%; un
12% procedente del investigador I1; y el 8% restante debida al efecto carrier. Si
consideramos, ademads, que los casos en que la secuencia directa presenta mutaciones —
posteriormente no confirmadas en los clones— se deben, también, a contaminacién por
carry over, el porcentaje no detectado de esta ultima ascenderia al 24%, siendo la

contaminacion total no detectada de un 36%.

Si suponemos que la probabilidad de contaminacion puntual es la misma para
una muestra que para un blanco, el porcentaje de contaminacion de estos tltimos podria
servirnos también de indicador de la magnitud de dicha contaminacion sobre las
muestras. Los resultados indican que la contaminacion durante la PCR oscila entre un

25.56% y un 35.2%, dependiendo de si se trata, respectivamente, de una primera o una
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segunda reaccion de amplificacion. Este rango es muy similar al estimado a partir de los

resultados de clonacion (20-36%).

Si se asume que estos calculos reflejan realmente el porcentaje de contaminacion
puntual no detectada en los blancos debemos plantearnos cual es su impacto sobre el
conjunto de secuencias obtenidas. Dicho de otra forma ;cudn efectivos son los criterios
de validacion empleados en la presente tesis doctoral para la deteccion de este tipo de

contaminacion? Vamos a intentar responder a esta cuestion.

Mediante la aplicacion de los criterios de autenticidad mencionados en el

apartado 14 del capitulo “M¢étodos” fueron eliminadas las secuencias que mostraban:

- Inconsistencias entre diferentes amplificaciones: 20/155=12.9%
- Coincidencia con uno de los investigadores: 20/155=12.90%
- Mas de una posicion ambigua: 5/155=3.2%

- Secuencias modificadas mediante la clonacion: 8/155=5.16%

Lo que hace un total de 38.80% de secuencias eliminadas, un valor muy similar
a la contaminacién no detectada en los blancos que esperariamos encontrar de acuerdo
con los calculos. Ahora bien ;hasta qué punto el porcentaje de secuencias eliminadas se
corresponde con el porcentaje de secuencias realmente contaminadas? Si excluimos la
posibilidad del efecto del dafio molecular sobre las secuencias obtenidas —de acuerdo
con las estimas obtenidas de cuantificacién—, y asumimos que todos los errores de las
secuencias se deben a contaminacion de uno u otro tipo, este porcentaje bien podria

reflejar el conjunto de secuencias con contaminacion no detectada en los blancos.

2.1.5.4. Sentido filogenético

El “sentido filogenético” trata de establecer hasta qué punto los resultados
obtenidos se ajustan a un modelo de variabilidad esperado, definido por la informacion
disponible acerca del espécimen objeto de andlisis. Cuando se trabaja con especies
diferentes a la humana este criterio cobra especial relevancia en la distincidon entre DNA
enddgeno y DNA contaminante, resultando obligado que la secuencia obtenida guarde

obvia mayor relacion con los miembros de su especie —o de especies proximas— que con
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otras no relacionadas filogenéticamente, especialmente con la especie humana, principal

fuente de contaminacion.

En el analisis de las poblaciones humanas antiguas se emplea, habitualmente,
como marco de referencia su variabilidad genética en la actualidad. Sin embargo, cabria
plantearse hasta qué punto la estructura genética de las poblaciones actuales es
indicativa de la variabilidad de una poblacién del pasado. En el caso que nos ocupa, eso
solo seria cierto si suponemos que la diversidad de las poblaciones europeas actuales
llegd a Europa durante el Paleolitico Superior y ha sufrido escasas modificaciones desde
entonces. Esta hipotesis, planteada desde la genética de poblaciones actuales, es uno de
los objetivos de la presente tesis doctoral, por lo que, desde nuestro punto de vista, su

empleo como criterio de autenticidad no esta justificado.

El hecho de que desconozcamos la variabilidad que deberia presentar una
poblacion del pasado hace atin mas dificil la distincion entre DNA contaminante y DNA
enddgeno. Para que fuera factible cabria determinar la variabilidad esperada si todos los
resultados obtenidos procedieran de eventos de contaminacion, lo que depende
esencialmente del nimero y origen de las fuentes contaminantes. Si la contaminacion se
produce por el personal de laboratorio o el personal arqueoldgico/antropoldgico, es de
esperar que las secuencias presenten una variabilidad reducida. La alta diversidad de las
secuencias obtenidas permiten descartar una contaminacién generalizada a partir de

estas fuentes.
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2.2. Objetivos filogenéticos y poblacionales

2.2.1. Comparacion mediante métodos estadisticos y filogenéticos de la poblacion

antigua entre si y con otras poblaciones actuales.

El analisis comparativo realizado entre las secuencias de mtDNA antiguas
obtenidas y un conjunto de secuencias de 38 poblaciones actuales de Europa, Préximo

Oriente y Africa, incluye 5 niveles:

- Indices de diversidad

- Estadistica (andlisis de cluster)

- Composicion de haplotipos y haplogrupos

- Distancias genéticas (distancia de Reynolds) y reconstrucciones filogenéticas
basadas en distancias: Neighbor Joining, UPGMA y Fitch-Margoliash

- Arboles filogenéticos basados en haplotipos: UPGMA, Neighbor-Joining y

Median Joining Network

Las tres reconstrucciones filogenéticas elaboradas a partir de la distancia de
Reynolds muestran que las tres poblaciones antiguas (“Paleolitico”, “Neolitico de
Proximo Oriente” y “Neolitico de la Peninsula Ibérica”) se encuentran distanciadas del
resto de poblaciones actuales y muy proximas entre si. Esa divergencia evidencia la

peculiar composicidon genética de las tres poblaciones antiguas.

La distancia de REYNOLDS et. al. 1983 tiene en cuenta la frecuencia de los
diferentes haplotipos dentro de cada pareja de poblaciones comparadas. Cuando un
haplotipo estd presente tan sélo 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. Segin nuestros datos, las
poblaciones 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 antiguas estudiadas se diferencia a grandes rasgos del conjunto de
poblaciones actuales para esta distancia. Por ejemplo: la poblacién antigua “Peninsula

Ibérica” tiene un porcentaje elevado de haplotipos no representados en el resto de
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poblaciones (43%). La frecuencia de sus restantes haplotipos en el conjunto de
poblaciones actuales oscila entre 0.1 y 0.3% y so6lamente un individuo presenta el
haplotipo mayoritario actualmente (CRS). Aunque alejada, la poblacion “Neolitico de
Proximo Oriente” presenta unos valores de distancia mas cercanos a las poblaciones
actuales que las otras dos poblaciones antiguas. La explicacion es que el porcentaje de
haplotipos unicos (41.6%) de esta poblacidon se ve compensado con la presencia de la

misma proporcion de linajes comunes en las otras poblaciones (41.6%).

La mayor similitud general de las tres poblaciones antiguas entre si, respecto a
las poblaciones actuales, queda reflejada también en el andlisis estadistico. Llama la
atencion, por otra parte, la afinidad entre la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” y

la poblacion actual de Kurdistan.

En las reconstrucciones filogenéticas realizadas a partir de la informacion de los
haplotipos, las secuencias antiguas se mezclan con el conjunto de secuencias actuales de
la base de datos. La mayoria de secuencias no representadas se ubican en los arboles
dentro de clusters determinados y, en algunos casos, se intuyen relaciones cercanas
entre estos haplotipos unicos y ciertos haplotipos actuales. Ello indica que, a pesar de
las evidentes diferencias entre las poblaciones antiguas y las actuales ambas proceden

de un pool genético comun.

2.2.1.1. Proximo Oriente

En el grupo de poblaciones actuales estudiadas, solo las procedentes de Proximo
Oriente presentan tanto elevada diversidad haplotipica (%k, H) como nucleotidica (%v,
T, T,). La gran variabilidad de las poblaciones de Proximo Oriente actuales —en
contraposicion a la escasa diversidad de la mayor parte de las poblaciones europeas— ha
sido documentada ya por otros autores (MACAULAY et al. 1999a; RICHARDS et al.
2000). La mencionada gran diversidad se debe a que muchas de estas poblaciones
presentan un elevado nimero de haplotipos tnicos. Los indices de variabilidad basados
en haplotipos obtenidos para la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” indican que
dicha variabilidad estaba ya presente en el Neolitico. Sin embargo, el nimero medio de
diferencias por parejas y la diversidad nucleotidica de esta poblacion son sensiblemente

inferiores a los de las poblaciones actuales de la misma regién geografica, lo que
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sugiere que el tipo y frecuencia de los linajes mitocondriales que caracterizan a ambas

poblaciones son diferentes.

