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RESUMEN

ABSTRACT

Gracias a la evolucion de las técnicas biomoleculares como la PCR, campos como la medicina
forense y la biomedicina han mejorado la calidad de los analisis genéticos. Actualmente,
incluso es posible obtener ADN de especies ya extinguidas; este tipo de ADN se llama ADN
antiguo (aDNA). El analisis del aDNA ha sido de gran ayuda en la antropologia y la ciencia
forense. Importantes casos histéricos han sido resueltos gracias a este tipo de técnicas como
la identificacion de los restos 6seos de Cristobal Colon y la dinastia Romanov entre otros.
El principal objetivo de este articulo es hacer una introduccién detallada del aDNA, sus
aplicaciones y las principales ventajas e inconvenientes que se encuentran al trabajar con
este tipo de ADN.
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The evolution of biomolecular techniques, as the PCR; has improved the quality of genetic
analysis in fields like forensic science and biomedicine. To these days, it is possible to obtain
DNA from extinguished species; called ancient DNA (aDNA). The analysis of aDNA has
been really helpful in anthropology and forensic sciences. Some important historical cases
have been elucidated through these techniques as the identification of remains of Christopher
Columbus and the Romanov dynasty. The main aim of this paper is to introduce in detail
ancient DNA, its applications and the main advantages and disadvantages of working with
this type of DNA.
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INTRODUCCION

Nuestro conocimiento de la vida pasada se basa principalmente en los fosiles, el
unico testigo de especies extinguidas, cuyo analisis filogenético ha sido facilitado tras
el descubrimiento de que el ADN se encuentra preservado en muchas ocasiones. De
hecho, se ha encontrado ADN en restos fosiles 6seos de 130.000 afios en regiones
templadas. La posibilidad de recuperar informacion genética a partir de restos 6seos
y piezas dentales ha abierto nuevas perspectivas dentro del campo de la arqueologia,
paleontologia y antropologia dando respuestas a preguntas cuando el enfoque clasico
de estas disciplinas no puede (Pruvost et al., 2007:739) asi como en determinados
ambitos de la medicina forense (Garcia, 2010:1).

Con la llegada de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) hace mas de 20 afios,
se han realizado grandes avances en las técnicas de biologia molecular en el estudio del
ADN antiguo y forense. La comunidad genética forense y del ADN antiguo comparten
metodologia y aproximaciones cientificas (Jobling et al., 2003). Con el aumento de la
sensibilidad en técnicas de biologia molecular, se puede determinar el perfil genético
de muestras con un bajo nimero de copias de ADN (Van Oorschot ef al., 2010:1-17).
Tanto en los analisis forenses como en analisis de ADN antiguo, encontraremos muy
poca cantidad de muestra, estara degradada o alterada quimicamente. Por ello, el pro-
blema de la contaminacion se evalua de forma continua mediante el uso de controles
al trabajar con muestras con bajo nimero de copias o con degradacion de ADN.

ADN NUCLEAR PARA EL ESTUDIO DE MUESTRAS ANTIGUAS

En 1953, Watson y Crick describieron por primera vez la estructura del ADN
(Watson y Crick., 1953:737-738). El ADN nuclear estd formado por una hélice de doble
cadena, donde éstas permanecen unidas mediante un proceso de hibridacién. Estas dos
hebras son antiparalelas y complementarias, por lo que conociendo la secuencia de
una hebra podemos determinar la secuencia de la otra hebra. El ADN nuclear de cada
cé¢lula mide aproximadamente dos metros de longitud (Alberts et al., 2007:1300) pero
se encuentra dividido y muy compactado en los cromosomas, que son unas estructuras
muy densas formadas por ADN y proteinas. Se conoce que un 25% del genoma nuclear
esta formado por genes y secuencias codificantes que tienen la propiedad de producir
las proteinas que actuaran en los distintos niveles del organismo. Este tipo de ADN
se llama ADN codificante o expresivo.

Pero no todo el ADN que conforma el genoma es codificante; un 75% de todo el
material genético de un individuo corresponde a ADN que no tiene expresion génica.
Se ha comprobado que este ADN no codificante tiene gran importancia a nivel promo-
tor, regulador y estructural. De este 75%, un 60% corresponde a secuencias de copia
unica y hasta un 40% a secuencias repetitivas de ADN.

A comienzos de los 80, R. Higuchi publico, en la revista Nature, la secuencia de
un fragmento de 229 pb de ADN mitocondrial (ADNmt) a partir de piel momificada
de un Equus quagga; un animal extinguido relacionado con las cebras, de aproxima-
damente 140 afios de antigiiedad (Higuchi ez al., 1984:282-284). Desde este momento

12 CPAG 22, 2012, 11-47. ISSN: 2174-8063



EL ADN ANTIGUO UNA HERRAMIENTA PARA DESCIFRAR LA HISTORIA

las investigaciones con ADN recuperado de restos antiguos comenzaron a hacerse cada
vez mas numerosas.

A finales de los 80, Hagelberg y posteriormente Hénni describieron la extraccion
de ADN humano y su posterior caracterizacion, el primero en tejido dseo y el segundo
en dientes, de ADN procedente de muestras con diferentes datas, desde 150 a 5500
afios de antigiiedad. Estos trabajos demostraban que el ADN podia ser recuperado
utilizando procedimientos de biologia molecular en muestras de distinta indole y con
distintas datas (Hanni ef al., 1990:365; Hagelberg y Clegg., 1991:45-50).

De forma simultanea a los estudios de Hagelberg y Hénni; S. Pddbo presentd sus
resultados al obtener secuencias de ADN a partir de restos humanos antiguos mediante
la clonaciéon de secuencias repetitivas Alu (ADN nuclear), a partir de piel de momias
egipcias de 2500 anos de antigiiedad (Pddbo, 1985:411-417 y 644-645).

Los avances en la recuperacion de ADN a partir de restos arqueoldgicos suscitaron
grandes expectativas en la comunidad cientifica, pero rapidamente fueron disuadidas
debido a las dificultades en su reproducibilidad. Posteriormente y gracias a la apari-
cién de una nueva técnica molecular basada en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se proporcionaron nuevas perspectivas en este campo.

A lo largo de estas ultimas tres décadas se han desarrollado numerosas investiga-
ciones en el area del aDNA; obtener secuencias aminoacidicas de animales, plantas y
bacterias antiguas ha aportado datos importantes para discernir las relaciones filoge-
néticas de animales actuales y extinguidos (Hagelberg et al., 1994:25-26; Krajewski
et al., 1997:911-917).

El estudio del ADN de restos humanos ha sido también en estos ultimos afios un
gran campo de estudio, lo que ha proporcionado pruebas para apoyar teorias en el
origen de nuestra especie como la discontinuidad genética existente entre el hombre de
Cromanén y el Hombre de Neanderthal (Schmitz ef al., 2002:13342-13347; Caramelli
et al., 2003:6593-6597) o descifrar la secuencia del Hombre de Neandertal. También
estos estudios en aDNA han apoyado la reconstruccion de las relaciones filogenéticas
entre poblaciones humanas, estableciendo flujos genéticos desde Africa hasta la colo-
nizacién del nuevo mundo (Stone y Stoneking., 1993:463-471; Izagirre y De La Rua.,
1999:199-207).

Ademas de las aplicaciones en Antropologia, el aDNA ha supuesto un gran avance
en el ambito forense. Las nuevas técnicas en el campo del aDNA han contribuido al
esclarecimiento de importantes casos donde se han identificado cadaveres antiguos
utilizando el analisis de STRs autosémicos (Hagelberg y Clegg., 1991:45-50).

El analisis genético a partir de restos antiguos, también ha permitido elucidar casos
de personajes historicos como la identificacion de los restos de la familia Romanov
(Gill et al., 1994:130-135).

Desafortunadamente, el estudio del aDNA presenta cuatro grandes dificultades;
la escasez, la fragmentacion de las cadenas, las modificaciones moleculares y la pre-
sencia de inhibidores de la PCR en los extractos. Ademas de éstos, la contaminacién
del material genético antiguo con ADN exdgeno, han puesto en duda la autenticidad
de muchas investigaciones (Pddbo et al., 1989:9709-9712; Gilbert et al., 2003:32-47
y 48-61; Pédidbo et al., 2004:645-679).
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ADN repetido para el estudio de muestras antiguas

Un 10% de las secuencias repetitivas son repeticiones en tandem, entre los que
encontramos los microsatélites. Son secuencias altamente polimorficas y denominadas
STR (Short Tandem Repeat). El alto grado de polimorfismo de los loci STRs se debe a
la variacion en el numero de unidades de repeticion (Litt y Luty, 1989:397-401; Weber
y May, 1989:338-396). Ademas las secuencias STRs varian también en la longitud de
la unidad de repeticidon y el rigor con el que se conforma el modelo de repeticion.
Las unidades “simples” contienen repeticiones de idéntica longitud y secuencia; las
“complejas” contienen varios bloques de repeticion de unidades de longitud variable,
junto con mayor o menor variacion de las secuencias.

Los STRs son fragmentos de ADN de diferente longitud en los que la unidad de
repeticion contiene de 2 a 5 nucleotidos y constituyen elementos extraordinariamente
utiles en el mapeo genético y la identificacién humana. Cada uno de estos fragmentos,
localizado en un cromosoma concreto, se denomina marcador genético y las formas o
variantes que puede adoptar dicho marcador se denominan alelo. Si una persona presenta
el mismo nimero de copias en los dos alelos se denomina homocigoto. Si presenta
diferente numero de copias en cada alelo, se conoce como heterocigoto. ElI genotipo
obtenido para un conjunto de loci implicados en el analisis forense se llama perfil
genético. Las repeticiones de trinucleétidos o tetranucledtidos son comparativamente
raras pero poseen un alto grado de polimorfismo. Por ello, sobre estos se actia en
la actualidad en genética forense para diferenciar individuos entre si. Entre los STRs
podemos diferenciar STRs autosémicos y STRs de cromosoma Y.

