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CONCLUSIONES METODOLOGICAS

Disefio experimental

1. Los protocolos experimentales de extraccion, amplificacion y secuenciacion de DNA
antiguo deben adecuarse a la antigiiedad, procedencia y tipo de muestra. El nuestro,
sobre los protocolos convencionales, ha incorporado unas mejoras destinadas
principalmente a minimizar la contaminacion, a detectar e identificar la fuente de origen
de ésta y a aumentar la eficiencia en la recuperacion de material genético. La aplicacion
de tales mejoras ha aumentado la eficiencia de amplificacion y disminuido el porcentaje
de contaminacidn, respecto a anteriores estudios realizados por el mismo equipo de

investigacion.

2. Con el procedimiento experimental desarrollado en el presente estudio, es posible
obtener secuencias de DNA antiguo de hasta 10000 afios de antigiiedad. Se ha
conseguido, asimismo, recuperar DNA endogeno en el 43% de los extractos analizados,

con una eficiencia de amplificacion del 17.69%.

3. Entre los factores del disefio experimental, el tipo de Taq polimerasa y el disefio de
los cebadores de amplificacidon son los que mas influyen en la obtencion de resultados.
La polimerasa con actividad correctora de errores Taq Expand High Fidelity de Roche®
proporciona menor eficiencia de amplificacion aunque también menor porcentaje de
contaminacion en los controles de PCR, respecto a la polimerasa sin actividad
correctora de la casa Biotools®, por lo que su empleo resulta mas adecuado en la
recuperacion de DNA antiguo. El disefio de amplificacion empleado en el presente
trabajo —consistente en ocho cebadores que amplifican dos fragmentos superpuestos, de
aproximadamente 150pb cada uno, de la region HVSI del mtDNA mediante dos
reacciones de amplificacion anidadas—, se ha probado efectivo para la amplificacion de
DNA extraido de muestras de hasta 10000 afios de antigiiedad. Los resultados sugieren

que el segundo de los fragmentos —desde la posicion 16126 hasta la 16258—presenta una
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mayor eficiencia de amplificacion que el primero —desde la posicion 16258 hasta la

16369—.

4. En los estudios poblacionales de DNA antiguo existen principalmente dos tipos de
sesgo que pueden afectar a las conclusiones obtenidas: el sesgo muestral y el
metodologico. El sesgo muestral viene determinado por la disponibilidad de la muestra
en el registro arqueoldgico y por las potenciales relaciones de parentesco entre
individuos de un mismo yacimiento, lo que se traduce en una disminucién de la
diversidad del conjunto. El sesgo metodoldgico es consecuencia de la preservacion
diferencial del DNA en diferentes yacimientos arqueoldgicos, e incluso en un mismo
yacimiento. Ambos tipos de sesgos deben ser tenidos en cuenta en la interpretacion de

los resultados obtenidos y en la formulacidn de hipétesis ulteriores.

Métodos de prospeccion molecular

Porcentaje de aminodcidos y racemizacion del acido aspartico

5. En las muestras antiguas en las que se analizd el contenido y racemizacion de
aminoacidos, no hay relacion entre la cantidad total de &cido aspartico y su grado de
racemizacion en la fraccidn colageno-insoluble. El resultado sugiere que Ila
racemizacion del acido aspartico se produce en el interior de la hélice de colageno, asi

como en sus extremos (telopéptidos), y en las proteinas asociadas al coldgeno (NCPs).

6. Puede obtenerse informacion genética endogena de material antiguo a partir de una
relacion D/L aspartico superior a 0.1, lo que contradice los resultados de POINAR et al.
1996. La tasa de racemizacidn estd influida por numerosos parametros de la muestra y
del entorno, muchos de ellos desconocidos aun. En el presente trabajo se pudo
comprobar la influencia de seis factores sobre la tasa de racemizacion:

- Antigiiedad

- Yacimiento

- Fase arqueoldgica del yacimiento

- Tejido (diente o hueso)

- Fraccidn del diente (diente total o dentina)

- Edad del individuo en el momento de la muerte
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La falta de estandarizacion de la técnica de racemizacién no permiten considerar este
procedimiento, en su planteamiento actual, como un método efectivo de prospeccion

molecular.

Cuantificacion por Real Time PCR

7. El disefio de cuantificacion de DNA empleado en la presente tesis doctoral presenta
una eficiencia de un 70%, en cuanto a prediccion de obtencidon de resultados fiables a
partir de muestras antiguas. De este resultado se desprende que la cuantificacién de
secuencias especificas de mtDNA por Real Time PCR es un buen método de
prospeccion molecular. Dado que la cuantificacion se basa en la reaccion de PCR, la
presencia de moléculas inhibidoras en los extractos es el principal factor responsable de

su fracaso.