La poblacién “Neolitico de Proximo Oriente” tiene Unicamente 5 de sus 13
haplotipos (38.46%) representados en alguna de las poblaciones actuales de la misma
regidn geografica. El resto de los linajes tampoco aparecen en poblacidon europea actual
alguna. Tan sdlo el haplotipo de la muestra 2H20 esta, hoy en dia, representado en dos
individuos africanos: un Yoruba y un Senegalés (WATSON et al. 1997 ; SALAS et al.
2002). Podria tratarse, por tanto, de lineas extintas o presentes en muy baja frecuencia
en las poblaciones actuales. El resultado viene a sugerir que desde el Neolitico se ha
producido un cambio sustancial en las variantes mitocondriales de Proximo Oriente.
Muchas de estas variantes, sin embargo, pueden relacionarse de forma mas o menos
directa con otras descritas en poblacion actual, lo que viene a reiterar el origen comun

de las poblaciones actual y antigua de esta region.

En cuanto a la composicion de haplogrupos en la poblacion “Neolitico de
Proximo Oriente” estan presentes unicamente 2 de los 6 haplogrupos mas frecuentes
representados en la mayoria de poblaciones actuales de esta misma regién geografica:
H, J, T, K, U3 y X (Tabla D11). Dos de las tres secuencias no clasificadas dentro de
esta poblacion antigua —las correspondientes a las muestras de DJ1 y H12—, pudieran
pertenecer al haplogrupo T si se considera que la sustitucidon diagndstico 16126C ha
retromutado. Si asi fuera, este haplogrupo apareceria representado con una frecuencia
de 14.28%, muy similar a la que exhibe la poblacién actual de Siria. La ausencia de los
otros tres haplogrupos puede ser debida a tres causas:

1. A un sesgo causado por el reducido numero de secuencias que pudieron obtenerse de
la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente”.

2. A la pérdida de estos haplogrupos en las poblaciones antiguas de Proximo Oriente
por procesos de deriva genética.

3. A un cambio en la composicion genética de las poblaciones de Proéximo Oriente

desde el Neolitico.

En cuanto a la primera de las hipdtesis planteadas, es ciertamente reducido el
numero de secuencias utilizado para calcular las frecuencias de haplogrupos de la

poblacién “Neolitico de Proximo Oriente”. Ahora bien, si afiadimos, al conjunto de
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secuencias completas, las secuencias parciales obtenidas en los yacimientos que
conforman esta poblacidn, su tamafio muestral pasa a incrementarse significativamente.
Este subconjunto de secuencias no fue incluido en el computo final de haplogrupos,
pues la mayoria carecia de posiciones diagndstico en la region secuenciada, que
impedian su asignacion a un haplogrupo concreto. Sin embargo, por la ausencia en tales
secuencias de ciertas de las “sustituciones diagndstico”, puede descartarse su
pertenencia a determinados haplogrupos. Unicamente 3 de los 10 haplotipos parciales
de la poblacidon “Neolitico de Préximo Oriente” pueden pertenecer al haplogrupo J
segun la base de datos de secuencias actuales. Teniendo en cuenta el porcentaje de estos
haplotipos que en esta base de datos pertenecen al haplogrupo J puede calcularse su
probabilidad de atribucién a dicho haplogrupo (Tabla D10). Multiplicando la
probabilidad por el numero de secuencias con este haplotipo en la poblacion “Neolitico
de Préximo Oriente”, puede calcularse la frecuencia esperada del haplogrupo J en esta
poblacién. Los calculos indican que el nimero de secuencias esperadas, pertenecientes
al haplogrupo J en la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” seria de 0.5717, lo que
supondria una frecuencia global del haplogrupo J, en esta poblacion de 1.78%. Esa
frecuencia es muy inferior a las que presenta este haplogrupo en las poblaciones
actuales de Proximo Oriente. Empleando el mismo célculo, las frecuencias estimadas de
los haplogrupos U3 y X en la muestra “Neolitico de Proximo Oriente” serian de 0.01 y

0 respectivamente.

Tabla D10. Probabilidad de pertenencia de los haplotipos parciales de la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente” a
los haplogrupos J, U3 y X atendiendo a su frecuencia en la base de datos de poblaciones actuales. Se sefiala con un
guion el fragmento que falta. F.obs: Frecuencia observada, F.esp: Frecuencia esperada, % esp: porcentaje esperado.

Haplotipo parcial F. Haplogrupo J Haplogrupo U3 Haplogrupo X
obs.

% base F.esp. % esp. % base F.esp. % esp. % base F.esp. %
datos datos datos esp.

CRS- 4 0 0 0 2.19 035 0.0109 0 0 0

224C- 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

-327T 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

-304C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-294T,304C,320T 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-293C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-261T,278T,294T,309G 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-CRS 4 11 0.44 1375 0 0 0 0 0 0

-311C 3 439  0.1317 0411 0 0 0 0 0 0

Total 0.5717 1.78 035  0.0109 0 0 0
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Respecto a la segunda explicacion planteada, la distribucion de las diferencias
por parejas (Mismatch Distribution) de la poblacion “Neolitico de Proximo Oriente”,
aunque no se ajusta al modelo de expansién subita de ROGERS y HARPENDING
1992, probablemente por efecto del tamafio muestral, muestra un indice de irregularidad
de Harpending compatible con dicho modelo. Ello sugiere que es improbable que esta
poblacion haya perdido tres haplogrupos por deriva génica, aunque no permite descartar
este supuesto del todo al desconocerse su historia pasada. Por otra parte, y como
veremos a continuacioén, los haplogrupos virtualmente ausentes en la poblacidon
“Neolitico de Préximo Oriente” han sido propuestos como marcadores de la expansion
neolitica, lo que induce a pensar que dicha ausencia tiene que ver con la naturaleza de
esta expansion. Este hecho y el elevado numero de haplotipos no representados
actualmente en esta poblacién parece apoyar la existencia de un cambio en la

composicidn genética de las poblaciones de Proximo Oriente desde el Neolitico.

La elevada frecuencia del haplogrupo K en la poblacion “Neolitico de Proximo
Oriente” contrasta con su baja frecuencia en la mayoria de las poblaciones actuales de
esta region geografica (AL-ZAHERY et al. 2003). Las poblaciones de Kurdistan y el
grupo Druso de Israel ostentan las mayores frecuencias de este haplogrupo en la zona.
Otra poblacidn para la que se ha documentado una elevada frecuencia del haplogrupo K
son los judios Ashkenazi (BEHAR et al. 2004). La peculiar estructura genética de esta
ultima poblacidén ha sido interpretada como signo de un cuello de botella reciente,
seguido por un periodo prolongado de deriva genética (BEHAR et al. 2004; SLATKIN
2004; FRISCH et al. 2004).

De los 5 haplotipos compartidos entre la poblacion neolitica y las 5 poblaciones
actuales de Proximo Oriente comparadas, dos de ellos pertenecen al haplogrupo K: el
nodo ancestral 16224C-16311C y el derivado 16224C-16311C-16366T. El primero de
ellos se encuentra distribuido por toda Europa. El segundo es, sin embargo, exclusivo de
la poblacion Drusa de Israel, donde representa un 50% de los haplotipos pertenecientes
al haplogrupo K. La probabilidad de que dos poblaciones cronoldgicamente tan alejadas
compartan un haplotipo tan poco frecuente es muy baja, por lo que resulta l6gico pensar
en una filiacion por via materna entre el grupo Druso y la muestra neolitica analizada.
El tercer haplotipo de la poblacién neolitica de Proximo Oriente perteneciente al

haplogrupo K —el nodo ancestral 16224C—, se encuentra, hoy en dia, en las poblaciones
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europeas de Grecia, Toscana, Sicilia, Noruega, Francia, Pais Vasco y Galicia pero no en
Proximo Oriente. Su presencia en esta region durante el Neolitico sugiere que pudo
desaparecer de esta region geografica como consecuencia de procesos de deriva

genética.
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Tabla D11. Frecuencias minima y maxima de los principales haplogrupos mundiales en las poblaciones actuales de Europa, Proximo
Oriente y Africa y en las poblaciones antiguas: Paleolitico (PAL), Neolitico de la Peninsula Ibérica (NEPI), Neolitico de Proximo Oriente

(NEPO) y Mari.