STRs autosomicos

Los STRs autosémicos son numerosos por todo el genoma y han sido descritos en
regiones génicas y extragénicas. Los situados en regiones génicas estan presentes tanto
en intrones y secuencias flanqueantes como en regiones codificantes. El alto grado
de polimorfismo de los loci STRs se debe a la variacion en el nimero de unidades
de repeticion (Litt y Luty, 1989:397-401; Weber y May, 1989:338-396; Economou et
al., 1990:2951-2954). Ademas las secuencias STRs varian también en la longitud de
la unidad de repeticion y el rigor con el que se conforma el modelo de repeticion.
Los STRs autosémicos son los marcadores de eleccion en estudios de criminalistica,
investigacion de la paternidad e identificacion genética. Ademas, el estudio de estos
marcadores en practicamente todas las poblaciones mundiales ha permitido establecer
una distribucion geografica de determinados alelos. (Brinkmann, 1996:175-182); (Czarny
et al., 2005:97-100).

STRs de cromosoma Y

Los STRs de cromosoma Y son los marcadores mas informativos para la iden-
tificacion individual. El cromosoma Y sigue una herencia en bloque exclusivamente

14 CPAG 22, 2012, 11-47. ISSN: 2174-8063



EL ADN ANTIGUO UNA HERRAMIENTA PARA DESCIFRAR LA HISTORIA

paterna por lo que el estudio de este tipo de marcadores genéticos nos permite esta-
blecer el linaje paterno de las muestras. Al ser haploide, no tiene homodlogo, con
lo cual su recombinacion estd en su mayoria impedida (en un 90%). Los STRs de
cromosoma Y, ademas de en casos de criminalistica e investigacidén de la paternidad,
son ampliamente empleados en estudios de evolucién ya que los grupos de ligamiento
ancestrales que reflejan el origen del cromosoma Y se encuentran conservados a lo
largo de la evolucion. Este cromosoma ha adquirido numerosas secuencias proceden-
tes de diversos origenes, por tanto, es un cromosoma moderno que ha alcanzado su
conformacién actual durante la evolucion desde los grandes monos hasta el hombre.
Es probable que los estudios del cromosoma Y contribuyan a una mayor comprension
de los origenes de los humanos modernos (Jobling y Tyler-Smith, 1995:799-803).
Otra aplicacién importante de los STRs de cromosoma Y es en genética de pobla-
ciones ya que dependiendo de la poblacién, las frecuencias de los Y-STRs poseen una
distribucion variable (Jobling y Tyler-Smith, 2003:598-612). Desde el descubrimiento
de los Y-STR, se han estudiado numerosos grupos poblacionales para validar muchos
de los marcadores en el campo forense (Richards y Sutherland, 1992:7-9; Roewer y
Carracedo, 2001:105; Roewer et al., 2001:106-113; Kayser et al., 2002:513-519; Lessig
et al., 2003:S160-S163). Estas variaciones también se han aplicado en genética de pobla-
ciones y antropologia molecular (Ciminelli et al., 1995:966-973; Pérez-Lezaun et al.,
1997:265-270). La alta tasa de mutacion de éstos nos proporciona una informaciéon muy
adecuada para diferenciar poblaciones cercanas desde el punto de vista filogenético.
Ademas, debido a la concordancia entre la herencia del apellido y la de las regiones
no recombinantes del cromosoma Y hace de éstas una herramienta idoénea para rea-
lizar estudios de genealogia (Jobling, 2001:353-357; King y Jobling, 2009:351-360).
Por ultimo, se esta generalizando el uso de estos marcadores por su asociacion con
numerosas enfermedades. El uso de Y-STRs, X-STRs y ADNmt puede ayudar a aso-
ciar las enfermedades con haplogrupos o incluso con haplotipos particulares, para asi
poder realizar un perfecto diagnostico de los pacientes a la hora de realizar un panel
de marcadores genéticos (Rebbeck ef al., 2004:681-687; Kim et al., 2007:172; Romero
et al., 2008:37-43). También se estan descubriendo como una herramienta para poder
asociar enfermedades hereditarias (Shrestha ef al., 2005:29-38), sobre todo en aquellas
con mayor incidencia en varones como puede ser el cancer de prostata (Krausz et al.,
2004:573-583; Lindstréom et al., 2008:6712-6716).

ADN mitocondrial para el estudio de muestras antiguas

El ADN mitocondrial (ADNmt) es el genoma eucaridtico mejor estudiado, se
conoce su estructura y secuencia completa en casi todos los organismos. En el caso
de la especie humana es doble, circular cerrado y con una longitud de 16.569 pares de
bases (pb). Sus dos cadenas son complementarias y antiparalelas, asemejandose mas a
un ADN bacteriano que al ADN nuclear que esta estrechamente asociado con proteinas
y repartido en cromosomas.

Segtin la hipdtesis endosimbionte, las mitocondrias provienen de una bacteria
“independiente”. Esta seria la explicacién de que posean su propio material genético,
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el ADNmt y su maquinaria para expresarlo. La regioén codificante contiene 37 genes,
de los cuales 22 son para ARN de transferencia, 2 para ARN ribosémicos y 13 para
proteinas implicadas en la fosforilacion oxidativa y en la produccién de ATP (Anderson
et al., 1981:457-465).

La regulacion de la molécula de ADNmt se sitiia en la region control con aproxi-
madamente 1122 pares de bases de longitud y contiene los promotores de transcripcion
de ambas cadenas y el origen de replicacion de la cadena pesada. Se encuentra entre
la posicion 16024 y la 16569 continuando desde la posicion 1 hasta la 576.

La region control tiene una alta variabilidad entre individuos por lo que se ha
convertido en objeto de analisis en estudios antropoldgicos e investigacion en genética
forense. Se divide en otras regiones en funcidon de su grado de variabilidad. Las mas
estudiadas y conocidas por su alto grado de variabilidad son la regidén hipervariable
1, HV1 (16024-16365), la region hipervariable 2, HV2, (73 a la 340), y una tercera
region hipervariable, menos utilizada, HV3, (440-560) (Lutz et al., 2000:155-161).
Existe una mayor variabilidad en la HV1 que en la HV2, por lo tanto ha sido el mas
usado en estudios de poblaciones humanas y del que se tiene una mayor informaciéon
(Handt et al., 1998:126-129).

Caracteristicas del ADN mitocondrial

Este tipo de ADN presenta ciertas caracteristicas que lo hacen especialmente util
para estudios de identificacién y evolucion molecular:

— Alto nimero de copias en cada individuo: Hay entre 10 y 100 mitocondrias por
célula y dentro de cada mitocondria entre 10 y 100 copias de ADNmt (Shuster
et al., 1988:1360-1365; Clayton, 1992:439-447). El resultado de este alto numero
de copias es que al intentar obtener ADNmt de una muestra siempre es mucho
mas sencillo que obtener ADN nuclear, lo que le confiere una gran utilidad en
muestras de restos minimos y/o antiguos.

— Transmision exclusiva por via materna: el ADNmt de hermanos, de hijos y madre
y en general de aquellos individuos relacionados por via materna es idéntico
siempre y cuando no se den mutaciones (Wallace y Torroni, 1992:403-416;
Wallace, 1992:628-632; Parsons et al., 1997:362-367).

— Caracterizacion completa de su genoma en 1980 por el grupo de Frederick
Sanger en Cambridge (Anderson et al., 1981:457-465).

— Presencia de numerosos polimorfismos.

—Rapida tasa de evolucion: ADNmt tiene una alta tasa de mutacion, de 5-10 veces
mayor que el ADN nuclear. Esta caracteristica hace del ADNmt una herramienta
muy util para el analisis con fines de identificacion y también para el estudio
del proceso evolutivo (Brown et al., 1979:1967-1971). La facil aparicion de
mutaciones y la fijacion de éstas produce una alta hipervariabilidad entre la
poblacion humana.
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Polimorfismos de ADN mitocondrial

Las sustituciones puntuales son la mayor parte de los polimorfismos del ADNmt,
aunque también existen deleciones e inserciones de una o varias pares de bases (Cann
y Wilson, 1983:699-711; Howell y Smejkal, 2000:1589-1598).

Para el estudio de la variabilidad mitocondrial humana, la secuenciacion de ciertas
regiones del ADNmt (HVSI y/o HVSII) es la forma mas habitual de detectar susti-
tuciones puntuales. Con la secuenciacion de la totalidad o de las regiones con mas
variabilidad del genoma mitocondrial se encuentran cambios nucleotidicos o mutaciones
en la secuencia de bases lo que define los haplotipos mitocondriales.

Wesley Brown y Douglas Wallace, a finales de los afios 70, aplican por primera
vez el ADNmt como marcador molecular para la reconstruccion del pasado de las
poblaciones humanas (Brown et al., 1979:1967-1971; Giles et al., 1980:9611-9615).

Las principales aplicaciones de los polimorfismos de ADN mitocondrial son:

— Investigacion de la hermandad y maternidad: El estudio del ADNmt complementa
al analisis de polimorfismos del ADN nuclear. Es de gran importancia en el
estudio de parentesco entre familiares relacionados por via materna, cuando no se
cuenta con familiares de primer grado y se ha de recurrir al estudio de familiares
lejanos (Paabo, 1989:1939-1943 y 9709-9712; Paabo et al., 1990:4718-4721)
o bien cuando se ha de realizar identificacion de restos d6seos contando con
parientes maternos, donde habitualmente la cantidad de ADN nuclear esperada
es baja o muy baja (Gill ef al., 2004:51-53).

— Criminalistica: En ocasiones es la unica informacidon que se puede conseguir,
bien sea por la escasa cantidad de la muestra (ejem: pelos sin bulbo) o por su
altisima degradacion. De este modo, cuando un sospechoso posee un haplotipo
de ADNmt diferente al de un indicio biolégico, hay una buena razéon para su
exclusion, al igual que ocurre con otros sistemas basados en el tipado de ADN.

