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Resumen: El estudio del adn antiguo (adna) extraido de huesos cuya antigiiedad es de cien-
tos o miles de afios es de gran importancia para el andlisis de genética poblacional y aporta
informacién a los estudios de arqueologia, ciencias forenses y evolucion. El adna se encuentra
fragmentado en secuencias cortas y ha sufrido modificaciones quimicas postmortem, por lo
que es especialmente susceptible a la contaminacién. En el presente estudio se muestran los
primeros resultados de la estandarizacién de técnicas de extraccion y amplificacion de adna,
y se analiza el estado de conservacién de las fibras de coldgena con microscopia electrénica de
transmisién. Se analizaron fragmentos de fémur, costilla, vértebra y falange de restos dseos
humanos, mamut y caballo de varios sitios arqueolégicos. De los protocolos usados para la
extraccién de adna, sélo en los extractos del método de silica se obtuvo adna de calidad con
resultados de amplificacién y genotipificacion de muestras de fémur y falanges (Veracruz
y Teotihuacan). En éstas también se conservaron las fibras de coldgena, lo que sustenta la
presencia de adna. Se observaron marcadas diferencias entre los métodos de extraccién y
finalmente se estandariz6 el método para una amplificacién exitosa.
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Methologies for the analysis of an ancient dna:
contribution to biocultural study of pre-hispanic
populations

Abstract: dna extracted from hundreds or thousands of year old bones is very important for
the population of genetic studies. It contributes to the archacological, forensic, and evolutional
analysis. The ancient dna (dnaa) is rapidly degraded into short fragments and show chemi-
cal post-mortem modifications. For this reasons, it is especially susceptible to contamination.
We show the first results of our standardized protocols of dnaa extraction and amplifica-
tion techniques in our laboratory. The Electronic Microscope Transmission analysis showed
collagen fibers persevered in the ancient tissue. We analyzed human, mammoth, and horse
bones fromarchacological sites. We observed marked differences between fragments of femur,
rib, vertebra,and phalanx. Differentextraction methodologies have been reported of dnaa,and
we observed the silica-based method rendered amplified products obtained from femur
and phalanxes (from Veracruz and Teotihuacan). These results coincide with the preserved
collagen fibers observed in the same sample; it could support the presence of dnaa. The
methodology used in this work was appropriated and we obtained amplification success.

Keywords: ancient dna; collagen; remains.

Introduccién

El adn es el material genético contenido en el nicleo celular y las mitocondrias;
normalmente es resistente a posibles dafios ambientales tales como hidrélisis,
oxidacion y dafio quimico inducido por la ruptura de enlaces de nucledtidos y
radiacion ultravioleta. En los organismos vivos, los errores y el dafio en las células
son corregidos por la reparacién enzimdtica y otros mecanismos celulares. Sin
embargo, después de la muerte, el sistema de reparacién de las células deja de
funcionar y el adn empieza a degradarse rapidamente rompiéndose en pequefios
fragmentos (Piibo 1985) debido a reacciones de oxidacion e hidrélisis (Piibo ez
al. 2004). Mucha de la fragmentacién ocurre en las primeras horas del deceso
antes de que el tejido pierda su hidratacién. Bajo estas circunstancias, el adn
empieza a absorberse hacia una matriz mineralizada, lo cual le permite escapar
de la degradacién microbiana (Piibo ez al. 2004). La modificacién quimica del
adn fragmentado es tan extensa que s6lo se espera recuperarl % de sus moléculas
en restos de sitios arqueoldgicos (Piibo 1989; Piibo ez al. 1989) y es imposible
recuperar fragmentos mayores de 500 pares de bases (pb) de longitud.

A pesar del deterioro producido por la degradacion, se ha demostrado que
algunassecuencias deadn pueden ser recuperadas de huesos y tejidos momificados
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(Hagelberg y Sykes 1989; Horai ez al. 1989). Tal es el caso de momias egipcias de
hace 2 400 afos (Piibo 1985), huesos de soldados de la guerra civil de Estados
Unidos de 1862 (Fisher ez al. 1993) y restos de soldados de la guerra de Vietnam
de 1980 (Holland ez al. 1993).