Haplogrupo Subcluster

Poblaciones actuales

Poblaciones antiguas

m g O >

HV

L1

L2
L3

M1

Pre-HV

Enx =

HV1

J*
J1
12
13

Lla
Llb
Llc
L1d
Lle
L1f
Ll1i

L3a
L3*
L3b
L3c
L3e

Nla
Nl1b
Nlc

T*
Tl
T2
T3
T5
T4

U*
Ul
u3
U4
us
ué
u7

Préximo

Europa Oriente Africa PAL NEPI NEPO MARI Total
Pen. Ibérica Total
Min Mix Min Max Min Max Min Maix
0.00 0.00 0.00 046 0.00 227 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1.85 0.00  2.65 0.00 2.78 0.00 070 0.00 0.00 7.14 0.00 2.86
0.00 0.00 0.00 241 0.00 556 0.00 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 0.53 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
26.67 69.57 26.67 69.57 11.36 42.86 0.00 13.35 20.00 20.00 2143 16.67 20.00
26.67 6522 333 6522 943 4286 0.00 12.65 20.00 20.00 2143 16.67 20.00
0.00 1875 0.00 48.00 0.00 2.00 0.00 1.25 0.00 0.00  0.00 0.00 0.00
0.00 1.82 0.00 6.52 0.00 943 0.00 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 6.67 0.00 11.86 0.00 11.32 0.00 292 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
370 1333 0.00 1875 3.57 25.00 0.00 3.75 20.00 20.00 0.00 16.67 11.43
0.00 6.52 0.00 11.76 3.57 694 0.00 1.67 20.00 20.00 0.00 0.00 8.57
0.00 1333 0.00 1333 0.00 1591 0.00 1.25 0.00 0.00 0.00 16.67 2.86
0.00 6.25 0.00 6.25 0.00 4.17 0.00 1.41 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 023 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 3.70  0.00 370  0.00 227 11.48 100.00 0.00 20.00 0.00 0.00 5.71
0.00 0.00 0.00 217 0.00 227 0.00 31.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 3.70  0.00 370  0.00 0.00 0.00 890 0.00 20.00 0.00 0.00 571
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 44.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6842 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 476 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 0.00 0.00 000 0.00 042 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 31.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 3.70  0.00 370  0.00 227 0.00 2529 000 30.00 7.14 16.67 14.29
0.00 3.70  0.00 5.88 0.00 4.17 0.00 46.43 20.00 0.00 7.14 16.67 8.57
0.00 370  0.00 5.88 0.00 4.17 0.00 44.05 20.00 0.00 7.14 16.67 857
0.00 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1.09  0.00 1.09 0.00 0.00 0.00 8.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 238 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 047 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 6.67  0.00 6.67 0.00 2.27 0.00 5.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 3.85 0.00 377  0.00 1.67  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 3.85 0.00 1.39  0.00 1.19  0.00 0.00  0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 270 0.00 357 0.00 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 1.96  0.00 1.89  0.00 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1.82 0.00 7.78 0.00 9.09 0.00 458 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 6.67 0.00 6.67 000 227 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1091 0.00 13.51 3.57 14.00 0.00 8.33 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 364 0.00 11.54 0.00 4.5 0.00 1.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 6.67  0.00 6.67 000 6.00 0.00 458 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1.85 0.00 5.88 0.00 2.00 0.00 1.17  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1.85 0.00 5.63 0.00 0.00 0.00 328  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 222 0.00 5.08 0.00 2.27 0.00 042 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 2.00  0.00 1.39  0.00 042 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
13.04 26.67 588 4556 1591 32.14 0.00 1030 0.00 10.00 3571 3333 2286
0.00 20.00 0.00 20.00 0.00 17.86 0.00 234 0.00 10.00 3571 0.00 17.14
0.00 1.09 0.00 1.61 0.00 556 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 6.25 0.00 6.25 0.00 566 0.00 042 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 6.25 0.00 9.68 5.56  14.00 0.00 1.67  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1250 0.00 12.50 0.00 2.78 0.00 0.70 0.00 0.00 0.00 3333 5.71
0.00 1556 0.00 4556 0.00 4.00 0.00 4.45 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 11.11 0.00 11.11 0.00 4.55 0.00 2.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 4.00 0.00 3.77 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 12,50 0.00 1250 0.00 556 0.00 070 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.09 6.67 0.00  6.67 2.00 22.64 0.00 1.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00  0.00 1.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 1296 0.00 12.96 0.00 10.00 0.00 7.08 40.00 0.00 2143 0.00 14.29
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La poblacion “Neolitico de Préximo Oriente destaca, también, por la elevada
frecuencia de linajes pertenecientes a haplogrupos africanos, concretamente L2 y L3.
La presencia de lineas mitocondriales originarias del Africa Subsahariana en las
poblaciones actuales de esta region geografica ha sido puesta de manifiesto en diversos
estudios (AL-ZAHERY et al. 2003; RICHARDS et al. 2003, 2000, 1998;
MACAULAY et al. 1999a).

El porcentaje de estas lineas en poblaciones actuales de Préoximo Oriente es
variable, siendo superior en las poblaciones arabes (9-34%) que en las no arabes (>5%),
y se ha relacionado con un flujo génico desde Africa durante los ultimos 2500 afios
(RICHARDS et al. 2003, 2000). Su presencia ya en tiempos neoliticos atestigua que el
flujo génico entre Africa y Proximo Oriente es mas antiguo y, probablemente, se haya

venido produciendo de forma continuada desde el Paleolitico.

El haplotipo de la muestra 2H20 (16223T-16261T-16278T-16294T-16309G) no
ha sido descrito en el actual Proximo Oriente. En nuestra base de datos aparece s6lo en
un individuo de la poblacién de Africa del Oeste, perteneciente a la tribu Yoruba
(WATSON ef al. 1997). En el trabajo de SALAS ef al. 2002 aparece también en otro
individuo de Africa del Oeste, perteneciente al grupo Senegalés. El haplotipo ancestral
16223T-16278T-16294T-16309G se encuentra actualmente en poblaciones africanas del
Norte y del Este asi como en el oeste, centro y sur del Africa Subsahariana (SALAS et
al. 2002). En Oriente Préximo, el haplotipo ha sido descrito so6lo en un individuo de
Siria (RICHARDS et al. 2000). Segiin SALAS et al. 2002 es posible que el haplogrupo
L2a —en el que se incluyen estas lineas—, se hubiera extendido desde Africa Central
hacia Africa del Este y del Oeste durante el Gltimo maximo glacial (LGM) hace
aproximadamente 20000 afios. Sin embargo, como estos autores reconocen, su
antigiiedad podria ser mayor. Estas expansiones antiguas pudieran haber llevado sus
variantes a Proximo Oriente y a otras regiones europeas. Posteriores expansiones
habrian borrado de Eurasia la huella de las antiguas dispersiones africanas. La presencia
de derivados directos del nodo 16223T-16278T-16294T-16309G en el yacimiento
calcolitico navarro de Tres Montes —muestras 1TM2, 1TM6, TM11- y probablemente

también en Abauntz (AB14) resultan, en principio, consistentes con esta hipdtesis.
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El otro haplogrupo de ascendencia africana representado en la poblacion
neolitica de Préximo Oriente es L3a. El linaje 16223T — presente en una muestra de esta
poblacién y perteneciente al subgrupo L3*—, es mayoritario actualmente en Africa del
Este. En la base de datos del conjunto de poblaciones de Proximo Oriente, este
haplotipo solo consta en un individuo de Turquia. Se cree que dicho linaje y sus
derivados fueron los primeros componentes de la expansion fuera de Africa, por lo que
su presencia en Proximo Oriente, durante el Neolitico, puede ser traza de las
expansiones antiguas, o bien fruto del flujo genético posterior desde Africa del Este a

esta region.

En el calculo de frecuencias de haplogrupos se introdujo la poblacién “MARI” —
una cuarta muestra antigua no utilizada en el resto de comparaciones—, con muestras del
célebre yacimiento arqueologico del mismo nombre. La antigua ciudad de Mari esta
situada en la misma regiéon que los yacimientos que forman nuestra muestra neolitica de
Proximo Oriente. Aunque cronoldgicamente posterior a ¢éstos, es, sin embargo,
contemporanea de los yacimientos calcoliticos de la Peninsula Ibérica aqui estudiados.
Ademas del interés de esta poblacion en si misma — la villa de Mari fue, en su momento,
el enclave més importante del eje comercial del Eufrates— su analisis nos permitira
profundizar, por una parte, en la evolucidn de las poblaciones de Siria desde el Neolitico
hasta la actualidad y, por otra, contextualizar la variabilidad de las poblaciones post-

neoliticas.

