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Resumen
Este trabajo tiene como objetivo hacer una recopilacion bibliogréfica representativa de

los estudios genéticos que se han realizado en el campo de la zooarqueologia. Se pretende
mostrar sus multiples aplicaciones actuales y su capacidad para dar respuesta a distintas

preguntas de caracter arqueoldgico e histérico.

Palabras clave: ADNa, genética, zooarqueologia, arqueologia, fauna

Abstract

The objective of this work is to make a representative bibliographic compilation of the
genetic studies that have been carried out in the field of zooarchaeology. Its aim is to
show its multiple current applications and its capacity to answer different questions of an

archaeological and historical nature.
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Introduccidn

Presentacion y objetivo del trabajo
Este trabajo tiene como objetivo llevar a cabo una recopilacion bibliografica de las

aplicaciones que tiene, en el campo de la arqueologia, una de las disciplinas mas
innovadoras y versatiles de los Gltimos tiempos, la genética. No obstante, nos centraremos
en el caso especifico de los estudios genéticos que se han realizado sobre restos de fauna.
Con esto, pretendemos exponer de manera clara y concisa, las posibilidades que esta
ofrece para la rama de la zooarqueologia.

Los motivos que me han llevado a elegir este tema (descontando el evidente interés
personal que se ha de tener al iniciar una tarea como esta), se relacionan
fundamentalmente con la capacidad que esta linea tiene para desarrollarse en multitud de
ambitos distintos, haciendo que pueda aplicarse en cualquier periodo y circunstancia,

siempre y cuando se cuente con los materiales necesarios para hacer dichos estudios.

La naturaleza de la materia vehicular de este trabajo (la genética), requiere una estructura
introductoria sélida, que permita atacar el eje del trabajo (que son los estudios realizados
sobre restos faunisticos) sin necesidad de hacer continuas interrupciones para aclarar
conceptos. Para ello hemos introducido previamente al inicio del tema central, las

nociones basicas para luego poder seguir su desarrollo.

En primer lugar, se desglosa un conjunto de términos que seran constantemente utilizados
en el texto relacionados con la genética, que van desde algunos muy béasicos (como qué
entendemos por genética) hasta otros mas técnicos, pero que sin embargo son

fundamentales (como mutacién).

A continuacion pasamos a desarrollar dos temas que, especialmente en una ciencia como
la genética aplicada a los restos antiguos, son de vital importancia, como es la
conservacion y los métodos empleados para el estudio. En conservacion abordaremos las
principales amenazas a las que esta expuesto el material genético y como prevenir su
aparicion y disminuir el dafio, mientras que en los métodos describiremos la forma
mediante la cual se trabajan los materiales de estudio y las técnicas que se utilizan para

extraer informacién de interés de los mismos.

Una vez explicados todos los conceptos que consideramos fundamentales, mostramos los

ejemplos seleccionados de estudios realizados sobre restos de origen animal con



implicaciones en arqueologia. Hemos intentado hacer una seleccion que represente un
amplio abanico de casos, periodos y materiales de estudio, tanto para mostrar las
capacidades del método, como para hacer de este trabajo una recopilacién de un espectro

considerable de los posibles usos de la genética en los estudios zooarqueologicos actuales.

Conceptos
Con el fin de sentar las bases tedricas del trabajo y evitar en la medida de lo posible las

explicaciones dentro del cuerpo del trabajo, empezaremos describiendo una serie de

conceptos fundamentales para lo que sera el desarrollo del mismo.

Genetica
El primero de ellos, como no puede ser de otra manera, seré el de “genética”, y con su

definicion trataremos de analizar la importancia de esta disciplina. Cuando hablamos de
genética hacemos referencia a la ciencia que se encarga del estudio de la transmision de
la informacion hereditaria de una generacion a la otra, siendo su objeto de estudio los
“genes” (Rodriguez Arnaiz, Castafieda Sortibran, & Ordaz Téllez, 2004).

No cabe duda de que la genética es uno de los campos de investigacion que mas
novedades y proyectos esta impulsando hoy en dia, siendo frecuente encontrarnos con
articulos, tanto de divulgacion como académicos, en los que de una manera o de otra se
hace referencia a los estudios del ADN para muy diversos fines. Esto podria llevarnos a
pensar que la genética es una materia que estd “de moda” en la actualidad, pero es

interesante preguntarnos el “porqué” de ese auge.

En el ambito de la biologia, la genética representa las bases mismas de esta. Todos los
organismos vivos (e incluso los que se encuentran en el limbo de esta acepcion como
pueden ser los virus) tienen en comun la presencia de un codigo genético que los
caracteriza y que se pasa de una generacion a otra. De ello se deduce que en muchos
campos de la biologia (como la evolucion, inmunologia, fisiologia o embriologia) o de la

medicina se requieran unos conocimientos minimos de la genética.

Las aplicaciones de esta disciplina han llegado a limites insospechados, como puede ser
la informatica (introduciendo con éxito datos en moléculas de ADN sintetizadas), la
nanotecnologia (disefidndose nano robots de material genético para fines médicos) o para
almacenar y estudiar el genoma de las especies que hay sobre la tierra (con proyectos
como “Proyecto de Bio Genoma de la Tierra”). También se hacen estudios de ADN en

criminalistica, tanto para identificar a victimas de asesinatos como a los agresores en caso



de que se conserven restos de materia organica (como puede ser en los casos de agresiones

sexuales).

A la luz de todo esto, no es de extrafiar que la versatilidad de la genética permita también
responder a algunas de las preguntas que desde la arqueologia se pueden formular sobre
las formas de vida o los entornos de las poblaciones humanas del pasado, las cuales
pueden ser de muy diversa indole. Para ejemplificar esto nos basaremos en una serie de

casos de estudio en los que la genética ha sido utilizada.