Se puede reconstruir parte de la historia con la obtencién del adn antiguo
(adna) y su andlisis, permitiendo a los arquedlogos, antropdlogos, paleont6logos y
evolucionistas respondera ciertas preguntas y obtener informacién innovadora para
interpretar y tratar de entender sucesos del pasado, estructuras de parentesco, pa-
trones de migracidn, estratos sociales y estructura de las poblaciones humanas.

Aunque los primeros trabajos sobre el adn antiguo se publicaron a mediados
de 1980 (Bir ez al. 1988; Holland ez al. 1993), las aportaciones de mayor peso se
realizaron con el empleo de la reaccién en cadena de la polimerasa (pcr, por sus
siglas en inglés), cuya funcidn es la de reproducir secuencias de adn en un gran
ntmero de copias de pequefas regiones en un periodo corto de tiempo. De esta
forma, se ha analizado el adn de una hoja f6sil de magnolia de entre 17 y 20 mi-
llones de afios (Golenberg ez al. 1990, 1991), del f6sil de un dinosaurio de 80
millones de afios (Woodward ez al. 1994), o de los f6siles mas antiguos de insectos
conservados endmbar, de entre 120y 135 millones de afios. Sin embargo, estos tra-
bajos fueron criticados por falta de reproducibilidad o autenticidad (Hedges y
Henikoft 1995).

Los problemas mds comunes al trabajar adna son de tipo metodoldgico
dada la degradacion de la molécula con el tiempo, las condiciones ambientales
(temperatura, pH, humedad, efecto de materiales asociados) y los posibles falsos
positivos por la contaminacién. Debido a la controversia acerca de la fidelidad de
los resultados, se ha propuesto una serie de criterios de autenticidad.

Varios laboratorios dedicados al estudio de adna han propuesto una gufa para
el manejo del material antiguo (Cooper y Poinar 2000; Piibo ez al. 2004; Gilbert
et al. 2005). Estos cuidados, que enlistamos a continuacion, pueden convertirse
en protocolos de rutina para evitar la contaminacién con el adn moderno que ha
estado en contacto con el material antiguo, de manera que sea posible reproducir
y autentificar las moléculas purificadas.

1. Separar lasdreas de trabajo. Dadala distinta susceptibilidad del material
en cada paso para el manejo de adna, es conveniente contar con distintos
espacios en ¢l laboratorio: uno para la limpieza, otro para la extraccion,
otro para la amplificacién con per. Ademds, las superficies de trabajo y
los especimenes se deben radiar con luz ultravioleta.

2. Utilizar controles. Durante todo el proceso los contaminantes pueden
interferir, por lo que es conveniente usar controles negativos en la extrac-
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ci6n y en la amplificacién durante la reaccién de per (esto significa que
de este tipo de muestra no debe obtenerse resultado alguno, pues de lo
contrario constatarfamos que hubo contaminacién).

3. Reproducir los experimentos en otros laboratorios de investigacion de
manera independiente.

4. Duplicar los experimentos. Para obtener un resultado consistente, es
conveniente hacer duplicaciones en distintos momentos durante el
procedimiento.

5. Clonaciény secuenciacién de los productos. La clonacién de adna ampli-
ficado y no amplificado permite medir la degradacion inicial, la posible
contaminaci6n y la unién de los oligonucléotidos en la reaccién de per.

6. Verificar el tamafo de la molécula de per. Dado que la degradacién sélo
permite obtener fragmentos menores de 500 pb, los productos de mayor
tamafio deben ser interpretados con precaucion.

7. Tener como control otras moléculas que hayan sobrevivido al desgaste
temporal. Un ejemplo son las fibras de coldgena o la racemizacién de
aminodcidos; si su presencia es escasa es poco probable que haya adn
en la muestra.