A pesar del reducido numero de secuencias completas obtenidas de este
yacimiento, pudo detectarse en ellas el haplogrupo J, ausente en la muestra neolitica de
Préximo Oriente y, en cambio, presente en la actualidad en esta regién geografica. El
haplotipo de la muestra 3MAI11 es Unico en nuestra base de datos de secuencias
actuales, aunque por algunas posiciones diagnostico puede clasificarse en el subcluster
J1a. El haplotipo mitocondrial que més se le asemeja filogenéticamente —situado en la
base del subhaplogrupo Jla—, ha sido detectado en diversas poblaciones europeas
actuales pero no en Préximo Oriente. A pesar de ello, ciertos autores atribuyen el
origen de esta variante a esta ultima region geografica, de donde habria pasado a Europa
con la expansion démica del Neolitico. Esta cuestion se analizard en el siguiente

apartado del presente capitulo.
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La muestra de Mari difiere, también, de la poblacién actual de Oriente Proximo
por la ausencia de los haplogrupos U3 y X, si bien el efecto muestral puede ser la causa.
Destacan, por otra parte, dos linajes pertenecientes al haplogrupo U4, poco comun
actualmente en las poblaciones de Oriente Proximo y distribuido, sin embargo, en
poblaciones del Norte de Europa y del Caucaso. Su presencia en Mari hace, al menos,
4500 afios da pistas sobre su origen o paso por Proximo Oriente, como se deduce de su

distribucion actual (RICHARDS et al. 2000, 1998).

2.2.1.2. Peninsula [bérica

La poblaciéon “Neolitico de la Peninsula Ibérica” tiene mayor diversidad
nucleotidica que las actuales poblaciones ibéricas de Catalufia, Pais Vasco, Galicia y
Portugal. La diversidad haplotipica, en cambio, es similar y muy reducida en todas ellas.
Estos resultados reflejan, por una parte, la presencia de haplotipos compartidos dentro
de esta poblacion antigua —secuencias de 1TM2, TM6, TM11 y de AB9 y TM5—-y su
afinidad con ciertas poblaciones africanas (Tablas R70 y R72 de “Resultados™).

A pesar de la diversidad haplotipica similar, las poblaciones antigua y actual de
la Peninsula Ibérica s6lo comparten 1 de los 7 haplotipos completos recuperados. De
éstos, solo 3 aparecen en otras otras muestras de nuestra base de datos. Las variantes
restantes guardan afinidad, sin embargo, con ciertas lineas actuales, como sucedia con la
poblacion neolitica de Préximo Oriente, lo que sugiere que existe un sustrato genético
comun para esta poblacion antigua y la actual. Llama la atencion que, segun los indices
de diversidad nucleotidica, la afinidad de la muestra antigua ibérica es mayor con el

continente africano que con Eurasia.

Ademas de haplogrupos subsaharianos (L1 y L2), en la poblacion antigua de la
Peninsula Ibérica aparecen también algunos de los principales haplogrupos europeos (H,
J, K). El haplogrupo J esta representado por el haplotipo 16126C-16311C, un motivo
poco frecuente y presente hoy casi exclusivamente en poblaciones de Proximo Oriente —
Kurdistan, Siria, Turquia (base de datos) y Yemen, Siria y Drusos (relacion de
haplotipos de RICHARDS et al. 2000)—. Por la baja frecuencia de este haplotipo y su
restrictiva localizaciéon geografica puede suponerse una existencia de relaciones

matrilineales entre sus portadores —procedentes de los yacimientos calcoliticos de Tres
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Montes y Abauntz—, y las poblaciones actuales de Proximo Oriente. Resulta dificil datar
tal conexidén en términos absolutos pero, si consideramos la poblacidon “Neolitico de
Proximo Oriente” representativa de las poblaciones neoliticas del momento, la fecha
deberia ser necesariamente posterior al Neolitico PPNB. Por otra parte, el mismo
haplotipo ha sido hallado en la muestra 2NE, procedente del estrato solutrense de la
Cueva de Nerja, lo que mueve a pensar que esta variante ya se habria diseminado por la
Peninsula Ibérica en el Paleolitico Superior. No obstante, recientemente, se ha planteado
la posibilidad de que algunos individuos del estrato solutrense de la Cueva de Nerja
sean en realidad intrusiones neoliticas o incluso mas recientes (Dr. Miguel Cortés,

comunicacion personal).

De acuerdo con estudios recientes, la frecuencia actual de haplogrupos
mitocondriales subsaharianos en la Peninsula Ibérica es de un 3% (PLAZA et al. 2003).
En nuestra base de datos los haplogrupos L1 y L2 estan presentes solo en la poblacion
Canaria, donde su frecuencia no supera el 8%. En la poblaciéon “Neolitico de la
Peninsula Ibérica”, el haplogrupo L2 estd representado por una unica variante detectada
en tres individuos del yacimiento calcolitico de Tres Montes, en Navarra. Este linaje,
ausente de la base de datos y de otras publicaciones consultadas (SALAS et al. 2002;
RICHARDS et al. 2000; WATSON et al. 1997), deriva probablemente del haplotipo
basal del haplogrupo L2al 16223T-16278T-16294T-16309A —por pérdida de la
transicion en posicidn 16223—, y estd, por tanto, a so6lo 2 pasos mutacionales del
haplotipo de la muestra 2H20. A su vez, los haplotipos de las muestras 4NE y 5 NE del
yacimiento de Nerja se engloban dentro del haplogrupo L1b. Estos linajes africanos
proceden probablemente del nodo 16126C-16223T-16187T-16189C-16278T-16293G-
16311C mediante pérdida de las mutaciones 16223T, 16187C y 16189C. El haplotipo
16126C-16223T-16278T-16293G-16311C ha sido descrito en un individuo espafiol del
noreste (CRESPILLO et al. 2000), por lo que puede suponerse que la pérdida de la

transicion 16223 es posterior a la de las otras dos mutaciones.
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2.2.2. Origen de la diversidad mitocondrial europea

Desde la genética de poblaciones actuales, se han formulado diversas hipdtesis
acerca del origen de la diversidad mitocondrial en Europa y la contribucion que a ella
tuvieron las expansiones respectivas del Paleolitico y del Neolitico. El analisis de la
variabilidad de la muestra aqui analizada del Neolitico de Préximo Oriente y de las
muestras paleoliticas, mesoliticas, neoliticas y post-neoliticas de la Peninsula Ibérica
ofrece informacidn de primera mano sobre esta cuestion, permitiendo testar in situ estas

hipotesis.

2.2.2.1. Expansiones neoliticas desde Proximo Oriente

Segiin RICHARDS et al. 2000, los principales haplotipos fundadores asociados
a la expansién del Neolitico pertenecen al haplogrupo J, en particular aquellos situados
en la base de los haplogrupos J —-(16069T)-16126C—y J1a —(16069T)-16126C-16145A-
16231C-16261T. Otros haplogrupos que contribuyeron a esta migracién serian el T1 —
16126C-16163G-16186T-16189C-16294T—, el U3 —16343G— y ciertos subclusters de
los haplogrupos W —16223T-16292T— y X —16189C-16223T-16278T—. Si asi fuera,
cabria esperar que la frecuencia de dichos haplogrupos en las poblaciones neoliticas
originales fuera incluso mayor a la observada en Préoximo Oriente hoy dia. Sin embargo,
ninguno de estos haplogrupos estd presente en las muestras neoliticas de Proximo

Oriente que hemos examinado. Su ausencia puede ser explicada de diversas maneras:

1. Un efecto muestral, por el reducido nimero de secuencias completas obtenidas.

2. Los individuos neoliticos de Proximo Oriente analizados no son representativos de
las poblaciones neoliticas que se expandieron hacia Europa llevando con ellas a
miembros de estos haplogrupos.

3. Las mencionadas variantes no fueron introducidas en Europa con la expansion

neolitica por lo que, o bien se encontraban ya en Europa o bien llegaron posteriormente

desde una region geografica diferente al Proximo Oriente.
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La primera de las hipdtesis planteadas fue ya descartada en el apartado anterior
al tratar de explicar la ausencia de los haplogrupos J, U3 y X en las muestras neoliticas
de Préximo Oriente. Aplicando el mismo procedimiento (Tabla D12), puede desecharse

esta hipotesis, también, para los haplogrupos T1 y W.