Test de inhibicion

8. El “test de inhibicidn” empleado en el presente estudio —consistente en la adicion de
extractos de DNA antiguo a una PCR con DNA fresco—, es de gran utilidad prospectiva,
al permitir descartar, de forma rapida y sencilla, los extractos de DNA antiguo que no

ofrecen garantias de amplificacion.

Preservacion

9. La eficiencia de amplificacion, y, en definitiva, la capacidad de recuperar
informacion genética a partir de muestras antiguas, esta condicionada por diversos
factores, todos ellos relacionados con el estado de preservacion del material genético en

la misma.

10. Las diferencias halladas en la eficiencia de amplificacidon de las diferentes piezas
dentales, probablemente estén asociadas a una preservacion diferencial del DNA en los
diferentes tejidos de las mismas. Esta eficiencia de amplificacion es sensiblemente
superior en las piezas emergidas que en los gérmenes dentales. En cuanto a los tipos de

diente, los caninos y el tercer molar son los de mayor eficiencia de amplificacion.
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11. Existen diferencias significativas en las eficiencias de amplificacion entre
yacimientos arqueologicos, lo que estd asociado al distinto tipo de preservacion y de

acumulacidon de moléculas inhibidoras en cada ambiente.

12. En muestras de un mismo yacimiento, puede haber diferencias individuales en la
eficiencia de amplificacion, asi como en la presencia o ausencia de inhibidores en los
extractos. Tales diferencias estan asociadas a las caracteristicas de cada individuo, a su

ubicacion dentro del yacimiento o a una combinacioén de ambos factores.

13. Los resultados obtenidos sugieren que en los ambientes secos, aunque calidos, el

DNA se preserva mejor que en los entornos humedos y mas templados.

14. La degradacion del material genético en los extractos de DNA antiguo estudiados ha
impedido la amplificacién de fragmentos de mtDNA de tamafio superior a 150pb. A
pesar de ello, fue posible reconstruir un nimero importante de secuencias informativas,
de aproximadamente 300pb, de muestras de hasta 10000 afios de antigiiedad.

Autenticidad

15. Solo la valoracién conjunta de los procedimientos prospectivos y de autentificacion

aporta solidez a las secuencias de DNA antiguo.

16. La mayoria de los extractos estudiados presentan un elevado numero de moléculas
de DNA molde, por lo que la posibilidad de que las secuencias recuperadas de los
mismos manifiesten dafio molecular es muy pequeiia.

Contaminacion

17. El empleo de ciertas precauciones durante la manipulacion de la muestra permite

minimizar la introduccidon de contaminacion, aunque no evitarla totalmente.

18. La ausencia de contaminacion en los blancos no garantiza la ausencia de

contaminacion durante el proceso experimental.
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19. La amplificacién de los controles de extraccion junto con las muestras conlleva un
aumento del nimero de controles contaminados, probablemente por procesos de carry
over. La amplificacion de los controles de extraccion sin las muestras resulta por lo

tanto altamente recomendable.

20. Las secuencias de los controles de extraccion y de amplificacién que proporcionaron
resultado positivo de amplificacion, demuestran que la contaminacién puntual por

amplicones de anteriores reacciones es la principal fuente de contaminacion.

21. La caracterizacidén genética del personal que ha tenido algun tipo de contacto con la
muestra (arquedlogos, antropdlogos, personal de museos...) es clave para identificar la

contaminacion no detectada en los blancos.

22. Los resultados sugieren que los principales factores responsables de la aparicion de
posiciones con dobles nucledtidos en las secuencias son la contaminacion puntual por el
investigador que lleva a cabo el procedimiento experimental y el carry over entre

muestras.

23. Hay razones para pensar que las secuencias con posiciones ambiguas en las que no
existe concordancia entre ambos segmentos —uno representado en la base de datos y el
otro no— pueden tener su origen en una contaminacidn por carry over. En este sentido la
“concordancia” entre la informacion genética de ambos fragmentos, determinada por su
representacion en bases de datos de secuencias de poblaciones actuales, puede ayudar a

la deteccion de este tipo de contaminacion.
24. La comparacion de las secuencias obtenidas en un mismo grupo de amplificacion
y/o reamplificacidon, puede ayudar a la deteccién de contaminacidon por carry over

introducida durante la amplificacion y no detectada en los controles.

25. En ausencia de clonacién de los productos de amplificacion, resulta preferible

eliminar las secuencias directas con mas de una posicion ambigua.
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CONCLUSIONES POBLACIONALES

26. La distancia de Reynolds y el andlisis cluster muestran que los tres conjuntos
muestrales definidos (“Paleolitico”, “Neolitico de Oriente Proximo” y “Neolitico de la
Peninsula Ibérica”) se encuentran filogenéticamente mas proximos entre si que a las

poblaciones actuales.