8. Contar con muestras de otras especies antiguas relacionadas con los
humanos.

9. Medir la cantidad de moléculas de adn mediante pcr en tiempo real.

Estos criterios de autenticidad del adna en poblaciones han sido discutidos
en revisiones detalladas en las que, ademas, se exponen los criterios del investiga-
dor, en especial en los estudios sobre poblaciones humanas (Willerslev y Cooper
2005; Malmstrom ez al. 2005; Montiel y Garcfa Sivoli 2007). Algunas medidas
preventivas para evitar la contaminacién del adna, ya sea en el drea de trabajo,
en la excavacion o durante el procesamiento de las muestras son: usar guantes y
cubre bocas, emplear instrumental limpio y desechable, dejar secar el material
que esté himedo en un cuarto o espacio aislado para evitar la proliferacién de
microorganismos, guardar la pieza con el sedimento del suelo sin limpiar para
mantener microambiente y evitar el aumento de la temperatura en el lugar de
almacenaje.

Por otra parte, una forma para mejorar el rendimiento de la amplificacion
del adn es seleccionar muestras que estén bien preservadas en su morfologia e
histologfa, eliminando huesos quemados o cocinados y que tengan sefiales evidentes
de alteraciones estructurales. Dichas muestras deben presentar proteinas dseas
preservadas, principalmente las fibras de coldgena tipo I, que constituye 90 % de
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la fase orgdnica del hueso. Estas fibras se han observado a través de Microscopia
Electrénica de Transmision (met) en huesos fosiles de Tyranosaurus rex (Armit-
age 2001; Gotherstrom ez al. 2002; Monsalve ez al. 2008).

El objetivo de este trabajo fue estandarizar las técnicas de extraccion vy
amplificacién de adna, asi como determinar la presencia de fibras de coldgena
como indicadoras de la preservacién de las biomoléculas éseas en restos de varios
sitios arqueoldgicos de México, lo que contribuird al aporte de datos genéticos y
el estudio de las poblaciones prehispdnicas.

Material y métodos

Las muestras se obtuvieron de cuatro sitios arqueoldgicos. El primero incluye
los restos dseos del entierro 29 (se tomaron cuatro muestras de fémur y falange)
depositado en la ofrenda de una residencia palaciega ubicada en la Plataforma
Este, que conforma el limite sur y este de la plaza principal del sitio arqueol6gico
La Joya, en San Martin Garabato, a unos 15 km del puerto de Veracruz. El
depésito estd fechado por medio de asociacién cerdmica hacia el afio 700 dC con
una antigiiedad de 1 300 afios. Detalles de la excavacién se reportan en la tesis de
Velasco Gonzélez (2009). Al segundo sitio, Altamira, Tamaulipas, corresponden
los entierros 6y 8; se analizaron restos 6seos de costilla y vértebra, fechados entre
200 y 400 dC por asociacion cerdmica (Ramirez Castilla 2004).

El tercer sitio, L.a Ventilla, fue un barrio habitacional de Teotihuacan. Se
analizaron partes de fémur humano. Posiblemente estos materiales fueron
manipulados por los mismos teotihuacanos, ya que se trata de artefactos encon-
trados fuera del contexto de un entierro. Su antigiiedad corresponde a la fase
Tlamimilolpa (200-400 dC). El cuarto sitio fue El Arca, en el noroeste de Sonora,
en el cual se encontraron restos de mamut (Mamuthus columbi) y caballo (Equus
crassidens). Los restos atribuidos aun caballo se colectaron directamente y proceden
de la superficie de depdsitos sedimentarios, fuera del contexto y es imposible
asegurar la antigiiedad. Sin embargo, hay certeza en cuanto a que corresponden
al Pleistoceno tardio. Los restos de mamut se encontraron iz situ, parcialmente
enterrados en el depdsito y sin evidencias de arrastre, por lo que se consideran
inalteradas y pertenecen al Pleistoceno terminal.