— Evolucion y genética de poblaciones: La caracterizaciéon del ADNmt en poblaciones
humanas, tanto actuales como antiguas, en otros primates, y en fosiles del género
Homo, ha contribuido, en las ultimas décadas, a aclarar cuestiones centrales de
la evolucién humana (Cavalli-Sforza y Feldman, 2003:267). Asimismo, el ADNmt
destaca como uno de los sistemas mas utilizados en la caracterizacion genética
de las poblaciones humanas, habiendo sido aplicado como herramienta filoge-
nética (Richards et al., 1998:251-254; Richards et al., 2000:241-260; Finnila et
al., 2001:31-39; Herrnstadt et al., 2002:1152-1171; Kong et al., 2003:671-676).
La variacién en el ADNmt puede ser usada para construir arboles filogenéticos,
o varios arboles alternativos dispuestos en una red (Bandelt ef al., 1995:37-60;
Bandelt et al., 1995:743-753; Bandelt y Chepoi, 2000:701-714; Bandelt et al.,
2000:8-28), que describen la relacidon entre secuencias individuales. También es
una herramienta muy utilizada en la caracterizacion genética e inferencia del
origen e historia demografica de numerosas poblaciones antiguas y modernas
de los diferentes continentes.

— Estudios de asociacion a enfermedades: Como se cita en las aplicaciones de
los STRs en cromosomas sexuales, la asociacion de genes a enfermedades esta

CPAG 22, 2012, 11-47. ISSN: 2174-8063 17



M.* SAIZ, M.* J. ALVAREZ-CUBERO, L. J. MARTINEZ-GONZALEZ, J. C. ALVAREZ y J. A. LORENTE

muy ligada al estudio de las poblaciones. Por eso el ADNmt es una herramienta
muy importante al igual que los STRs en cromosomas sexuales, debido a sus
similitudes.

Haplogrupos

Mediante dos diferentes métodos moleculares se consiguié caracterizar la varia-
bilidad genética del ADNmt humano. En primer lugar, se realizaron analisis de los
polimorfismos con enzimas de restriccion, RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phisms) (Cann y Wilson, 1983:699-711; Scozzari et al., 1988:534-544; Torroni et al.,
1992:153-162) y posteriormente se llevo a cabo la secuenciacion directa de las regiones
HVI y HV2 (Vigilant et al., 1991:1503-1507) y del genoma completo (Kivisild et al.,
2006:149-179) (tabla 1).

Estos estudios han determinado una misma unidad monofilética, llamada haplo-
grupo, que resultan ser especificos de variantes geograficas diferentes de la especie
humana (fig.1). En la actualidad los estudios se realizan mediante analisis completos
del ADN mitocondrial, secuenciando todo su genoma, gracias al abaratamiento de las
técnicas asi como a la aparicion de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) (Li et al., 2010:237-249).

VARIACOES DOS HAPLOGRUPOS mitDNA

Fig. 1.—Mapa de la evolucidon y migraciéon de los principales haplogrupos mitocondriales.
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PRINCIPALES HAPLOGRUPOS I\/FI[Ié[](g)Igz)I\IIDRIALES Y SU LOCALIZACION
Haplogrupo Localizacion
A Asia Oriental y nativos americanos de América del Norte.
B Eurasia Oriental, América, Oceania y Madagascar.
C Amerindios y Eurasia Oriental, predomina en Siberia y esta en menor frecuencia en Asia
Oriental y Asia Central.
Cz Predomina en Siberia y estd en menor frecuencia en Asia Oriental, Sudeste de Asia y
Asia Central.
D Extremo Oriente y pueblos indigenas americanos.
E Archipiélago malayo.
F Asia Oriental y Sudeste de Asia, Sur de Siberia y Este de la India.
G Asia.
H Europa, sobretodo Europa Occidental.
HV Europa, Medio Oriente, Norte Africa y Asia Central.
1 Europa.
J Medio Oriente y Arabia Saudita.
JT quio Oriente; siendo también importante en Europa, Siberia Occidental, Asia Central
y Africa del Norte.
K Europa.
L Africa Subsahariana.
M Eurasia Oriental.
N Presente en todos los continentes.
P Aborigenes australianos y melanesios.
Q Oceania.
R Europa.
RO Europa, Medio Oriente, Norte de Africa y Asia Central.
S Nativos australianos.
T Eurasia Occidental.
U Eurasia Occidental.
W Europa.
X Eurasia Occidental y de poblaciones nativas de América del Norte.
Y Extremo Oriente.
V4 Siberia, Asia Oriental y Sudeste de Asia, llegando por el Oeste hasta Escandinavia.
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Desde que se comenzaron a estudiar las variaciones en la secuencia del ADNmt,
se observo que existe una correlacion entre los polimorfismos de las regiones variables
y la distribucion geografica de las mismas, pudiéndose observar un patrén de cambio
segun la aparicion de nuevos grupos poblacionales. Estas variaciones son un registro en
la actualidad de eventos que ocurrieron en el pasado (Torroni et al., 1996:1835-1850).
Algunas sustituciones ayudan a definir subgrupos dentro de los haplogrupos, lo que
también explica como han evolucionado estos grupos poblacionales.

En la bibliografia es frecuente relacionar la edad de los haplogrupos mitocondriales
con la edad de una determinada poblaciéon y que la expansion de cada haplogrupo refleje
una migracion diferente. Cuando ocurre una migracioén en una determinada poblacion,
ésta tiene lugar con todos sus haplogrupos y no con uno sé6lo, por tanto, la edad de
los linajes matrilineales viene determinada desde el momento en que tienen lugar los
sucesos mutacionales y no cuando tiene lugar la migracién (Pakendorf y Stoneking,
2005:165-183). Los procesos de diferenciaciéon molecular ocurren, principalmente,
durante y después de las colonizaciones y distribucion de los grupos humanos entre
y dentro de los continentes, razén por la cual los haplogrupos y subhaplogrupos son
restringidos a distintas areas geograficas (Achilli et al., 2005:883-886).

El ADNmt so6lo preserva una parte de la historia de una poblacion, por lo que,
el estudio de la variabilidad de los linajes maternos se ha complementado con datos
provenientes del analisis de la regidn no-recombinante del cromosoma Y. El estudio
de ambos sistemas genéticos permite determinar las genealogias maternas y paternas
de forma separada y sin los problemas inherentes a la recombinacién, siendo ademas,
complementado con el aporte de la informacion de los STRs de cromosomas autosémi-
cos. Obviamente, esta claro que en aDNA esto no es especialmente facil y en algunos
casos resulta practicamente imposible.

USO DE MARCADORES GENETICOS EN ESTUDIOS EN LA PENINSULA
IBERICA

Las poblaciones actuales muestran “marcas genéticas” del pasado que se deben a
eventos genéticos importantes ocurridos en el pasado. Entre ellas se encuentran aque-
llas establecidas por antiguas migraciones importantes y las diferencias locales en las
poblaciones debidas a las barreras geograficas que aislardn produciendo distancias
entre los grupos poblacionales.

En la actualidad, se pueden detectar patrones genéticos en las poblaciones de la
Peninsula Ibérica que muestran un mapa que resume el paso del tiempo y de las pobla-
ciones que han habitado o transitado por nuestra region. Son muchos los estudios que
resumen el pasado de nuestra Peninsula, pero muy pocos los realizados con muestras
antiguas. El problema de no analizar muestras antiguas es que podemos detectar los
eventos genéticos de cierta magnitud desde un punto de vista demografico y poblacional
(muchos individuos, mucho tiempo), o con poblaciones que tienen diferencias genéticas
muy definidas. Ademds de estas premisas de partida, las consecuencias genéticas de
estos eventos no deben ser enmascaradas por el intercambio genético posterior con
poblaciones vecinas (Bertranpetit y Cavalli-Sforza, 1991:51-67). A pesar del escaso
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numero de estudios sobre la Peninsula Ibérica realizados en este contexto, se ha podido
dar mucha informacién sobre los eventos ocurridos en ella.

Los primeros estudios en la Peninsula Ibérica incluyeron andlisis de frecuencias de
marcadores autosémicos Alu, polimorfismos de insercidn, y polimorfismos en el ADN
mitocondrial (mtDNA) y cromosoma Y (Reyment, 1983:505-521; Corte-Real et al.,
1996:331-350; Fernandez-Santander et al., 1999:745-752; Rickards et al., 2000:175-183;
Semino et al., 2000:1155-1159; Bosch et al., 2001:1019-1029; Brion et al., 2003:147-
161; Cavalli-Sforza et al., 2007). Estos estudios revelan que la Peninsula Ibérica se
considera como la regién con menor impacto Neolitico, aunque la mayoria de los estudios
complementan la genética con evidencias arqueoldgicas. Multiples estudios muestran
como la poblacion del Pais Vasco diverge de otras poblaciones europeas ya que tiene
una gran proporcion de alelos ancestrales procedentes del Paleolitico y una baja diversi-
dad genética (Iriondo et al., 2003:73-84; Rodriguez-Ezpeleta et al., 2010:113-117). Sin
embargo, la presencia en la alta frecuencia de un numero de haplotipos raros, tanto en
mtDNA y analisis de cromosoma Y, sugiere que la deriva genética puede haber acen-
tuado su caracter distintivo. Debido a su variacidén genética caracteristica, los vascos
a menudo han recibido una considerable atencion en los estudios genéticos de Europa
Occidental, en detrimento de la caracterizacion genética del resto de poblaciones ibé-
ricas (Corte-Real et al., 1996:331-350; Cavalli-Sforza et al., 1997:247-254; Lucotte y
Loirat, 1999:431-437; Rickards et al., 2000:175-183; Larruga et al., 2001:708-716).