Tabla D12. Probabilidad de pertenencia de los haplotipos parciales de la poblacion “Neolitico de
Proximo Oriente” a los haplogrupos T1 y W atendiendo a su frecuencia en la base de datos de
poblaciones actuales. Se sefiala con un guién el fragmento que falta. F.obs: Frecuencia
observada, F.esp: Frecuencia esperada, % esp: porcentaje esperado.

Haplotipo parcial F. obs. Haplogrupo T1 Haplogrupo W
% base F.esp. % esp. % base F.esp. % esp.
datos datos
CRS- 4 0 0 0 0.009 0.036  0.001
224C- 2 0 0 0 0 0 0
-327T 1 0 0 0 0 0 0
-304C 1 0 0 0 0 0 0
-294T,304C,320T 1 0 0 0 0 0 0
-293C 1 25 0.25 0.0078 0 0 0
-261T,278T,294T,309G 1 0 0 0 0 0 0
-CRS 4 0 0 0 0 0 0
-311C 3 0 0 0 0 0 0
Total 0.25 0.0078 0.036  0.001

La ausencia de estos haplogrupos en la poblacién neolitica de Proximo Oriente
podria explicarse también mediante procesos de deriva genética similares a los que
habrian tenido lugar en las poblaciones de Arabia, en las que el haplogrupo H no esta
presente (RICHARDS ef al. 2000). De ser esto cierto y suponiendo que también lo sean
las predicciones de RICHARDS et al. 2000 acerca de los haplogrupos asociados a la
expansion neolitica, ni las muestras neoliticas de Proximo Oriente estudiadas, ni sus
descendientes maternos, habrian formado parte del pool génico que se disemind por
Europa como consecuencia de dicha expansion. Para conciliar la hipdtesis de
RICHARDS et al. 2000 con los resultados obtenidos existen dos unicas posibilidades no

excluyentes mutuamente:
a. La poblacidn que se expande procede de otras regiones del Creciente Fértil.
b. Es otra fase arqueologica posterior la que se expande.
El “paquete arqueologico” asociado a la difusion primera del Neolitico en el
mediterraneo estd formado por indicios de actividad agricola y ganadera en los

yacimientos, como asi demuestran los restos de polen de especies vegetales

617



Eva Fernandez Dominguez

domesticadas, los huesos de ovicapridos y las vasijas de ceramica cardial (ZVELEBIL
2001). Las muestras de los yacimientos de Tell Halula, Tell Ramad y Dj’ade pernecen
al estadio inmediatamente anterior al desarrollo de la ceramica, el Pre-Pottery Neolithic
B o PPNB. Si hubieran sido los miembros de las fases posteriores los que migraron,
llevando con ellos el “paquete arqueologico” y ciertas variantes de los haplogrupos J,
J1la, T1, U3, W y X, se deduciria necesariamente la existencia de una ruptura genética

entre dichas fases y la fase PPNB analizada en la presente tesis doctoral.

Para comprobar las dos posibilidades apuntadas cabria muestrear otros
yacimientos contemporaneos de otras regiones del Creciente Fértil, y/o otras fases
arqueologicas de los mismos yacimientos analizados o de otros distintos, a fin de
comprobar la presencia o no de los mencionados haplogrupos. Ello cae fuera del alcance
nuestro trabajo, aunque supone el siguiente paso logico en la linea de investigacion que

con €l hemos iniciado.

El haplogrupo J estd presente en dos muestras calcoliticas de los yacimientos
navarros de Abauntz y Tres Montes. La localizacion geografica actual del haplotipo de
estas dos muestras —16126C-16311C— parece apoyar su origen en Proximo Oriente. Su
llegada a la Peninsula Ibérica y otras regiones pudo estar relacionada con el Neolitico —
tal como se ha venido sugiriendo—, aunque también pudo llegar a la Peninsula con otras
expansiones anteriores, permaneciendo en las poblaciones autdctonas, por lo menos,
hasta el Calcolitico. Ambas hipotesis resultan igualmente plausibles y resulta imposible
decantarse por una de ellas con la informacién disponible hasta el momento. Una vez
mas, para discernir entre una u otra seria necesario analizar la variabilidad genética de
las poblaciones del Paleolitico. Una de las dos muestras del nivel solutrense de la Cueva
de Nerja —la muestra 2NE- presenta el mismo haplotipo que las dos muestras
calcoliticas mencionadas lo que en principio apoyaria la existencia de un “sustrato J”
Paleolitico. Sin embargo, hemos comentado que es muy probable que este individuo sea

intrusivo y pernezca al Neolitico (Dr. Miguel Cortés. Comunicacién personal).

Finalmente, si asumimos que la muestra neolitica estudiada es representativa de
otras poblaciones neoliticas del Creciente Fértil, no podemos confirmar el aserto de
RICHARDS et al. 2000 de asignar estas variantes como asociadas a la expansion

neolitica desde Proximo Oriente. Las frecuencias de los haplogrupos —incluyendo los
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asociados a la expansion neolitica—, pueden haber cambiado, desde el inicio del
Neolitico hasta el presente, por efecto de la deriva genética. Segin RICHARDS et al.
1998, las frecuencias de los linajes asociados a la expansion neolitica —y concretamente
los del haplogrupo J—, no habrian variado sustancialmente desde el inicio del Neolitico
incluso si se consideran diferentes escenarios demograficos. Por el contrario, nuestros
resultados demuestran que desde el Neolitico, y probablemente mds recientemente, se
han producido cambios en las frecuencias de ciertos haplogrupos. Si bien la ausencia de
ciertos haplogrupos en algunas poblaciones analizadas puede deberse a un sesgo
muestral, la presencia en la Prehistoria de haplogrupos ausentes actualmente —como los
L1 y L2 subsaharianos en la Peninsula Ibérica hace 5000 afios—, solo puede explicarse
por deriva genética o sustitucion poblacional, los dos efectos que pueden modificar las

frecuencias de haplotipos y haplogrupos.

Si, efectivamente, la poblacion neolitica analizada en el presente trabajo o sus
descendientes se hubieran expandido hacia Europa, cabria buscar en la composicion
genética de esta poblacion las variantes asociadas a dicha expansion. Teoricamente las
variantes mas frecuentes en la poblacion de origen serian las que tendrian mayor
probabilidad de haber alcanzado Europa con la difusién neolitica. Si suponemos que
dicha expansion fue principalmente démica, la entrada de nuevos linajes habria
modificado la frecuencia y distribucién de los haplogrupos europeos del momento. Tal
distribucion nos es del todo desconocida a dia de hoy, por lo que, de nuevo, sélo pueden
proyectarse los resultados obtenidos sobre la distribucién de haplogrupos y haplotipos

actual, asumiendo que €sta no ha sufrido cambios desde el Neolitico.

El haplogrupo mas frecuente en la poblacidn neolitica de Proximo Oriente es el
haplogrupo K. Su distribucidn actual en Europa ha sido atribuida a una expansion desde
Oriente Proximo durante el Paleolitico Superior tardio (LUP) (RICHARDS et al. 2000).
El haplotipo fundador del haplogrupo —16224C-16311C- esta presente en las muestras
neoliticas de Préximo Oriente analizadas, por lo que —sin descartar su entrada en Europa
durante el LUP—, resulta perfectamente posible que se hubiera producido una segunda
entrada asociada al Neolitico. El haplogrupo K muestra cierta subestructura en algunas
poblaciones del norte de Europa, como Gran Bretafia o Noruega. Las frecuencias mas
altas del haplotipo corresponden a Africa del Oeste, Austria, Galicia, Portugal e Israel

(Drusos) (Tabla R82 de “Resultados™). En principio, eso resultaria compatible con la
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ruta de expansion del Neolitico hacia el Norte de Europa a través de Europa Central

asociada a la cultura ceramica LBK (RENFREW 1987).

Otros haplogrupos frecuentes en las muestras neoliticas de Proximo Oriente son

el haplogrupo H y posiblemente también el T.