Técnica de Microscopia Electrénica de Barrido (meb)

Las muestras (fémur, costilla y falange humano y hueso compacto de E. crassidens)
fueron lavadas y secadas a 37 °C durante 72 horas. Posteriormente, se colocaron
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enun portamuestras de aluminio cubiertas de cinta de carbén y se observé la mor-
fologfa sea de manera directa en el microscopio electrénico de barrido ambiental
XL-30 (Phillips Electronics, Holanda) con electrones gaseosos secundarios y en
modo de bajo vacio por ser muestras poco conductoras. La cuantificacién de los
elementos quimicos déseos se realizé con un dispersor de rayos X (edax — New
XL-30, eua) integrado al meb de manera semicuantitativa con diez andlisis a
través de un patrén cruzado. Las condiciones de trabajo del edax fueron 30 Kv,
5 de spot, 10 % de tiempo muerto y 2 200 cuentas por minuto.

Técnica de Microscopia Electrénica de Transmision (met)
para determinar fibras de coldgena

Las muestras de fémur y falange de restos arqueoldgicos humanos fueron pro-
cesadas con la técnica de met. Fueron cortadas en fragmentos de 5 mm’® de
espesor, se descalcificaron por inmersién en dcido clorhidrico (2.5 %) durante
diez minutos a 37 °C. Posteriormente, se lavaron con agua destilada y detergente
por una hora para neutralizar el pH 4cido, se fijaron en glutaraldehido al 2.5 %
en un amortiguador salino de fosfato (pbs) 0.1 molar a un pH 7.4 a temperatura
ambiente (ta) y se lavaron en pbs cuatro veces por cinco minutos. Se posfija-
ron con tetraéxido de osmio (1 %) por una hora, se lavaron con pbs y se des-
hidrataron en concentraciones ascendentes de alcohol etilico (de 50 hasta 100 %)
por 10 minutos cada una a tay con agitacién constante. Se infiltraron e incluyeron
con resina pléstica (epon-812)a 60 °C por 24 horas. Los cortes semifinos de 400 nm
de grosor fueron tefidos con azul de toluidina (1 %) para seleccionar las dreas de
corte. Los cortes finos se realizaron de 80 nm de espesor colocados en rejillas
de cobre de 200 mesh, contrastadas con acetato de uranilo (4 %) en solucién acuosa
durante 30 minutos y citrato de plomo (0.3 %) por 20 minutos. Dichas rejillas se
lavaron con agua destilada abundantemente, eliminando el exceso de la solucién
de contraste y se dejaron secar. Las observaciones se realizaron en el microscopio
electrénico de transmision tecnai-10 (Phillips Electronics, Holanda).

M¢étodo de Extraccion de adn

Se utilizé ropa de cirujano desechable y se trabaj6 en cuartos aislados tanto para
la extraccién como para la reacciéon de per del adna. En ambos casos, el 4rea
completa se limpié con cloro y se esterilizé con luz ultravioleta. Se usaron como
control muestras de los investigadores y restos dseos de otras especies antiguas
(Mamuthus columbi y Equus crassidens), considerando el punto 8 de los criterios
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de autentificacién, en el que no deben amplificar con los oligonucleétidos para
humanos. Se pusieron a prueba y compararon cuatro métodos de extraccién
publicados (Parr ez al. 1996; Alonso ez al. 2003; Rohland y Hofreiter 2007) y un
kit comercial de extraccion (GeneClean®) del FastPrep-24 sample preparation
system. Estos métodos incluyen protocolos de purificacién con fenol cloroformo,
ultrafiltracién mediante columnas y unién de moléculas a silica. Se usaron entre
1 gy 500 mg de polvo de hueso segtin si el material era hueso poroso o compacto.
Fueron sometidos a digestién con proteinasa k durante 16-20 horas. Se usaron
controles negativos sin muestra durante ¢l proceso de extraccién de adn, con el
objeto de descartar eventos de contaminacién. En todos los protocolos se usé una
centrifuga refrigerada Z300 K (Labnet).