Fuera de un contexto europeo, algunos estudios han investigado el grado de flujo
de genes africanos en la Peninsula Ibérica. Muchos estudios han buscado rastros de
mezcla, con las poblaciones del norte de Africa, e incluso han podido establecer un
limite genético coincidiendo con el estrecho de Gibraltar (Bosch ef al., 2001:1019-1029;
Pereira et al., 2005:213-229). Aunque estos estudios indican la presencia de algunos
linajes del norte de Africa en la Peninsula Ibérica, se ha comprobado que la influencia
es mucho mas limitada de lo que se pensaba o esperaba.

Enfoques mas actuales han permitido establecer la posible contribucién de pobla-
ciones mas actuales en el tiempo, e intentar discernir la compleja historia reciente. En
la Peninsula han residido durante un largo periodo de tiempo varias poblaciones muy
desiguales con origenes geograficos, culturales y religiosos distintos, caracteristicas del
norte de Africa, musulmanes y los judios sefarditas (Adams et al., 2008:725-736). En
este trabajo se analizaron los haplotipos del cromosoma Y, donde sus proporciones en
las frecuencias y en los haplotipos encontrados revelaron un alto nivel de conversion
religiosa, impulsada por episodios historicos en el caso de los judios. El analisis de la
distribucion de haplotipos y la diversidad dentro de los haplogrupos especificos sugiere
que el componente judio sefardi es el mas antiguo de los encontrados en la Peninsula.
Por otro lado, la distribucion geografica de los componentes genéticos africanos en
la Peninsula no refleja la colonizacion inicial y la posterior retirada de estos pueblos
y las proporciones observadas de estos componentes en las poblaciones actuales son
producto de la deriva genética en cada zona geografica no coinciden con la entrada y
salida de los musulmanes de la Peninsula.
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METODOLOGIA

El éxito en la obtencion de informacion genética a partir de material antiguo esta
condicionado por factores como el tipo de material de estudio, las condiciones del
enterramiento y las condiciones de la manipulacion arqueoldgica.

La toma de la muestra cuando se trata de muestras antiguas es muy importante. A
continuacion se detallan unos pasos a seguir cuando se manipulan este tipo de muestras.
Sin embargo, las técnicas se mejoran constantemente por lo se recomienda consultar a
un paleogenetista para especificar todos los detalles de la toma de muestras y posterior
tratamiento de las mismas. Incluso, cuando no se prevén analisis de ADN es impor-
tante tratar las muestras para posibles futuros analisis (Bollongino et al., 2008:91-98).

Eleccion de las muestras

A menudo, un laboratorio de genética forense ha de trabajar con muestras de ADN
que no se encuentran en condiciones Optimas. La muestra puede tener una cantidad
limitada, estar degradada y/o puede haber estado expuesta a agentes ambientales. Por ese
motivo, las técnicas empleadas en el laboratorio son criticas para la maxima obtencion
de ADN en muestras degradadas y limitadas. Debido a ello, es de vital importancia el
tipo de muestra disponible para los analisis de ADN.

Los tejidos de eleccion para la determinacion de aDNA son huesos y dientes.
Ambos tejidos protegen el ADN de la degradacion y de ataques biologicos debido a
su robustez fisica y quimica; en la mayoria de los casos éstos son los unicos tejidos
que pueden ser analizados. Sin embargo, los mecanismos por los que el ADN es pre-
servado en el hueso no estan bien caracterizados (Collins et al., 2002:383-394; Pruvost
et al., 2007:739).

Los dientes son el tejido mas duro del cuerpo humano debido al esmalte dental y son
una buena eleccidén ya que el material genético esta protegido por tejidos calcificados
(Girish et al., 2010:63). El diente estd formado por dentina, un tejido conectivo que
forma gran parte del eje estructural del diente. La dentina de la corona del diente esta
cubierta por el esmalte, tejido de origen ectodérmico y extremadamente mineralizado,
acelular y avascular. La dentina que se encuentra en la raiz del diente estd cubierta
por el cemento, otro tipo de tejido conectivo calcificado. El tejido blando encontrado
en la pulpa se compone de odontoblastos, fibroblastos, células endoteliales, nervios
periféricos, células mesenquimales indiferenciadas y otros componentes nucleados de
la sangre ricos en ADN (Muruganandhan y Sivakumar, 2011:38). La pulpa es el tejido
mas empleado para la obtencion de ADN ya que es abundante y tiene una baja proba-
bilidad de contaminacion con ADN no humano (Girish et al., 2010:63).

El tejido 6seo se compone principalmente de proteinas y minerales. Las dos pro-
teinas mas abundantes en este tejido son el colageno y la osteocalcina. Aproximada-
mente el 70% de la parte mineral del hueso se compone de hidroxiapatita, que incluye
fosfato calcico, carbonato calcico, fluoruro calcico, hidroxido calcico y citrato. La
organizacion estructural del hueso es tal que la parte mineral proporciona soporte a
la parte proteica y asi excluye fisicamente agentes o enzimas extracelulares que son
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potencialmente dafiinos para la parte proteica (Collins et al., 2002:383-394). E1 ADN
tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita y la degradacién del ADN esta ligada a
la pérdida de cristalinidad de la hidroxiapatita, aunque también se ha relacionado con
la pérdida de coldgeno. Las caracteristicas dseas estdn directamente relacionadas con
la supervivencia del mismo asi como con la proteccion del ADN a la degradaciéon. La
densidad 6sea es uno de los factores intrinsecos mas importantes en la supervivencia
del hueso, con diferencias significativas entre hombres y mujeres. Ademas, existen
diferencias de densidad o6sea en diferentes partes del esqueleto, teniendo la region
media de los huesos niveles mas altos (fig. 2).

Exito en la extraccién de ADN

E>E>E>m> >E>m

Fig. 2.—Porcentaje de éxito, dependiendo del hueso de partida. Esquematiza la informacion de los distintos
estudios realizados sobre extraccion de ADN en huesos. Imagen tomada de Martinez-Gonzalez et al. 2010.

Es muy complicado estimar el estado de conservacion del ADN a través de una
simple inspeccion macroscopica. Sin embargo, hay varios rasgos caracteristicos de una
buena muestra. Los huesos han de ser duros, pesados y con una estructura compacta.
Los huesos largos son preferibles a los huesos porosos como pelvis, escapula y partes
del craneo. Los huesos no han de tener fisuras o ataques microbianos. Especialmente
para identificaciéon humana, los dientes con una raiz bien preservada son de gran uti-
lidad. Material quemado o bajo el efecto del calor no es apropiado. Cuando se trabaja
con un gran numero de individuos se recomienda tomar el mismo elemento anatémico
para evitar el doble tipado de los individuos.
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Excavacion de las muestras

Se ha demostrado que las muestras extraidas en zonas calidas estan peor preserva-
das y son mas vulnerables al estrés termal y a la contaminacion durante la excavacion.
Por ello, las muestras se han de mantener de forma constante a temperaturas relativa-
mente bajas. Se han de excavar rapidamente, puestas directamente en bolsas estériles
y almacenadas en cajas frias o un sitio sombrio. Si no se disponen de sitios frios, se
recomienda poner las muestras en bolsas y enterrarlas lo suficientemente hondas como
para que el calor no las alcance. Los restos humanos se contaminan facilmente por lo
que se recomienda reducir el riesgo de contaminacién al maximo llevando al menos
guantes, bata y mascarilla. Las herramientas se han de limpiar con lejia y los guantes
se han de cambiar tras la manipulacién de cada muestra para evitar contaminacion
entre ellas. Se han realizado estudios donde relacionan el tipo de muestra tomada con
el riesgo de contaminacidon de la misma, asi como con el procesado de la muestra por
parte de los investigadores en el momento de lo toma (Pilli et al., 2013). Para analisis
genéticos, cada muestra se ha de extraer por duplicado para su autentificacion.

Tratamiento y almacenamiento de las muestras

Siempre que sea posible se han de usar guantes para la manipulacion de la muestra.
Cada espécimen se ha de depositar en una bolsa independiente para evitar contami-
naciones entre muestras. En caso de que las muestras se encuentren humedas y no se
puedan transportar refrigeradas, se han de preservar en bolsas de papel, para evitar el
deterioro de las mismas. Se recomienda no lavar las muestras, ya que es una fuente
de contaminacion.

Para minimizar el riesgo de contaminacidén post-excavacién, las muestras se han
de almacenar en un ambiente frio, seco y oscuro.

Muestras control

En ocasiones, las muestras pueden contaminarse por la tierra que las rodea. Es
de gran ayuda monitorizar esta contaminacion tomando muestras control del suelo de
diferentes partes de la excavacion y éstas han de ser tratadas como muestras indepen-
dientes. Ademas, en caso de tratar con restos humanos, se han de tomar muestras de
todos los individuos que manipulen las muestras para asegurar que la contaminacion
por los arquedlogos sea evitada y controlada. Los resultados de aDNA han de ser repli-
cados en al menos, un segundo laboratorio por lo que se han de guardar submuestras
en areas donde no se trabaje con ADN (Bollongino et al., 2008:91-98).

Tratamiento de las muestras en el laboratorio

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio, se han de identificar y anonimi-
zar. Se recomienda sacar fotografias de todos los restos recibidos, ya que en muchas
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ocasiones se ha de destruir por completo la muestra para poder realizar los analisis
de ADN.

Para poder extraer ADN de restos Oseos o dientes, primero se ha de limpiar y
pulverizar la muestra.

Los dientes se han de limpiar con agua ultra pura (milliQ) y un cepillo. Cuando
los dientes se encuentran en buen estado y no presentan caries o fisuras, se han de
dejar de 5 a 10 minutos en una solucidn de lejia al 10% y expuestos a luz ultravioleta
durante 5 minutos por cada cara para minimizar las posibles fuentes de contaminacion.
A continuacion, se ha de eliminar la mayor cantidad de dentina posible mediante el
limado de diente. Esto se realiza dentro de una urna, que ha sido previamente lim-
piada con lejia y DNAsas y expuesta a luz ultravioleta; y con una fresa montada en
un minitaladro.