El haplotipo H-16304C ha sido propuesto como uno de los haplotipos
fundadores introducidos en Europa desde Préximo Oriente durante el LUP
(RICHARDS et al. 2002). Su presencia en la muestra neolitica de Préximo Oriente hace
también posible que fuera introducido —o reintroducido— durante el Neolitico. El
haplotipo se encuentra hoy en Proximo Oriente, en poblaciones Mediterraneas del Sur,
en la costa cantabrico-atlantica espafiola asi como en Escandinavia e Islas Britanicas.
Tal distribucion resulta incompatible con las dos rutas conocidas de difusion del
Neolitico: por el litoral Mediterraneo asociada a la ceramica cardial y por el centro de
Europa asociada a la cultura LBK. Su ausencia en poblaciones de la Europa central
podria deberse a fluctuaciones en la frecuencia de este haplotipo. Dado que la posicién
16304 ha mutado varias veces en su evolucidn, resulta dificil evaluar la distribucion de
sus derivados y valorar la presencia de efectos fundadores restringidos a ciertas regiones

geograficas.

Los haplotipos de las muestras H12 y DJ1 se caracterizan por presentar dos de
las mutaciones asociadas al subhaplogrupo T2, pero carecen, sin embargo, de la
mutacion diagnéstico 16126C. Hoy dia existen algunos haplotipos directamente
relacionados con éste en el norte de Europa: Dinamarca —16192T-16294T-16304C-
16320T- Alemania y Gran Bretafia —16294T-16304C-16320T— y otros mas
indirectamente en la cuenca mediterranea oeste: Sicilia —16294T-16296T-16304C-
16311C—, Toscana —16153A-16294T-16296T— y Cerdeiia —16294T-16296T-16304C—.
Ellos podrian ser la signatura de efectos fundadores locales a partir del haplotipo
ancestral 16294T-16304C, presente hoy en el Noreste, Norte-Centro y Sureste de
Europa. Su presencia en las muestras neoliticas de Proximo Oriente podria indicar un
origen en Oriente Proximo, desde donde habria sido exportado hacia el Norte y Sur de
Europa, quizas con la expansidn neolitica. Alternativamente podria suponerse un origen
en el norte de Europa a partir del haplotipo 16126C-16294T-16304C —distribuido en

alta frecuencia por esta latitud—mediante un flujo pre-Neolitico hacia Préximo Oriente.
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Sélo una de las variantes de las muestras neoliticas de Proximo Oriente aparece,
igualmente, en las de la Peninsula Ibérica: el haplotipo 16224C asociado al haplogrupo
K. La composicion genética de ambos conjuntos de muestras antiguas parece pues, a
simple vista, diferente. En el contexto de la difusion del Neolitico en Europa ello puede

interpretarse bajo dos supuestos y de tres maneras, numeradas 1, 2 y 3:

Primer supuesto: La expansion del neolitico fue un fenémeno démico.

1. Las muestras neoliticas de Proximo Oriente estudiadas no son representativas de las

poblaciones que se expandieron durante el Neolitico.

2. La poblacion antigua de la Peninsula Ibérica no es representativa de la poblacion que
durante el Neolitico habitd esta region. Puesto que la gran mayoria de las muestras
datan del Calcolitico se deduce que éstas no descienden de la putativa poblacion
neolitica llegada desde Oriente Proéximo, por lo que —ademas de la mencionada ruptura
genética entre el Calcolitico y la actualidad— deberia inferirse una segunda ruptura

genética entre el Neolitico y el Calcolitico.

Segundo supuesto: La llegada del Neolitico a la Peninsula Ibérica responde mas a un

fendmeno cultural que démico.

3. De ser asi, cabria concluir que el sustrato genético de la Peninsula Ibérica se remonta
al Paleolitico. El tipo y frecuencia de los haplotipos y haplogrupos de la poblacion
antigua de la Peninsula Ibérica apuntan hacia un cambio genético sustancial en esta
region geografica después del Calcolitico. Para conciliar este resultado con la hipotesis
planteada, la poblacion neolitica de la Peninsula Ibérica deberia de haber sufrido

necesariamente una ruptura genética post-calcolitica.

Respecto a la primera de las hipdtesis expuestas (1), se ha visto que, teniendo en
cuenta que parece haberse producido un cambio sustancial en las frecuencias de
haplotipos y haplogrupos desde el Neolitico, y que desconocemos la variabilidad de
Europa al inicio de este periodo, la estructura genética de la poblacién neolitica de
Proximo Oriente puede conciliarse tanto con un modelo de expansién démica neolitica

como con una continuidad genética desde el Paleolitico.
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El reducido nimero de muestras de periodo Neolitico antiguo de la Peninsula
Ibérica —de las que pudo extraerse informacion— no permite responder a la pregunta de
si ha habido continuidad genética entre tales poblaciones y las de época posterior
analizadas —calcoliticas principalmente— y qué linajes devenidos de oriente alcanzaron
Iberia ya en el Neolitico antiguo. En cambio, si puede hablarse —sin lugar a dudas— de
una ruptura genética entre el Calcolitico y la actualidad en la Peninsula Ibérica, cuestion

que se tratard ampliamente en el siguiente apartado.

2.2.2.2. Contribucion genética africana al acervo genético europeo

La historia genética de las poblaciones humanas de los continentes europeo y
africano ha sido interpretada tradicionalmente de forma separada. Los contactos con el
continente africano —evidentes en algunas poblaciones europeas como Sicilia, Canarias
o Andalucia—, han sido interpretados como el resultado de flujo genético relativamente
reciente. El alto porcentaje de linajes mitocondriales de las muestras antiguas que
actualmente se localizan tan s6lo en el Africa subsahariana viene a sugerir que las raices
de este flujo genético se remontan mucho mas atras en el pasado, por lo menos hasta el
Neolitico. Ello resulta especialmente evidente en las muestras antiguas de la Peninsula
Ibérica, donde 5 de las 11 secuencias completas recuperadas —y por lo menos una de las
9 secuencias parciales— pueden atribuirse inequivocamente a haplogrupos africanos

subsaharianos.

Como ya hemos sefialado anteriormente, ninguna de estas lineas esta presente en
las poblaciones actuales empleadas para la comparacion, aunque si algunos haplotipos
relacionados. De ello se deduce que, en las regiones geograficas estudiadas, tuvo lugar
una sustitucion poblacional. El resultado por otra parte obliga a plantearse las siguientes
cuestiones principales: ;jcuando se produjo la pérdida de estos linajes?; ;puede
extrapolarse la influencia de Africa a otras regiones de la Peninsula Ibérica y del

continente Europeo?; y, ;en qué época se inicio este flujo genético desde Africa?

Respecto a la primera de las preguntas, la informacién disponible hasta el
momento s6lo permite afirmar que dicha pérdida debi6 de ser necesariamente posterior
al Calcolitico. En cuanto a la segunda de ellas, el reducido nimero de muestras

analizadas obliga a precaucion: para contestar la pregunta seria necesario ampliar el
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analisis a muestras contemporaneas de otras regiones geograficas. El tipo y distribucion
de los linajes obtenidos, sin embargo, sugiere que el fendémeno pudo afectar a la
totalidad de la Peninsula. Los dos yacimientos de esta regién en los que aparecen este
tipo de linajes se encuentran uno en el extremo sur —en Nerja (Malaga)— y el otro al
norte —en Navarra—. Las lineas mitocondriales presentes en ambos extremos pertenecen
a haplogrupos diferentes, lo que hace plausible tanto la entrada de dos olas migratorias
desde Africa como una tnica entrada de un grupo heterogéneo con posibles efectos

fundadores derivados.

El papel de Africa en la prehistoria de nuestro pais fue una hipétesis muy de
moda entre los prehistoriadores de los afios 20, posteriormente abandonada y encarnada,
mas tarde, en la figura de Luis Pericot. Tres son los momentos que propone para la
llegada de elementos y gentes desde Africa: el Paleolitico Superior, el Mesolitico y el

Neolitico.

Durante el Paleolitico Superior, el periodo cultural Solutrense podria
corresponder a una corriente africana llegada a través del estrecho de Gibraltar, a juzgar
por la similitud ente las puntas solutrenses de la Cueva de Mugaret el Aliya (Tanger) y

las de la Cueva del Parpall6 (Cataluiia) (PERICOT 1950).