Se llevaron a cabo varios ensayos de pcr. El propésito fue medir la calidad
del adna resultante de las extracciones con todos los protocolos mencionados y
obtener genotipos paracompararlos con poblaciones prehispdnicasomodernas. Las
condiciones de la per fueron realizadas con AmpliTag Gold® polymerase (Applied
Biosystems), descritos por Rémpler ez al. (2006), variando la concentraciéon de una
a dos unidades en presencia de 1 mg/ml de bsa (albimina de suero bovino) y con
Master Mix Syber Green, las cuales son enzimas de alta fidelidad de reaccién. Se
hicieron pruebas de inhibicién con per usando adn moderno y adn antiguo como
controles positivos, y como controles negativos se usaron extractos de mamuty de
caballo, asi como muestras sin adn. Se usaron 2 marcadores mitocondriales para
reconocer los haplotipos C (utilizando la enzima Hinc I, marca Invitrogen) y A
(digestion con laenzima Hae 11, Invitrogen);las secuencias delos oligonucledtidos y
condiciones de pcr paraambas regiones se describen en Parrezal. (1996). También
se usaron los marcadores nucleares de tirosin-hidroxilasa humana (tohl, oligo-
nucléotidos sentido5’ GTGGGTGAAAAGCTCCCGATTAT 3’,antisentido 5’
ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG 3)ydelalipoproteina-lipasahumana
(Ipl) (oligonucléotidos sentido 5> ATCTGACCAAGGATAGTGGGATATA3Z
y antisentido 5> CCTGGGTAACTGAGCGAGACTGTGTC 3’), ubicados en
los cromosomas 11 y 8 respectivamente. Las condiciones de per para tohl y Ipl
fueron: desnaturalizacién a 94 °C/5 minutos, 45 ciclos a 94 °C/1minuto, 55 °C/40
segundos, 72 °C/35 segundosy 72 °C/10 minutos. El producto de la amplificacién
fue observado en geles de agarosa MetaPhor® al 3 % y poliacrilamida al 20 %; la

resolucién se hizo con tincién de bromuro de etidio.
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Resultados y discusién
Microscopia Electrénica de Barrido (meb)

Las micrografias del fémur muestran los sistemas de Havers, que se caracterizan
por ser estructuras cilindricas con un didmetro de aproximadamente 236 micras
y alineadas paralelamente al eje 6seo longitudinal, el cual forma diez o més ani-
llos lamelares dispuestos alrededor de un canal vascular central (figura 1a). En
cambio, en las muestras de caballo no se observaron sistemas de Havers y todo el
material era difuso (figura 1B). En el andlisis de elementos quimicos con edax
observamos altos porcentajes de calcio y fésforo (36 y 17 %, respectivamente).
Ademis, durante la aplicacién del dcido clorhidrico para descalcificar la mues-
tra, siguiendo los protocolos de la técnica met, ésta se disolvié completamente
en menos de dos minutos, lo que indicaba que no habia materia orgénica. Por lo
tanto, estas observaciones son indicadores de que las biomoléculas (como colidgena
y adn) estaban degradadas, en concordancia con lo reportado por Gétherstrom
et al. (2002) con respecto a la sobrevivencia de éstas.

1 mm
07 mitar CABALLO 1000 A

Figura 1. a) Imagen de hueso cortical de fémur en el que se aprecian los sistemas
de Havers bien organizados con su canal vascular. b) Imagen de hueso cortical de tibia
de caballo con 10 000 afios de antigiiedad.
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En las muestras de costilla y falange, compuestas principalmente de hueso
esponjoso, hay osteonas en forma de disco o ramas y no tienen canales vasculares
en su interior. Sin embargo, el hueso de la costilla era muy fragil y se pulverizaba,
impidiendo realizar cortes y apreciar la estructura interna; no obstante, se logré
observar escasas trabéculas 6seas con reducido tamafo y contraidas, indicado-
res de pérdida estructural (figura 2a). En la falange se observ6 una estructura
trabecular ordenada, con zonas de resorcién dsea, actividad que se lleva a cabo
durante la vida del individuo y es dependiente de la estimulacién mecénica.
Estos elementos quedaron registrados en los componentes del hueso, aunque las
células ya no se observaron (figura 2b). Ademas, en el tejido se aprecié un vaso
sanguineo con células endoteliales y sanguineas (figura 2c¢), lo cual indica una
buena preservacion de la materia orgénica 6sea. De acuerdo con estos resultados,
es claro que los procesos de fosilizacién y preservacidn dsea estuvieron determi-
nados por las condiciones ambientales, el tipo de hueso y, en su caso, el tipo de
depésito del entierro, lo que permitié que pudieran conservarse proteinas como
la coldgena; esto sugiere también que moléculas como el adn estian sobreviviendo
a la hostilidad microambiental.