Los huesos se cortan en fragmentos de unos 2 x Icm con un disco de corte y se
limpia la superficie externa e interna con una fresa montada en un minitaladro, en las
mismas condiciones de trabajo que con los dientes (lam. I).

A continuacién, se colocan los fragmentos de hueso o dientes en un vial para
Freezer/Mill® y se pulveriza la muestra sumergida en nitréogeno liquido.

Se toman 0.5 gr del polvo resultante del que se realizara la extraccion del ADN.

Para la extraccién de este tipo de muestras, se pueden emplear métodos cldsicos
de extraccidén con disolventes organicos o kits comerciales que ya proveen todos los
reactivos y materiales necesarios para la obtenciéon de ADN. Todos los métodos se
basan en la incubacion de las muestras durante aproximadamente 24 horas con buffers
y enzimas que digieren las proteinas a las que se encuentra ligado el ADN para la
liberacion de éste al medio. Posteriormente, se aisla el ADN del medio y se lava en
repetidas ocasiones para eliminar todos los posibles inhibidores de la PCR.

Tanto en los analisis forenses como en analisis de aDNA, encontraremos muy poca
cantidad de muestra, estara degradada o alterada quimicamente. Por ello, el problema de
la contaminacién se evalia de forma continua mediante el uso de controles al trabajar
con muestras con bajo numero de copias o degradadas. Existen bases de datos de ADN
del personal de laboratorio, se realizan controles de los reactivos, controles positivos
y negativos e incluso en ocasiones, controles de los viales empleados para la pulveri-
zacion del hueso. Ademas, se toman medidas adicionales contra la contaminacién que
incluyen el disefio del laboratorio y la preparacion de los reactivos. Los laboratorios se
estructuran en dos habitaciones separadas, una empleada para la extraccion del ADN y
la otra para la amplificacion y posterior procesamiento. Algunos laboratorio, incluyen
un flujo de aire con presion negativa y positiva, asi como vestibulos (lam. II).

Criterios de autenticidad al trabajar con aDNA

Para que los datos obtenidos en el analisis de aDNA sean fiables y respetables, se
han de tener en cuenta los siguientes criterios:

1. Toma de las muestras: Como ya se ha explicado anteriormente, los paleontélogos
han de tener mucho cuidado en la toma de muestras e intentar evitar todo tipo
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de contaminaciones. Una vez en el laboratorio, las muestras se han de dividir
y realizar réplicas del analisis en laboratorios independientes.

2. Preservacién bioquimica: El principal componente molecular del diente y el hueso
es colageno. Las proteinas y el ADN sufren procesos similares de oxidacién e
hidrolisis. Por ello, el analisis de las alteraciones en las proteinas del hueso o
diente permitird a los investigadores escoger aquellas muestras que presentan
caracteristicas favorables a la preservacién del ADN.

3. Controles de extraccion y amplificacion: El andlisis del aDNA se ha de llevar a
cabo en laboratorios empleados exclusivamente para la extraccion de muestras
con bajo numero de copias de ADN. Se han de realizar extracciones en blanco
y controles de PCR exhaustivos para monitorizar los niveles de contaminacion.

4. Comportamiento molecular: El ADN de restos fosiles esta degradado en peque-
fios fragmentos (150 pares de bases). Una manera de comprobar la autenticidad
del extracto de aDNA es observar la presencia de fragmentos mayores de 300
pares de bases.

5. Cuantificacion: Conocer la cantidad de ADN presente en el extracto ofrece gran
informacion sobre el estado de preservacion de la muestra.

6. Amplificacion: Se han de amplificar fragmentos solapantes pequefios (<150
pares de bases). De esta manera se asegura una mayor amplificaciéon del ADN
degradado frente a moléculas de ADN contaminantes de mayor tamafo. Las
amplificaciones se han de realizar por duplicado y cada amplificacion se ha de
secuenciar en varias ocasiones.

7. Reproducibilidad: Se han de reproducir los resultados de la misma muestra en
el laboratorio y de otras submuestras en otros laboratorios.

8. Analisis de fauna: En caso de restos de hominidos, donde puede ser complicado
determinar la secuencia endogena, es conveniente tener muestras de la fauna del
mismo sitio que puedan dar informacion indirecta sobre la preservacion del ADN.

9. Confirmacién filogenética: Se han de analizar las secuencias de ADN filogené-
ticamente. La presencia de nuevas secuencias que no se encuentran en la base
de datos, sobretodo de ADN mitocondrial, no aseguran su autenticidad (Jobling
et al., 2003).

INCONVENIENTES DE LOS ESTUDIOS CON aDNA
El aDNA presenta un conjunto de caracteristicas fisico quimicas que lo diferencian
del organismo vivo: escasez, fragmentacion de las cadenas, modificaciones moleculares

y presencia de inhibidores de la PCR. La suma de estas caracteristicas impone ciertas
limitaciones técnicas a la hora de recuperar ADN de restos antiguos.

Degradacion del ADN

El grado de degradacion de la muestra varia en funcidén de la exposicion a la luz,
humedad y temperatura. La contaminacidn bacteriana y fungica y la rapida coloniza-
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cion de los mismos, derivaran en la degradacion fisica, quimica y bioquimica del ADN
gendmico del espécimen de interés (Bender ef al., 2004:135-140).

En las células vivas, la integridad del ADN se mantiene mediante procesos de
reparacidén enzimaticos. Tras la muerte de un organismo, los compartimentos celulares
que contienen enzimas cataliticas se rompen. Como consecuencia, el ADN se degrada
rapidamente por estas enzimas. Ademas, el ADN se ve sometido a procesos de degra-
dacion causados por bacterias, hongos e insectos.

La exposicion al agua es probablemente la mayor fuerza destructiva que actua sobre
el ADN. Se ha demostrado que el agua inicia la rotura de la cadena del ADN mediante
la unién a los enlaces glucosidicos. Por ello, un paso critico en la preservacion del
ADN es la rapida deshidratacion de los tejidos.

El pH del ambiente también juega un papel crucial en la preservacion a largo plazo
del ADN. Ambientes acidos incrementan el ratio de degradacion del ADN.

La exposicion a luz ultravioleta causa un gran dafio y degradacion del ADN. Limi-
tar la exposicion de la muestra a la luz ultravioleta, como un rapido enterramiento, es
importante para minimizar las consecuencias del dafio UV.

Contaminacion del ADN

La contaminacién con ADN de otros especimenes que no son el estudiado (ADN
exdgeno) es un problema complejo que aparecera en cualquier estudio con aDNA,
debido a la limitada cantidad de ADN que encontraremos en la muestra. Las fuentes
de contaminacién varian considerablemente dependiendo del tipo de material arqueo-
logico y de la investigacion a realizar y es probable que ambos (ADN endogeno y
ADN contaminante) puedan ser coextraidos, por tanto, también es probable que ambos
puedan ser coamplificados o en el peor de los casos amplificado, preferentemente, el
ADN contaminante.

La alta sensibilidad de la PCR y su habilidad para amplificar bajas cantidades de
ADN puede generar problemas si no se toman medidas extraordinarias cuando se trabaja
con muestras comprometidas. Se han de seguir protocolos validados en el laboratorio
para evitar contaminacion de muestras con mayor cantidad de ADN.

La contaminacion implica la transferencia accidental del ADN. Hay tres fuentes
potenciales de contaminacidn; contaminacion de la muestra con ADN que se encuentra
en el ambiente, contaminacidn debida a la transferencia de ADN entre muestras mediante
la preparacion de la muestra y la causada por productos del ADN amplificado.

La primera depende principalmente de la recogida de la muestra y del cuidado que
haya tenido el equipo que la ha tomado. La contaminacion debida a la transferencia de
ADN entre muestras mediante la preparacion de la muestra y la causada por productos
del ADN amplificado pueden ser facilmente controladas mediante procedimientos de
laboratorios apropiados y la separacion de areas de trabajo. Ademas es muy importante
intentar minimizar la contaminacion de la muestra en el momento de su toma por parte
del personal arqueologico.

La separacion del espacio de trabajo en laboratorios de pre-PCR y post-PCR es
esencial. Los productos del PCR pueden ser facilmente trasportados en la ropa de los
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investigadores y detectados en los reactivos y equipos. Por ello es importante la sepa-
racion fisica de los espacios de pre y post-PCR, asi como de las muestras con baja
y alta cantidad de ADN. Ademads, se han de emplear batas de laboratorio, material
desechable, como guantes, gorros y patucos; asi como puntas de pipetas con filtro
resistentes a aerosoles. Las areas de trabajo se han de limpiar meticulosamente antes y
después de cada uso, y siempre que sea posible se ha de trabajar en campanas de flujo
laminar. Todo el material que vaya a ser empleado se ha de exponer a luz ultravioleta
para minimizar la contaminacion.

Ademas, la posible contaminacién ha de ser monitorizada mediante controles nega-
tivos (muestras que contienen todos los reactivos excepto ADN) durante la extraccion
y la amplificacién que se procesan del mismo modo que los indicios de ADN.

Inhibicion de la PCR

La presencia de inhibidores de la reaccion de PCR es otro reto que se ha de afrontar
en el trabajo con muestras antiguas. Los inhibidores pueden proceder de multiples focos
como la melanina, el suelo y proteinas. Los inhibidores interfieren en la lisis celular
necesaria para la extraccion del ADN. Ademas, disminuyen la actividad de la polime-
rasa y con ello dar lugar a resultados falsos-negativos. Este tipo de muestras producen
a menudo perfiles parciales que son similares a muestras con ADN degradado. Los
inhibidores de la PCR pueden ser eliminados mediante la dilucion del extracto o con un
paso previo a la amplificacion que separe el ADN extraido del compuesto inhibitorio.