Segun Pericot, a inicios del Mesolitico penetraria en la Peninsula el primer gran
flujo poblacional desde Africa. Se trataba de los portadores de la industria “Capsiense”,
caracterizada por elementos microliticos en forma de tridngulo y trapecio decorados con
formas geométricas. Existen evidencias de la expansion de esta industria por toda
Espafia. Pericot sefiala, asimismo, la presencia de elementos microliticos similares a los
capsienses en Portugal, en los concheros de Muge. La disponibilidad de muestras de
este enclave nos ofrecia una oportunidad Unica para testar la veracidad de esta hipotesis.
Sin embargo, la contaminacion de las muestras durante el proceso de extraccion frustrd
el objetivo. En cambio, si pudo obtenerse una secuencia antigua completa de otro
conchero contempordneo proximo. La muestra Toledo-1 (TO1) ciertamente pertenece al
haplogrupo africano L3, lo que apoya la tesis de Pericot de un sustrato africano

Mesolitico en la Peninsula Ibérica.
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De las cuatro secuencias Paleoliticas completas obtenidas en el presente trabajo
—dos del estrato magdaleniense y dos del solutrense—, ninguna muestra el patrén
mutacional caracteristico africano. Tampoco lo exhiben las otras dos secuencias
Paleoliticas publicadas hasta el momento (DE BENEDETTO ef al. 2000; CARAMELLI
et al. 2003) —dejando aparte el escepticismo sobre su autenticidad (ABBOTT 2003)-. El
reducido tamafio muestral no permite, sin embargo, descartar totalmente la existencia de

un flujo genético africano durante el Paleolitico Superior.

La segunda llegada de inmigrantes africanos corresponde al Neolitico. Segun
Pericot existen dos rutas que llevaron el Neolitico desde Proximo Oriente a la Peninsula
Ibérica. La primera de ellas a través de Europa entrando por los Pirineos y la segunda,
mas antigua, procedente de Egipto por el estrecho de Gibraltar. El input desde Africa se
habria producido en dos olas migratorias diferenciadas, la mas temprana asociada a la
ceramica de tipo cardial y una posterior portadora de una ceramica no decorada. Ya en
la Peninsula, el tipo cultural caracteristico de la segunda ola migratoria neolitica se
habria extendido desde la region de Almeria hasta practicamente todo el territorio
peninsular, por lo que esta fase ha recibido el nombre tradicionalmente de “Cultura de
Almeria”. Potencialmente cualquiera de estas dos olas podria haber dejado linajes

tipicamente africanos en Andalucia y Navarra.

En los escritos de Pericot —véanse Las Raices de Espaiia o La Esparia Primitiva—
, se recalca especialmente que las diferentes oleadas migratorias desde Africa no
modificaron sustancialmente a los pobladores de la Peninsula Ibérica, pues éstos
descendian de un sustrato gravetiense ancestral con raices también en Africa. La
hipdtesis cayd en desuso y ha sido largamente rebatida por muchos prehistoriadores.
Viene, ahora, a recuperar actualidad ante estos resultados, por mds que no es nuestro
proposito sustituir a los prehistoriadores sino contribuir a la indagacidn sobre el origen

bioldgico de los antiguos pobladores de Iberia.

El DNA mitocondrial de las poblaciones europeas actuales desciende de unas
pocas lineas africanas pertenecientes al haplogrupo L3 que dejaron el continente y
dieron lugar a los tipos fundadores M y N. Los inmigrantes que poblaron Europa
portaban linajes descendientes del tipo N, probablemente los haplogrupos U, I, H y JT
(FORSTER 2004). Asi pues, existe cierto consenso en que el mtDNA de los primeros
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Homo sapiens europeos era ya diferente del de las poblaciones africanas del momento.
Las escasas secuencias de individuos paleoliticos disponibles hasta el momento asi lo
corroboran. Con todo, no puede descartarse totalmente la posibilidad de una pervivencia
en aquellas gentes de las primeras lineas mitocondriales que abandonaron Africa, y/o de
la existencia de un flujo continuado desde el Paleolitico entre este continente y Eurasia.
Los resultados de esta tesis doctoral evidencian la pérdida sustancial de linajes genéticos
desde el Calcolitico hasta la actualidad, de lo que se infiere que tal pérdida se ha venido

produciendo desde los albores de la humanidad.

Si aceptamos que el mtDNA de los primeros pobladores modernos de Europa —
y, por tanto, de nuestra Peninsula— se clasificaba entre los haplogrupos europeos, la
entrada de haplotipos africanos en Iberia debié de producirse en etapas posteriores.
Teniendo en cuenta los datos obtenidos, y sin descartar otras oleadas minoritarias desde
Africa, el momento mas probable para la entrada de los linajes aqui detectados es el

Neolitico.

En las secuencias recuperadas de la Cueva de Nerja hay dos grupos bien
diferenciados. Mientras que las secuencias de las muestras del estrato solutrense
pertenecen a haplogrupos europeos las otras dos muestras de época neolitica exhiben
motivos africanos. Esta distribucion seria coherente con una entrada africana neolitica,
la cual se habria superpuesto a un sustrato paleolitico de linajes europeos. No obstante,
persisten las dudas acerca de la atribucidon de las muestras 2NE y 3NE al nivel
solutrense —recordemos—, como se nos ha comunicado recientemente (Dr. Miguel
Cortés, comunicacion personal). Si asi fuera, todas las muestras serian neoliticas. Este
escenario contemplaria la entrada de linajes africanos tanto durante el Paleolitico como
el Neolitico, acompafiada, quizds, de un segundo aporte desde Préximo Oriente de

linajes hoy tipicamente europeos.

En las secuencias de los individuos de las cuevas sepulcrales calcoliticas de
Abauntz y Tres Montes aparecen tanto haplotipos africanos como europeos, lo que
podria explicarse desde diversas situaciones: 1) persistencia de un estrato ancestral
mixto con raices africanas 2) mezcla de inmigrantes llegados de Africa durante el
Capsiense o el Neolitico, con descendientes europeos autdctonos; 3) mezcla de

inmigrantes llegados de Europa o del Préximo Oriente, con descendientes autoctonos de
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origen africano; 4) o confluencia in situ de dos corrientes migratorias relacionadas con
el Neolitico, una desde Africa y otra procedente de Europa. El hecho de que secuencias
estrechamente relacionadas con las de Tres Montes se encuentren también en el
yacimiento de Tell Halula apunta a que probablemente entraran desde Africa en la etapa

inicial del Neolitico.

Los linajes “africanos” de Tell Halula (muestras H20 y 2H31) se encuentran hoy
en dia unicamente en dos individuos del Africa subsahariana pertenecientes a las tribus
Yoruba y Senegal. Otro haplotipo relacionado con el de Tell Halula —no descrito
actualmente— aparece cinco milenios después en la misma region geografica en la villa
de Mari (muestra IMA12). Este hecho viene a sugerir que, en el pasado, la presencia de
lineas africanas subsaharianas L2a en Préximo Oriente era superior a la actual. Queda
por explicar como se produjo, por una parte, la llegada de estas lineas a Oriente
Proximo y, por otra, la presencia de derivados de este nodo en la Peninsula Ibérica cinco
milenios mas tarde. Segin SALAS et al. 2002, el haplogrupo L2a tiene su origen en
Africa Central desde donde se expandi6 a Africa del Este y del Oeste durante el LGM.
Desde Africa del Este pudo extenderse a Oriente Proximo —como sus predecesores L3—
sumandose a la variabilidad propia de estas poblaciones. Desde Oriente Préximo esos
linajes pudieron arribar a la Peninsula Ibérica con el Neolitico por dos vias potenciales:
a través del estrecho —como supone Pericot—, o a través de los Pirineos. Si hubera sido
la segunda de las vias, se esperaria detectar “residuos” de esta migracidon ancestral

actualmente en Europa, lo que a dia de hoy no ha sido demostrado.