Figura 2. a) Hueso de costilla de humano (antigiiedad de 1 300 afios), con pocas

trabéculas bseas muy desgastadas. b) Falange, muestra una estructura trabecular
bien organizada y preservada. c) Vaso sanguineo encontrado en la falange, el grado
de su preservacion fue mayor que la costilla.

An. Antrop., 45 (2011), 33-50, ISSN: 0185-1225



42 ANA JULIA AGUIRRE SAMUDIO ET AL.

Figura 3. Micrografias electronicas de fibrillas de coldgena. A) Hueso trabecular
de falange que muestra su caracteristico patrén de estriacion transversal. B) Hueso
cortical de fémur, en el cual se ha perdido el ordenamiento de la coldgena y sus
estriaciones transversales.

Microscopia Electrénica de Transmision (met)

Las muestras de caballo y costilla de humano no fueron procesadas para met ya
que se disolvieron totalmente durante la descalcificacion, a pesar de que se usaron
soluciones de concentracién mds baja que la reportada en la literatura (Koon ez
al. 2003), 1o cual nos indic6 que sélo habia materia inorganica.

En la muestra de falange (figura 3A) se pudo observar la coldgena dispuesta
de forma azarosa, lo cual es normal en el hueso; también en el tejido se distinguen
fibrillas paralelas que presentaban estriaciones transversales, claras y oscuras en
toda su longitud. Por el contrario, la muestra de fémur mostr6 paquetes densos
de coldgena, pero las fibras eran mas delgadas y pequenas que las de la falange,
y la mayoria perdié las estriaciones transversales. Ademds, en ciertas dreas no se
observaba ninguna organizacién tisular (figura 3B).

Andlisis de adn

Serealizaron tresexperimentos con el protocolode fenol-cloroformo, con el objeto
de estandarizar la extraccion. El adn de las muestras de los restos ¢seos mostrd
un patrén constante en cuanto a su indice de calidad (= 1.3). Los datos indican que
el adna estd degradado; sin embargo, las muestras de falange y fémur mostraron
mayor cantidad de adn (cuadro 1).

Fue posible observar el adn en los geles de agarosa siguiendo todos los
protocolos descritos; sin embargo, con el método de fenol-cloroformo la purifi-
caci6on no fue completa y los contaminantes impidieron medir el tamafio de los
fragmentos de adn. Ninguna de las muestras extraidas mediante este método, ni
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Cuadro 1. Promedio de tres mediciones de la cantidad de adn en cada una
de las muestras dseas. Resultados a partir del protocolo de fenol-cloroformo

Muestra Absorbancia  Absorbancia  Calidad del C;)Fr)lrc;;;zc(izn
260 nm 280 nm producto
(ug/wl)
El 0.41 0.31 1.3 538.4
E2 0.294 0.204 1.4 382.7
H-Tam_vert 1 0.370 0.249 1.4 481.5
H-Tam_vert 2 0.152 0.083 1.4 198.0
H-Tam_cost 1 0.453 0.325 1.4 589.1
H-Tam_cost 2 0.498 0.365 1.4 647.5
H-Joya_fal 1 1.496 0.961 1.6 1945.4
H-Joya_fal 2 1.342 0.889 1.5 1744.7
Equus c. 1 0.415 0.309 1.3 538.8
Equus c.2 0.294 0.203 1.4 383.2
Control saliva 0.081 0.011 7.09 100.9

E= Equus , H = humano, Tam =Tamaulipas, Joya = Veracruz, vert = vértebra,
cost = costilla, fal = falange.