APLICACIONES

Cuando se tiene la capacidad de hacer analisis de aDNA, se abre un nuevo campo
de accién. Al igual que en el campo de la criminalistica, el estudio del ADN en casos
antiguos puede hacer cambiar una decision judicial. El estudio de éste en nuevos
proyectos con tejidos bioldgicos antiguos puede cambiar la historia de un personaje,
de una especie... La historia es una ciencia que ha sabido aprovechar las nuevas
tecnologias para aumentar el numero de elementos que apoyen una teoria. El ADN
no es la primera, se ha utilizado el carbono 14 desde hace afios para datar piezas
y asi recomponer hipotesis en investigaciones de sucesos historicos. Dentro de las
metodologias de la historia, el ADN no es una herramienta para reinterpretarla, sino
un instrumento mas para ayudar al resto de las fuentes de trabajo clasicas (textos,
grabados, materiales,...) (Alvarez-Cubero et al., 2010:5-18). El estudio del aDNA tiene
el potencial de contribuir de forma tnica y significativa a la ecologia y la evolucion.
Las técnicas de aDNA han permitido el analisis de especies y poblaciones (Rizzi et
al., 2012:21). Los avances en las técnicas de secuenciacién del DNA, secuenciacion de
nueva generacion, han hecho posible la determinacién de especies y cepas de Myco-
bacterium en restos Oseos arqueologicos de toda Europa para identificar la relacion
entre la cepa y la patologia patente en los restos (Bouwman y Riihli, 2013:751-752;
Economou et al., 2013:465-470).
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Estudio de especies extintas

Gracias al estudio del aDNA se han podido reconstruir las relaciones filogenéti-
cas entre especies extinguidas y existentes como los lobos marsupiales australianos
(Krajewski et al., 1997:911-917), los perezosos terrestres americanos (Greenwood et
al., 2001:94-103; Hagey et al., 2010:133), la oca endémica hawaiana (Paxinos et al.,
2002:1399-1404), los osos de las cavernas (Knapp et al., 2009:1225-1238), las cabras
de las cavernas de las Islas Baleares (Ramirez et al., 2009:5670), los 1émures gigantes
(Orlando et al., 2008:121) y los tigres del Caspio (Driscoll et al., 2009:4125); entre
otros. Diversos estudios han conseguido secuenciar el ADN mitoncondrial de mamut a
partir de restos Oseos, determinando que los mamuts estaban genéticamente mas rela-
cionado con los elefantes asiaticos que con los africanos (Krause et al., 2005:724-727).

La preservacién de varios individuos, todos originarios de una misma localidad,
ofrece la posibilidad de seguir los cambios de una poblacién a lo largo del tiempo.
Uno de los primeros casos fue el estudio de tres poblaciones de ratas canguro en Cali-
fornia que habian sido recogidas por zoologos en la primera mitad del siglo pasado.
La comparacion de las poblaciones modernas del mismo area mostraron que las lineas
de ADN mitocondrial se habian mantenido estables, situacion tipica de habitats que
no han sufrido perturbaciones (Thomas ef al., 1990:101-112). Un estudio similar se
ha llevado a cabo en el laboratorio de Identificacion Genética de la Universidad de
Granada en colaboracion con el Departamento de Genética de la misma universidad
para determinar qué especies de esturion (Familia Acipenseridae) existian en la Penin-
sula Ibérica, mas concretamente en el rio Guadalquivir, y asi poder biorrecuperar esta
especie. Los esturiones (Familia Acipenseridae) se distribuyen exclusivamente en el
hemisferio Norte. Estan considerados fosiles vivientes, existiendo actualmente una
disminucion continua de estos peces en las poblaciones, hasta el punto de ser con-
sideradas especies en peligro de extincion. Se analizaron tres especies capturadas en
el rio Guadalquivir de mediados de los 70 y principios de los 80, conservadas en la
Estacion Bioldgica de Dofiana, una del rio Ebro, del Instituto Botanico de Barcelona
y uno mas del Departamento de Zoologia de la Universidad de Granada (lam. III). Se
identificaron dos de ellos como especie A. naccarii, otros dos A. sturio y el quinto un
hibrido de ambos. Gracias a estos resultados se ha comenzado con la recuperacion de
especie A. naccarii. Posteriormente, se ha comenzado una nueva linea de investigacion
a partir de restos fosiles de esturiones encontrados en yacimientos arqueologicos para
intentar resolver la disyuntiva de cual de las especies actuales era la autoctona de la
peninsula Ibérica (Carmona et al., 2009; Robles et al., 2010:171-179; Alvarez-Cubero
et al., 2010:5-18).

Antropologia Molecular
La antropologia molecular se generdé como una rama de la antropologia que analiza
la variacion bioldgica de manera intra e interespecifica a nivel molecular. El término

“antropologia molecular” fue introducido por primera vez por Emile Zuckerkandl en
1962 que afirmd que las moléculas pueden ofrecer igual o mas informacién sobre la
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filogenia que muchos de los parametros estudiados hasta el momento (Goodman et
al., 1976:491-494; Dietrich, 1998:85-111). Aunque ésta seria la primera vez donde se
menciond su uso, existen estudios previos con estos datos. En 1902, Landsteiner descu-
brié las diferencias en los grupos sanguineos de las poblaciones humanas. Los estudios
sobre las reacciones inmunologicas, debido a la interaccion entre los diferentes tipos
de sangre, fueron los primeros en poner de manifiesto la existencia de una variacion
molecular entre los individuos, a raiz de una forma de herencia mendeliana. Década a
década tras el descubrimiento de los grupos ABO, en 1919, aparecieron otros marca-
dores como los MNS y Rh. Mediante estos primeros marcadores se vio la necesidad
de caracterizar las frecuencias alélicas, y comenzd la descripcion de las poblaciones
en funcién de estas variables. En 1954 se publico el primer libro sobre las frecuencias
de alelos en las poblaciones humanas (Mourant et al., 1976).

En la década de los 60 hubo un desarrollo dentro del campo de la biologia evolu-
tiva, apareci6 el concepto: “distancia genética”. Cavalli-Sforza y Edwards comenzaron
a cuantificar las diferencias entre las poblaciones partiendo de diferencias entre sus
frecuencias alélicas.

Previamente, de forma simultanea Zuckerkandl y Pauling, y Margoliash, describie-
ron el concepto de “reloj molecular”. Esta teoria afirma que el tiempo es la variable
principal que determina el nimero de sustituciones acumuladas en el ADN, por lo que
permite calcular una aproximacion de la fecha en la que divergieron dos linajes, que
dieron lugar a dos especies diferentes (Dietrich, 1998:85-111).

Estudio de poblaciones humanas

Los estudios de aDNA también se han empleado para investigar la historia demo-
grafica de poblaciones humanas aunque este tipo de estudios pueden sufrir contamina-
ciones. Una de las primeras publicaciones en este campo fue el estudio genético de la
poblacion Etrusca, poblacion prehistorica italiana. Se determiné el ADN mitocondrial
de muestras 6seas de 80 etruscos que vivieron entre los siglos VII y III A.C. Los
resultados mostraron que s6lo unas pocas de las secuencias obtenidas se encontraban
exactamente en las bases de datos modernas, pero todas ellas pertenecian a linajes
todavia presentes en Europa (Vernesi et al., 2004:694-704).

Otros estudios han examinado el origen de los habitantes de las Islas Andaman
(Thangaraj et al., 2005:996), las variaciones genéticas en iberos y sardos en la prehistoria
(Sampietro et al., 2005:535-548; Caramelli ef al., 2007:327-336) y las discontinuidades
genealogicas entre etruscos, medievales y toscanos contemporaneos (Guimaraes et al.,
2009:2157-2166).

Ademas, el andlisis del aDNA nos permite la reconstrucciéon de la evolucion de los
humanos modernos. Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion han revolucio-
nado la investigacion en el campo del estudio de las poblaciones humanas a través de
aDNA y ha permitido el analisis de un total de 25 genomas mitocondriales completos
de hominidos. Entre ellos se encuentra el genoma mitocondrial del hominido de Deni-
sova que representa la especie humana antigua mas inusual. EI analisis de su genoma
mitocondrial sugiere que el hominido de Denisova representa un grupo hermano al
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hombre de Neandertal y a los humanos modernos (Krause et al., 2010:894-897; Reich
et al., 2010:1053-1060).

Se han secuenciado 6 genomas mitocondriales del hombre de Neandertal que han
permitido sugerir que no ha habido contribucion Neandertal en la diversidad genética
mitocondrial de los humanos modernos (Green et al., 2008:416-426; Briggs et al.,
2009:318-321). Sin embargo, el estudio del genoma nuclear indica que si podria haber
habido intercambio genético entre ambas especies (Green et al., 2010:710-722). Esto
enfatiza la importancia del analisis conjunto del ADN nuclear y mitocondrial para
obtener una vision completa de la historia de la evolucion de las especies(Green et
al., 2010:710-722).

Aunque el estudio de aDNA de humanos anatémicamente modernos es complicado
debido posibles contaminaciones, un gran numero de genomas mitocondriales se han
analizado. El genoma mitocondrial humano mas antiguo analizado hasta la fecha se
trata de un fosil del Pleistoceno de Kostenki (Rusia), de data estimada de entre 33
000 y 30 000 afos de antigiiedad. Los datos derivados sugieren una continuidad en
la poblacion Europea durante los ultimos 30 000 afios (Krause et al., 2010:894-897).
También se han realizado estudios de ADN mitocondrial en un hombre del Neolitico
encontrado en los Alpes (conocido como Otzi) (Ermini et al., 2008:1687-1693) y de
un paleo-esquimal encontrado en Groenlandia (Gilbert et al., 2008:1787-1789). Aunque
estos tres genomas mitocondriales son los Unicos analizados de humanos modernos
prehistoricos, se han determinado 15 genomas de especimenes historicos: 10 hombres
medievales, 4 miembros de la familia Romanov y un aborigen australiano.