27. Los tres conjuntos muestrales presentan, en general, un gran nimero de haplotipos

no representados o de baja frecuencia en las poblaciones actuales.

28. Aunque las poblaciones antiguas difieren de las actuales, los procedimientos de
reconstruccion filogenética sitlan a los haplotipos antiguos como estrechamente
relacionados con los actuales, e indican que, antiguas y modernas, proceden de un

acervo genético comun.

29. Las muestras neoliticas de Oriente Préoximo presentan una alta diversidad genética,

semejante a la de las poblaciones actuales de la misma region geografica.

30. Las muestras neoliticas de Oriente Préximo son de composicion y frecuencia de
haplotipos y haplogrupos distinta a la de la poblacion actual de la misma regioén
geografica. Se infiere que en Oriente Préximo se ha producido un cambio en la

composicion genética desde el Neolitico.

31. La presencia de haplotipos poco frecuentes actualmente, comunes a algunas
muestras del yacimiento neolitico de Tell Ramad y a la poblacion Drusa del actual

Israel, sugiere una muy probable relacion matrilineal entre ambos.

32. La presencia de variantes mitocondriales subsaharianas en la muestra neolitica de
Oriente Proximo analizada, apunta a que el flujo génico entre esta region y el continente

africano se ha venido produciendo desde antes del Neolitico.

33. Los haplogrupos propuestos como marcadores de la expansion neolitica hacia
Europa desde Oriente Préximo —especialmente el haplogrupo J—, no se encuentran

presentes en la muestra antigua obtenida de esta area geografica. Si descartamos el

636



Conclusiones

sesgo muestral como causa, los resultados sugieren que: 1) o bien las poblaciones
neoliticas que se expandieron en Europa pertenecian a una fase arqueoldgica posterior,

0 2) que la subestructura actual del haplogrupo J no tiene su origen en el Neolitico.

34. Teniendo en cuenta solamente la composicion de linajes de las muestras neoliticas
de Oriente Proximo, resulta igualmente posible que la diversidad mitocondrial de las
poblaciones europeas proceda: 1) de las expansiones demograficas del Neolitico; 2) de

una continuidad genética desde el Paleolitico.

35. Las muestras antiguas de la Peninsula Ibérica aqui analizadas tienen composicion y
frecuencia de haplotipos y haplogrupos diferente a la de las poblaciones Ibéricas
actuales, lo que sugiere que, desde el Neolitico se ha producido un cambio en la

composicidn genética de estas poblaciones.

36. La presencia del motivo 16126C-16311C —comun actualmente en poblaciones de
Proximo Oriente— en muestras del estrato solutrense de la Cueva de Nerja y en los
yacimientos calcoliticos de Tres Montes y Abauntz, mueve a pensar en un vinculo por
via matrilineal entre estas poblaciones antiguas y las poblaciones actuales de Oriente
Proximo. La falta de informacion de otros periodos impide datar la potencial conexion.
Sin embargo, la ausencia de este motivo en nuestra muestra neolitica de Proximo

Oriente podria indicar que esta conexion fuera posterior al Neolitico PPNB.

37. La presencia de casi un 50% de linajes subsaharianos L1b, L2 y L3 en los
yacimientos calcoliticos de Abauntz y Tres Montes, en Navarra, sugiere la existencia en
el pasado de un flujo genético importante desde Africa hacia esta region geografica. La
baja frecuencia de estos linajes en la poblacion actual espafiola apunta a que se ha
producido un recambio genético desde el Calcolitico. La entrada de linajes africanos
pudo darse durante el Paleolitico, durante el Neolitico, o durante ambos periodos. La
presencia de secuencias filogenéticamente relacionadas en yacimientos calcoliticos de la
Peninsula Ibérica y en muestras neoliticas y calcoliticas de Oriente Proximo apunta al

Neolitico como momento mas probable de entrada en la peninsula de estos linajes.
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38. El haplogrupo V —supuestamente originario de la franja pirenaico-cantdbrica—, esta
ausente en las muestras de época calcolitica de los yacimientos navarros de Abauntz y
Tres Montes. Los resultados sugieren que las elevadas frecuencias actuales del
mencionado haplogrupo en esta zona se deben, probablemente, a otros factores como la

deriva genética y el efecto fundador.

39. En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que desde el Neolitico se ha
producido un cambio en la composicion mitocondrial de las poblaciones de Siria y de la
Peninsula Ibérica. Las conclusiones derivadas de la diversidad del mtDNA en

poblaciones actuales deberian tener este factor en consideracion.

40. Ninguna de las secuencias antiguas recuperadas, parciales o completas, exhibe un
patrén mutacional comparable al de los especimenes de Neandertal estudiados hasta la
fecha. El resultado viene a sugerir que, de haberse producido una contribucion

neandertalense al acervo genético europeo, ésta se habria perdido antes del Neolitico.
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