Cuadro 2. Comparacion de los diferentes métodos de extraccion de adn antiguo

per
Metodologia Zg?)bs. 26A0bs. Calidad Calidad COI\]Ci Cor\lci Teot.,
nm 260 nm A

Teot. LaJoya Teot. LaJoya Teot. LaJoya

Fenol-Cloroformo-OH  0.116 0.146 2.78 2.19 189.2 182.2 -

Fenol- Centricon 0.348  0.955 1.64 1.5 4348 11939 -
Silica-T guanidine ~ 0.104  0.143 3.7 3.19 1299 1783 +

Silica NaCl 0.173 0.114 1.48 1.47 4324 2905 -

GeneClean 0.165  0.154 1.37 1.59 1927 206.7 +

Teot = Teotihuacan, Abs.: absorbancia en nanémetros. Conc.: concentracién en microgramos

por microlitros.
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Figura 4. Gel de agarosa al 0.8 % en el que se observa el adn antiguo extraido
con el método de silica. Pozo 1, marcador de peso molecular (50 pb); pozos 2-5,
muestras prehispdnicas de La Joya (A) y de Teotihuacan (B). A) Pozos 2-5,
adn antiguo entre 350-400 pb; pozo 6, control negativo sin adn y control de adn
moderno (de saliva), se observa adn de alto peso molecular. B) Pozo 7, se
observa el adn de una muestra de mamut.

Figura 5. A) Digestion de la amplificacion de adn mitocondrial (Hinc = 2-4
y Hae 111, 5-6) de muestras de La Joya, Veracruz, pozos 2-3; pozo 4, control positivo.
B)Amplificacion de muestras de La Joya con el marcador nuclear LPL. B; 2, adna;
3, adn moderno. Se observan diferentes genotipos para las dos muestras, verificando
la no contaminacién con adn moderno. Marcador de peso molecular, 1y 7 (Ay B).

con adecuaciones, como fueron los varios lavados con fenol, generé un producto
de amplificacién (cuadro 2), lo que sugiere que el material nucleico requiere otro
tratamiento durante la purificacién. Con los protocolos, en donde utilizamos
silica-sal tiocianato de guanidina y el iz comercial para el aislamiento de adn
(figura 4), las muestras se purificaron exitosamente permitiendo que la enzima
Taq polimerasa amplificara los productos de marcadores tanto de adn mitocon-
drial como nuclear (figura 5).

Podemos decir que el éxito del andlisis de adna depende de cuédnto se
conserva, la relacién paleoclimitica del sitio de excavacidn, la edad del f6sil y la
energia de activacién de la reaccién de depurinizacion, lo que es equivalente a
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la tasa del deterioro biomolecular segtin Smith ez al. (2003). Cualquier cambio
de temperatura de 15 °C y un pH 7 (fisiolégico) altera el adn soluble. Un adn
mitocondrial extraido de hueso fresco puede ser recuperado en 2.5 x 10"/g. Se ha
calculado que se requiere 0.4 g de hueso para obtener fragmentos de 105 pb para
amplificar exitosamente un adna de un espécimen de Neandertal a 10 °C y pH
7.4 de aproximadamente 15 mil afios de antigiiedad (Smith ez a/. 2003).

Para manejar el material nucleico en el laboratorio se requiere: 1) un manejo
cuidadoso de esterilidad, 2) separacién de dreas para evitar la contaminacién de
los extractos durante el procedimiento hasta la obtencién de un genotipo, 3) trata-
miento de per para evitar una incorporacion incorrecta de bases y sustituciones
nucleotidicas que ocurren durante el ciclaje de la reaccién. El uso de la enzima
uracilo-adn glicosilasa (Hofreiter ez al. 2001) evita malas interpretaciones en el
momento de los andlisis de secuencia y filogenias entre especies.