Reconstruccion de la historia
Salida del hombre de Africa (Out of Africa)

Con la publicacion del articulo titulado “Mitochondrial DNA and human evolution”
de Cann et al. (1987), la genética ha tomado un rol importante en la comprension de
la evolucion humana en los ultimos dos millones de afios. En este articulo, se presenta
un estudio basado en RFLP en 147 muestras de ADNmt humano de cinco regiones
geograficas en todo el mundo (Cann et al., 1987:31-36). Se genero un arbol filogenético
resultante de 133 haplotipos mitocondriales, aunque era incorrecto. Posteriores analisis
han mostrado, que a pesar de los errores, se habian planteado dos hipotesis correctas:
el arbol mitocondrial estaba enraizado en Africa y las ramas eran relativamente cortas
implicando a un antecesor comun reciente (Eva mitocondrial) (Templeton, 2007:1507-
1519). De estas observaciones concluyeron que sus datos apoyaban un modelo de
evolucién humana en la que los humanos anatdmicamente modernos se desarrollaron
en Africa hace unos 150.000 afios y se expandieron fuera de Africa hace 100.000
afios reemplazando totalmente a las otras poblaciones humanas de forma que todas las
poblaciones actuales son descendientes de esta poblacion Africana. Esta hipotesis ha
sido debatida, generando una segunda hipoétesis multiregional donde las poblaciones de
Africa y Eurasia contribuyeron a la evolucion de los humanos anatémicamente moder-
nos (Wolpoff ef al., 1988:772-773). Esta ultima ha sido rebatida en varias ocasiones,
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alegando que las diferencias genéticas entre las principales poblaciones de la humanidad
son tan pequeflas y no muestran evidencias de sublineas antiguas altamente divergentes.
Aunque el debate sobre el origen de los humanos modernos continta, existen
puntos de acuerdo y esta claro que los datos genéticos, tanto de poblaciones actuales
como de aDNA, han jugado un papel importante. Tanto genetistas como paleoantro-
pologos han aceptado el origen africano de los humanos modernos. Actualmente, los
restos fosiles arrojan evidencias de una aparicion mas temprana de modernidad en
Africa que en otros lugares y los analisis genéticos apoyan un origen inicial africano.
Sin embargo, hay una creciente vision de que mientras Africa ha sido la principal
fuente de ascendencia, ésta no ha sido la unica (Templeton, 2007:1507-1519). Estudios
recientes se han centrado en la cuantificacion de la ascendencia no africana existente
en las poblaciones. Recientes analisis del registro fosil y de las evidencias genéticas
hacen hincapié en la asimilacién de genes arcaicos no africanos en el pool genético
humano. Aunque el analisis del ADNmt sugiere que hubo un pequeiio aporte genético
en Europa (Neandertales), es posible que algunos genes reflejen mayor ascendencia
arcaica a causa de una mayor introgresion. Estas poblaciones se extinguieron pero se
ha mantenido una pequefia parte de su legado genético (Relethford, 2008:555-563).

Poblacion de Eurasia

El sur de Asia ha sido el mayor corredor para la dispersién de los humanos moder-
nos que empez6 en Africa hace unos 100 000 afios pero la fecha de entrada de los
humanos modernos en esta region es incierta. Sin embargo, se han encontrado restos
de humanos modernos datados de finales del Pleistoceno (55000-25000 afios) y hacia
la mitad del periodo Paleolitico (50000-20000 afios), los hombres modernos ya se
habian extendido a partes de la India.

Cuando se estudia la distribucién de los haplogrupos de ADNmt se observa que
todos los haplogrupos fuera de Africa pertenecen a los grupos M y N, derivados del
L3 (haplogrupo predominante en Africa Sub-sahariana). Estos dos haplogrupos funda-
dores dan lugar a un gran nimero de haplogrupos dispersos por toda Eurasia. De estos
haplogrupos, los mas antiguos se encuentran casi exclusivamente en el sur de Asia,
indicando que esta region ha jugado un papel muy importante en la salida del hom-
bre de Africa y la dispersiéon de los humanos modernos (Maca-Meyer et al., 2001:13;
Majumder, 2008:280-284).

El estudio de las pautas de uso de herramientas encontradas en Eurasia ha derivado
en la propuesta de dos corrientes de dispersiéon humana desde el noreste de Africa.
Una corriente del norte a través del valle del Nilo y de la peninsula del Sinai hacia
el suroeste de Asia y Europa; y una segunda corriente desde el sur, el cuerno de
Africa y el mar Rojo, hacia el sudeste de Asia y Australia. Genetistas moleculares y
arquedlogos defienden una unica corriente del sur. La principal evidencia genética es
el analisis del ADNmt ya que los principales haplogrupos derivados del haplogrupo
L3 (exclusivo de Africa) son el M y el N. El haplogrupo M se encuentra en Etiopia,
pero en mayor medida en el sur y este de Asia. Sin embargo, este haplogrupo no se
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encuentra en la ruta norte. Los estudios de haplogrupos de cromosoma Y sustentan
esta misma hipotesis.

Por otro lado, hay evidencias de ADNmt que apoyan la teoria de una segunda
corriente hacia el norte hace entre 43 000 y 53 000 afios, que llegd al centro de Asia
y alli radié hacia el norte y este de Asia. Posteriormente esta poblacion se expandiria
hacia India y Europa. Asi, las evidencias genéticas apuntan hacia una corriente mas
antigua del sur mas importante en la dispersion de las poblaciones humanas que la
corriente del norte mas tardia (Majumder, 2008:280-284; Xing et al., 2010:R113).

Poblacion de América

La poblacion de América ha sido objeto de estudio a nivel genético, arqueold-
gico y lingiiistico. Una de las grandes preguntas es si la poblacion de este continente
se produjo en una unica migracién o en multiples flujos migratorios desde Siberia.
Recientes estudios genéticos en grupos nativos americanos y siberianos muestran que
la poblacidén nativa americana desciende de tres corrientes genéticas asidticas, como
minimo. La gran mayoria de las tribus americanas proceden de una unica poblacion
ancestral llamada “Primer americano”. Sin embargo, las tribus que hablan las lenguas
Esquimo-Aleut del Artico heredaron practicamente la mitad de su legado genético de
una segunda corriente asidtica. Por ultimo, los Chipewyan de Canadd heredaron un
10% de su legado genético de una tercera corriente. Se ha mostrado que la primera
poblacion fue seguida por una expansion hacia el sur facilitado por la costa, con
posteriores separaciones de poblacion y muy poco flujo genético tras la divergencia,
especialmente en Sudamérica. La mayor excepcion son los Chibchan parlantes a ambos
lados del istmo de Panama que presentan influencias genéticas ancestrales tanto del
norte como del sur de América (Reich et al., 2012:370-374).

Caracterizacion de personajes historicos

Uno de los primeros casos histéricos donde la identificacion genética se ha con-
vertido en una herramienta decisiva ha sido en el caso del Zar Nicolds II de Rusia.
El ADN mitocondrial y el cromosoma Y permitieron la identificacion del Zar Nicolas
IT Rusia y de sus familiares, siendo este el fin de su dinastia (Gill et al., 1994:130-
135; Ivanov et al., 1996:417-420; Ivanov, 1996:310-316). A partir de este primer caso,
serian muchos los casos donde se usaria el ADN para descifrar enigmas de la historia,
como pueden ser el caso de Maria Antonieta de Austria, para buscar la filiacién con
su hijo Luis XVII (Jehaes et al., 1998:383-395). En la actualidad, en la Universidad
de Leicester se estd intentando certificar la aparicion de un esqueleto, con grandes
evidencias de ser el del Rey Ricardo III en Londres.

Pocos afnos después de la identificacion del Zar Nicolas II comenzd, en la Uni-
versidad de Granada, el proyecto de identificacion de algunos de los personajes mas
importantes de la historia de nuestro pais, Blanca de Navarra y el Principe de Viana.

CPAG 22, 2012, 11-47. ISSN: 2174-8063 33



M.* SAIZ, M. I. ALVAREZ-CUBERO, L. . MARTINEZ-GONZALEZ, J. C. ALVAREZ y J. A. LORENTE

El estudio puso de manifiesto que ninguno de los restos encontrados en la momia
que se asumia como el cuerpo del Principe de Viana coincidia con los de Blanca de
Navarra, madre del principe.

Todas las secuencias de ADN mitocondrial editadas pertenecian a individuos distin-
tos. Se encontraron hasta tres huesos con distinta procedencia en la momia del Principe
de Viana. Estos resultados se pueden explicar debido a que en el sepulcro de Poblet
existia un caos de huesos, fruto de los distintos saqueos que habia sufrido. Estudios
realizados en el afio 2008 por otros grupos corroboran los datos que se obtuvieron en
nuestro laboratorio a finales de la década de los 90 confirmando la existencia de mas
de un individuo en la momia del Principe.

Uno de los proyectos mas eminentes y de mayor repercusion fue la identificacion
genética de Cristobal Colon y sus familiares, un proyecto internacional y multidisci-
plinar con el objetivo de descifrar algunos de los enigmas del famoso Almirante. El
objetivo principal de este proyecto fue determinar el lugar donde se encontraban sus
restos, Republica Dominicana y/o Sevilla. En este proyecto, ademas de la Universidad
de Granada participaron los laboratorios de la Universidad de Barcelona, Santiago de
Compostela en Espafia; y los laboratorios de la Universidad “Tor Vergata™ (Italia), asi
como el Instituto Max Planck (Alemania) y el Laboratorio Orchid Cellmark de Dallas
(EEUU).

El estado de los huesos, de Cristobal Colon y de su hermano Diego, era mucho
peor del esperado por el tiempo trascurrido, los distintos viajes del féretro de Coldén y
la poca cantidad de material encontrado en la tumba de la Catedral de Sevilla. Igual-
mente los restos de Diego, debido a las filtraciones de agua, se encontraban en un
estado muy deteriorado. De todos los laboratorios participantes en el proyecto, solo en
algunos se obtuvieron resultados. Se encontraron coincidencia en los resultados, pero
los fragmentos de ADN mitocondrial obtenidos fueron muy pequefios, con lo que fue
dificil afirmar una inclusion. La suma de los datos obtenidos por todos los participantes
antropologos, historiadores,... fueron los que nos permitieron afirmar que los restos
encontrados en la catedral de Sevilla, pertenecian al almirante.