Si tan importante fue la contribucion del continente africano sobre la Peninsula
deberia de haber quedado de ésta, aunque fuera de forma anecdotica, cierta “huella
genética”. Y asi es, en efecto. Aunque el porcentaje de linajes subsaharianos presentes
actualmente en Iberia es muy pequefio —no superior al 3% segln recientes estudios—, no
parece deba ser atribuido a flujo genético reciente desde el norte de Africa, pues se trata
de linajes caracteristicos del Africa subsahariana. Es més, todavia es posible intuir cierta
afinidad entre algunas de las secuencias de la Peninsula y los grupos Yoruba y
Senegalés que tan evidentes se muestran en nuestro estudio (PLAZA et al. 2003). Esta
relacion no se mantiene, sin embargo, para otros marcadores genéticos como el
cromosoma Y (BOSCH et al. 2001), lo que puede ser debido a deriva genética o a una

diferencia en el patron migratorio de los hombres y las mujeres.
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2.2.3.3. Las expansiones del Paleolitico

Los estudios de la diversidad mitocondrial de las poblaciones europeas actuales
y de Oriente Proximo sugiere que ésta fue establecida principalmente durante el
Paleolitico Superior. Los principales haplogrupos europeos (H, HV, U, T, K, J, T)
tendrian su foco de origen en Préximo Oriente, desde donde se habrian expandido hacia
Europa en diversas olas migratorias siendo las mas importantes las del Paleolitico
Superior inicial (EUP). El Neolitico habria contribuido a la dispersion de ciertos
miembros de los subclusters J, T1, U3, H y W, todos ellos originarios de Oriente
Proximo. Los haplotipos estrictamente europeos —formados en Europa, en su sentido
geografico—se piensa solo son dos: el haplogrupo V y el subhaplogrupo U5

(RICHARDS et al. 2000, 1996, 1998; FORSTER 2004).

La distribucién y frecuencia actuales del haplogrupo V en Europa ha sido
atribuida a un evento de recolonizacion desde los refugios Paleoliticos del Suroeste
hasta el Noreste, posterior al segundo peniglaciar, hace aproximadamente 12000 afios
(TORRONI et al. 2001, 1998). Este haplogrupo se distingue de su predecesor HV por
las sustituciones de la region control 16298C, 16072C y codificante +Msel 15904 y -
Nla III 4577. El argumento mas fuerte a favor de esta hipdtesis es la elevada frecuencia
del haplogrupo V actualmente en el Pais Vasco, Centro y Noroeste de Europa
(TORRONI et al. 2001, 1998b). Sin embargo el estudio de muestras de 4 yacimientos
de época Calcolitica-Edad del Bronce reveld la ausencia total de este haplogrupo en las

121 muestras que pudieron ser tipadas (IZAGUIRRE y DE LA RUA 1999).

La caracterizacion genética llevada a cabo en el presente trabajo reside
exclusivamente en el analisis de la HVSI del mtDNA. Por esta razén, las sustituciones
del haplogrupo V presentes en la region HVSII y en las regiones codificantes del
mtDNA no pudieron ser comprobadas. Sin embargo el andlisis de la HVSI resulta mas
que suficiente para la deteccion del haplogrupo V o de su predecesor pre-V, pues todos
sus miembros exhiben la sustitucion caracteristica 16298C, no asociada a otros

haplogrupos mitocondriales europeos (TORRONI ef al. 2001, 1998Db).

Los yacimientos de Atxuri, Abauntz y Tres Montes del presente trabajo

presentan una cronologia y localizacion geografica proxima a las muestras analizadas
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por IZAGUIRRE y DE LA RUA 1999. Ninguna de las 9 secuencias completas
obtenidas de las muestras de estos tres yacimientos presenta un patrén mutacional
compatible con el haplogrupo V. Seis de las 8 secuencias parciales obtenidas en los
citados yacimientos —las correspondientes al segundo fragmento en el que se incluye la
posicicidon 16298—, tampoco presentan la la transicion caracteristica de los haplogrupos
V o pre-V. Tan s6lo dos secuencias parciales de estos yacimientos —correspondientes al
primer segmento e idénticas a la secuencia consenso— pudieran pertenecer a los
haplogrupos V o pre-V. Si este fuera el caso, la frecuencia maxima de los haplogrupos

V o pre-V en las muestras estudiadas del Pais Vasco-Navarra seria de un 7.4%.

De las restantes secuencias completas que obtuvimos de otros yacimientos, solo
una muestra del yacimiento Neolitico de Tell Ramad (TR19) exhibe la sustitucion
16298C, aunque las mutaciones que la acompafian permiten su asignacion al
haplogrupo C, tipico de poblaciones asidticas y nativo americanas. Si sumaramos
nuestras muestras a las de IZAGUIRRE y DE LA RUA 1999, obtendriamos una
frecuencia minima del haplogrupo V de 0% y una frecuencia maxima de 1.35%. Ambas
proporciones son sensiblemente inferiores a las encontradas actualmente en Navarra y
Pais Vasco —entre un 3 y un 20%— (IZAGUIRRE y DE LA RUA 1999; TORRONI et
al. 2001, 1998b). La elevada frecuencia actual del haplogrupo V en la franja cantabrica
actual puede ser debida a procesos de deriva genética y efecto fundador, como sugiere

la reducida diversidad interna de este haplogrupo en la muestra vasca contemporanea

(TORRONI ef al. 2001).

En cuanto al papel de otras expansiones paleoliticas sobre el acervo genético
mitocondrial europeo, la unica forma de corroborar las hipodtesis propuestas seria el
estudio de la variabilidad mitocondrial de las poblaciones europeas paleoliticas. En
aquellos casos en que los linajes encontrados en las muestras neoliticas de Oriente
Proximo son comunes actualmente en esta misma regiéon y en Europa, resulta dificil

discernir si su expansion hacia Europa se produjo durante el Neolitico o anteriormente.
Nuestros resultados obligan a reflexionar sobre la representatividad de la

variabilidad mitocondrial de las poblaciones del presente respecto a las del pasado. El

cambio en las frecuencias de haplotipos y haplogrupos desde el Neolitico puede haber
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distorsionado algunos aspectos importantes de sus filogenias y la pérdida de diversidad

podria modificar el calculo de la edad de los diferentes haplogrupos.

2.2.3. Evaluacion de la posible contribucion de los Neandertales al acervo genético
humano moderno mediante la deteccion de secuencias neandertalenses de mtDNA en

las muestras antiguas estudiadas

Ninguna de las secuencias analizadas —completas o parciales— muestran un
patrén mutacional comparable al de los especimenes de Neandertal secuenciados hasta
la fecha (SERRE et al. 2004; KRINGS et al. 2000, 1999b, 1997; OVCHINNIKOV et
al. 2000). Nuestro estudio viene a confirmar lo ya establecido por otros autores, en el
sentido de no haber rasto genético de los motivos neandertalenses en el acervo genético
del hombre moderno (HANDT et al. 1994a; DE BENEDETTO et al. 2000;
CARAMELLI et al. 2003).

Sobre el conjunto de nuestras secuencias, merecen especial atencion aquellas de
mayor antigiiedad i.e. procedentes de los periodos Paleolitico y Mesolitico. Disponemos
de 5 secuencias completas de estos periodos, ninguna de las cuales muestra similitud
alguna con las secuencias de Neandertal. Pudieron obtenerse también dos secuencias
parciales, ambas idénticas a la secuencia consenso, procedentes del estrato Musteriense
del yacimiento de Zafarraya, ultimo reducto de los Neandertales en Europa. Las
secuencias parciales obtenidas en ambos casos fueron idénticas e iguales a la secuencia
consenso, por lo que probablemente resultaran contaminadas por el investigador I1

durante la amplificacion.

La ausencia de linajes neandertalenses en las muestras estudiadas no significa
necesariamente que ¢éstos no contribuyeran al acervo genético de los humanos
anatdmicamente modernos como ya ha sido sefialado por otros autores. Existen otras
explicaciones plausibles a este respecto. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
sefialan una pérdida sustancial de linajes desde el Neolitico hasta la actualidad, por lo
que los linajes neandertalenses pudieron perderse o diluirse en el tiempo. La clave de
este problema reside probablemente en el andlisis de los especimenes de Homo sapiens
sapiens del momento en que ambas subespecies convivieron en Europa. La obtencion

de una secuencia de un individuo Cro-Magnon de 24000 afios (CARAMELLI et al.
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2003) puso de manifiesto la posibilidad técnica de recuperar secuencias de esta
antigiedad, aunque los resultados de este estudio han recibido criticas (ABBOTT 2003).
Sin embargo el andlisis de una unica secuencia resulta insuficiente para rechazar la
contribucion genética de los Neandertales al acervo genético actual, por lo que seria
interesante el analisis de otros especimenes contemporaneos a éste. Otra interesante via
de investigacion que podria contribuir a la resolucion de esta cuestion, es la
caracterizacion genética de otras regiones del genoma Neandertal. El objetivo no ha
sido alcanzado a dia de hoy debido a la mala preservacidon del material genético que
muestran muchos de los especimenes y, quizd también, a la dificultad de obtener
muestras tan antiguas a causa del caracter destructivo de la técnica de extraccidon del

material genético.
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