Por otra parte, en nuestra experiencia, la muestra extraida una vez almacena-
da a4 °C, debe ser procesada inmediatamente para la per debido a que empieza
a degradarse. Este fue el caso de los experimentos realizados con la muestra de
Teotihuacan que estuvo almacenada a 4 °C: su estado manifesté degradacion,
por lo que se logré un resultado parcial de esta muestra.

Se observaron fibras de coldgena y adn de los restos 6seos del entierro de La
Joya, Veracruz, los cuales fueron analizados con dos tipos de marcadores genéti-
cos, cuyos genotipos fueron obtenidos (figura 5). Con la serie de los experimentos
realizados, pudo evaluarse la calidad de la molécula purificada y comprobarse la
presencia de adna utilizable para el andlisis de genética poblacional.

Conclusién

Las muestras de los entierros tanto del sitio de La Joya como los de La Ventilla
estaban suficientemente conservados, de manera que pudieron observarse las
caracteristicas histolégicas de la coldgena y se obtuvo un producto de amplifi-
cacién de los marcadores mitocondriales y Ipl. Las fibras de coldgena de falange
presentaron mejor preservacién que las del fémur, ya que sus fibras estaban mas
pequeiias y contraidas, aunque los datos sugieren que ambos tipos de muestras
contienen otras moléculas que sobreviven en las células dseas, como se confirmé
con el procedimiento de obtencién del adn. Los métodos de extracciéon que
dieron un mejor grado de purificacién fueron los que emplean silica, lo cual fue
evaluado por el rendimiento de la reaccién de per. En este sentido, se obtuvieron
genotipos para marcadores moleculares de tamafio pequefio como Hinc I1 y Hae
I11, obtenidos de las mitocondrias (que en la célula son abundantes y aumenta
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la probabilidad de obtener adn aunque el material esté degradado). También
fue posible amplificar los fragmentos de adn usando el marcador nuclear Ipl,
cuyo producto fue tenue comparado con los marcadores mitocondriales, pero que
indica que su tamafio pequefio es apropiado para este tipo de muestra bioldgica
en estudios de antropologia molecular. Esta serie de datos nos confirma que la
metodologia de extraccién con silica, de per y el uso de muestras de huesos de
tipo cortical pueden dar 6ptimos resultados para estudios de genética que se
encuentran en un contexto arqueolégico.

Finalmente diremos que las diferencias de las muestras de los restos 6seos
que corresponden a contextos arqueolédgicos distintos, como son los del pre-
sente estudio, fueron de gran relevancia para la estandarizacién de métodos de
obtencién y caracterizaciéon de adna, pues sus condiciones paleoambientales
fueron distintas. Estos resultados constituyen una plataforma para los futuros
estudios encaminados a la evaluacién de frecuencias genéticas y subsecuentes
interpretaciones sobre eventos poblaciones de migracion, dispersion y diversidad.
Con la obtencién de los genotipos de muestras de varios sitios arqueol6gicos se
pueden comparar poblaciones de distintas épocas con andlisis filodemogriéficos,
asi como evaluar la estructura poblacional a nivel de subpoblaciones y familias.
Sin embargo, es importante mencionar que no es posible calcular con precisién
dichas estructuras de poblaciones con pocos individuos y/o muestras, ya que la
distancia temporal requiere de otro tipo de datos para poder asumir hipétesis
sobre la composicion de los grupos, la herencia directa de pobladores de otras
épocas de los mismos sitios ocupados o los movimientos poblacionales y even-
tos de deriva génica a los que fueron sometidos. Parte importante de los resulta-
dos incluye, también, la posibilidad de ampliar el conocimiento sobre los procesos
ocurridos en el momento del contacto espafiol y sus consecuencias en la diversidad
y distribucién poblacional en las distintas regiones culturales, tanto durante la
Colonia como en la actualidad.
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