De todas formas este proyecto no se finalizara hasta que las autoridades de la
Republica Dominicana no permitan contrastar estos datos con los restos del mauso-
leo levantado en Santo Domingo. La cantidad de huesos encontrados en la catedral
de Sevilla no descarta que ambas tumbas compartieran la posesion del los restos de
Colén, algo que sucedia frecuentemente en los traslados de cadaveres de personajes
famosos y reliquias (lam.1V).

Caracterizacion de elementos historicos

La determinacion de la especie de origen de objetos historicos es una de las
funciones mas comunes del aDNA. El ADN recuperado de restos arqueoldgicos y
paleontoldgicos permite volver atras en el tiempo y revelar la identidad genética de
diversas herramientas y objetos empleados por los humanos. Existen estudios que han
comparado la secuencia de ADN de animales actuales de diversas regiones del Medi-
terraneo para identificar el origen del material bioldgico empleado para la fabricacion

34 CPAG 22, 2012, 11-47. ISSN: 2174-8063



EL ADN ANTIGUO UNA HERRAMIENTA PARA DESCIFRAR LA HISTORIA

de manuscritos griegos (Poulakakis ef al., 2007:675-680). Recientemente, se ha reali-
zado un estudio entre el Departamento de Pintura y el Laboratorio de Identificacion
Genética de la Universidad de Granada, donde se ha determinado el origen biolégico
de dos ejemplares del Coran mas antiguos que se conservan en Espafia. Se caracteriz6
el pergamino en el que estaba editado este ejemplar y determind el origen de la piel
con el que se habia realizado la edicion del Coran (Alvarez-Cubero et al., 2010:5-18).
Actualmente, se trabaja en la caracterizacion de otros documentos, tanto juridicos como
divulgativos de entre los siglos XIV y XVI (lam. V).

Como se ha comprobado, el ADN de los animales cuyas pieles fueron emplea-
das para realizar las paginas usadas en libros antiguos y medievales sobrevive en el
pergamino, permitiendo no solamente la determinacioén de la especie del animal cuya
piel fue tomada, sino también puede ser posible la reconstruccion de la historia de las
manadas de los que pertenecian dichos animales.

Caracterizacion de restos arqueologicos

El analisis de aDNA de restos bioldgicos tomados de yacimientos arqueoldgicos
puede arrojar mucha informacidn sobre la estructura social de sociedades prehistoricas.

La identificaciéon sexual de los individuos es fundamental para determinar la
estratificacion social, laboral y religiosa en las sociedades humanas prehistoricas. Los
métodos morfolégicos proporcionan buenos resultados en la identificacion sexual de
individuos adultos pero carecen de poder de identificacién en individuos juveniles y
en restos fragmentados. Se han realizado estudios donde se determina el sexo de los
individuos mediante secuenciacion dirigida y estimacion del ratio de secuencias ali-
neadas a los cromosomas sexuales (Skoglund et al., 2013:4477-4482).

Por otro lado, el andlisis del aDNA de restos arqueoldgicos ayuda a la recons-
truccion de las relaciones familiares de los ocupantes de una necropolis asi como
informacion sobre la comunidad estudiada. Estudios de ADN mitocondrial en tres
sarcdfagos de una necropolis Merovingia en Jau-Dignac et Loira (Francia) permitieron
establecer relaciones materno filiales entre individuos depositados dentro del mismo
sepulcro (Deguilloux et al., 2014:399-405). Estudios realizados a ocho individuos de
enterramientos colectivos de finales del Neolitico en cuatro yacimientos de Alemania
identificaron cuatro haplotipos mitocondriales. Se observaron haplotipos compartidos
entre dos de los cuatro yacimientos reflejando la interaccion entre las comunidades
residentes en estas regiones a finales del Neolitico (Lee et al., 2012:1-7).

Pero el estudio del aDNA no solamente queda relegado a las poblaciones humanas.
La caracterizacion genética de los animales encontrados en yacimientos arqueologicos
ha ayudado al conocimiento de los modelos de vida de los individuos que convivian
con dichos animales. Estudios de aDNA revelan la presencia de perros domesticados,
en vez de canidos salvajes; en yacimientos arqueologicos prehistoricos del oeste Norte
Americano dando informacidon sobre la relacion entre los humanos y los canidos asi
como ayudando a entender las complejas practicas cazadoras-recolectoras (Byrd et al.,
2013:2176-2189). La caracterizacion genética de diferentes restos de salmoéon en un
asentamiento en Columbia Britanica ha permitido hipotetizar una ocupacién estacional
de la region asi como la forma de preservacion del mismo (Grier et al., 2013:544-555).

CPAG 22, 2012, 11-47. ISSN: 2174-8063 35



M.* SAIZ, M. I. ALVAREZ-CUBERO, L. . MARTINEZ-GONZALEZ, J. C. ALVAREZ y J. A. LORENTE

Ademas, el estudio del aDNA en arqueobotanica muestra los patrones de consumo
y cultivo de vegetales asi como la procedencia de las especies de consumo moderno.
A través del analisis de aDNA obtenido a partir de semillas de trigo se ha podido
determinar la agricultura practicada por las poblaciones que habitaban las Islas Canarias
pre-Hispanicas (Oliveira et al., 2012:828-835). El estudio del ADN de los cloroplastos
de semillas de quinoa moderna y arqueoldgica de norte América ha demostrado una
domesticacion local de estas semillas frente a la posible introduccion por Mesoamérica
postulada a través de las similitudes morfologicas con las semillas modernas mexicanas
(Kistler y Shapiro, 2011:3549-3554).

CONCLUSIONES

Gracias a los restos arqueoldgicos distribuidos en el espacio y contenidos en el
tiempo (fosiles, restos de animales y plantas, herramientas...), se ha podido discernir
la historia antigua de nuestro planeta. Este tipo de restos son los unicos testigos que
nos permiten clasificar las especies encuadrandolas en el espacio y el tiempo. Mediante
el ADN, se ha permitido el analisis filogenético de éstas.

El aDNA es una herramienta muy importante que podremos encontrar en muchas
de estas muestras, siempre que haya estado preservado en un ambiente que no haya
alterado a su composicion molecular. De hecho, se ha encontrado ADN en restos
fosiles o6seos de 130000 afios en regiones templadas. El éxito de este tipo de analisis
va a depender de la preservacion de estas muestras; la degradacion de las moléculas
de ADN va a ser proporcional a la exposicién de éste, a factores ambientales como
pueden ser las radiaciones solares, la humedad, la temperatura,... Y al mismo tiempo
de otros factores como pueden ser la exposicion a otros ADN exogenos que enmas-
caren el ADN original o iones que puedan inhibir el estudio del mismo. Por lo tanto,
el éxito de los resultados obtenidos se debera siempre al estado de preservacion de la
muestra, pero solamente podremos demostrarlo mediante un trabajo exhaustivo en el
laboratorio. Para aportar un resultado positivo en un estudio de esta clase, las muestras
deben de ser estudiadas en distintos laboratorios, obteniendo en ellos idénticos resulta-
dos. Estos laboratorios deben cuidar al maximo las medidas de precaucion para evitar
falsos positivos que enmascaren los resultados reales, medidas que se han detallado
en el desarrollo de este trabajo.

Con la llegada de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) se han realizado
grandes avances en las técnicas de biologia molecular para el estudio del aDNA en
antropologia y en la ciencia forense. Con el aumento de la sensibilidad en técnicas
de biologia molecular, se puede determinar el perfil genético de muestras con un bajo
numero de copias de ADN siendo siempre conscientes de la dificultad que esto conlleva
y de las precauciones que hay que tener en los laboratorios que se realizan los analisis
antes de confirmar el resultado positivo en un estudio de ADN de gran antigiiedad
(Van Oorschot et al., 2010:1-17).

Conocemos la herencia del ADN, gracias a la informacidén proporcionada de su
analisis podremos recuperar y reordenar muchos datos del pasado reciente, y si estu-
diamos muestras antiguas, aun podremos ahondar mas y tener mayor numero de datos
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del pasado que nos haran llegar mas alla. Conocer las diferentes herencias y las tasas
de mutacion que encierran las distintas regiones del ADN, permite calcular parame-
tros con una probabilidad conocida y encuadrar en el espacio-tiempo distintos eventos
genéticos. Pero también conocer la herencia nos informa de sus limitaciones, ya que
muchos de los datos se diluiran con el tiempo, mientras que otros por efectos de deriva
genética podran manifestarse en mayor medida. Asi sera dificil obtener todos los datos
derivados de la microevolucion de las especies, pero si muchos de ellos, estableciendo
y ayudando a recuperar nuestra historia.

Teniendo en cuenta todos estos enunciados anteriores, se ha de seguir caminando
hacia la mejora en las técnicas de extraccion y amplificacion del aDNA. Esto nos
ayudard a tener una mayor informacidén de la historia del hombre y en general de
todos los seres vivos que comparten esta molécula como conservadora de la informa-
cion genética. E1 ADN es un reloj molecular que nos dara mucha informacién sobre
la historia de las especies, por lo que su estudio nos ofrece miles de aplicaciones que
nos permitiran interpretar muchas incognitas de nuestro pasado. Los datos que nos
ofrece el ADN unidos a los obtenidos por otras técnicas que se usan en antropologia
y arqueologia nos permitiran reconstruir con éxito eventos del pasado, reordenar y

reclasificar hipotesis previamente establecidas.
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Lam. [.—Limpieza y tratamiento de las muestras en el laboratorio.
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Lam. II.—Condiciones de trabajo con muestras de aDNA.

Lam. III.—Esturion capturado en el rio Guadalquivir.
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Lam. V.—Detalle de un pergamino del siglo XIV.
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