En primer lugar, hablaremos sobre la recuperacion de restos humanos depositados en la
fosa comun de El Raso de Urbasa (Herrasti, y otros, 2015) tras su asesinato en el contexto
de la Guerra Civil Espafiola. En este estudio se incluye, ademas de un pormenorizado
analisis bioantropologico para describir la forma de la muerte, un apartado en el que se
coteja el ADN de los individuos exhumados con el de los familiares, consiguiendo un

80% de éxito a la hora de identificar los cuerpos.

La investigacion genética también es Util a la hora de asociar determinadas précticas a
unas comunidades concretas a través de la identificacion de los recursos vegetales que
utilizaban. Una prueba de ello es un estudio en el que se analizan los coprolitos
prehistoricos encontrados en una cueva de Texas (Reinhard, Chaves, Jones, & Ifiguez,
2008). De ellos extraen ADN cloroplastico que se puede relacionar con plantas

medicinales o alucindgenas.

A continuacion, trataremos una de las mas novedosas aplicaciones de la genética en el
campo de la arqueologia, la busqueda de ADN extraido directamente del sedimento. Este
estudio (Slon, y otros, 2017) propone una nueva técnica a la hora de demostrar la
presencia de diversas especies (entre ellas las propias del género humano) en los distintos
yacimientos. Los autores consiguieron identificar una amplia diversidad de especies
animales (entre ellas humanos) en yacimientos cuyas cronologias corresponden al
Pleistoceno Medio y Superior. Este articulo lo volveremos a tratar mas adelante por las

implicaciones que tiene para la linea argumental de este trabajo.

Por ultimo, mostraremos un ejemplo de la gran posibilidad que existe hoy para obtener
este material de estudio, a través de una investigacion en la que se obtiene el ADN del
interior de anforas griegas (Foley, Hansson, Kourkoumelis, & Theodoulou, 2012). En
este ultimo trabajo vemos como los investigadores consiguen recuperar material genético

a partir de anforas griegas encontradas en navios comerciales naufragados. Los resultados



permitieron evidenciar, no solo la posibilidad de extraer esta informacion incluso de
recipientes vacios, sino también que estos contenian una variedad de productos mayor a

la estimada (que se cefiia fundamentalmente al vino).

Todo esto nos sirve de ejemplo de lo dicho anteriormente, y es que la genética es un
campo que dia a dia ofrece respuestas y posibilidades de investigacion nuevas en
multiples ramas del conocimiento, lo que la convierte en una herramienta que, al igual
que en otras disciplinas, esta ganando cada vez mas presencia en el campo de la

arqueologia y la historia.

ADN y ADNa
Pasamos ahora a hablar de la materia prima por excelencia de todos los estudios genéticos,

el ADN. EI ADN (4cido desoxirribonucleico) es una molécula presente en todos los
organismos vivos y en la cual estd contenida toda la informacion que heredara un
individuo de sus progenitores (Garcia-Diez & Zapata, 2013). La unidad, desde el punto
de vista quimico, de esta macromolécula, es el nucle6tido, el cual estad formado a su vez
por un gldcido llamado desoxirribosa, un grupo fosfato y una base nitrogenada, que puede
ser de cuatro tipos (adenina, guanina, timina y citosina) que se combinan entre si y cuya
disposicion da lugar a la secuencia genética, que determina a su vez la informacion que

contiene, los genes.

Entendemos por genes a las zonas del ADN que codifican una proteina concreta y que se
encuentran por duplicado (a través de la estructura helicoidal que conecta dos hebras
antiparalelas) en el material genético. No obstante, el ADN no estd compuesto de una
larga secuencia de genes contiguos unos a otros, de hecho, la mayor parte de este esta
formado por largas regiones de material no codificante (es decir, que no se usan para
sintetizar ninguna proteina). EI ADN de cada célula se comprime hasta formar los
cromosomas, lo que hace que de una longitud de unos 2 metros se vuelva lo

suficientemente compacto como para permanecer en el interior del nacleo celular.

La sintesis de las proteinas se produce mediante la creacion de un ARNm (molécula
conocida como acido ribonucleico mensajero, que esta formada por una sola cadena) que
lleva la informacion del ADN (mediante la transcripciont) a los organulos celulares

responsables de la creacidn de las proteinas, los ribosomas.

! Proceso mediante el cual se crea la cadena de ARNm copiando la informacién genética del ADN gracias
a la accion de una enzima llamada ARN polimerasa.



Por su parte, el ADNa (que hace referencia al ADN antiguo) es el material genético
extraido de muestras orgénicas del pasado, y gracias al cual podemos conocer
informacion sobre estos organismos (que en muchos casos estan extintos). El poder
recuperar este ADN preservado en restos fosiles antiquisimos ha permitido abrir nuevos
enfoques en diversos campos de la investigacion, como la arqueologia, la paleontologia

o la antropologia.

A pesar de todas las posibilidades que hemos dicho que ofrece el uso de ADNa para la
investigacion de seres vivos del pasado, hemos de tener en cuenta que también entrafia
una gran dificultad, lo que hace que su recuperacién y aprovechamiento no pueda llevarse
a cabo. Entre estos problemas hay que destacar la escasez de las muestras, la
fragmentacion de las mismas, las modificaciones moleculares que hayan podido darse, la
existencia de inhibidores de PCR y desde luego la contaminacion de las muestras (de

estas dificultades hablaremos con detalle mas adelante).

ADNny ADNmt
En este apartado hablaremos de dos tipos de ADN que son de gran importancia en los

estudios de genética. Por tanto, desglosaremos sus caracteristicas y los beneficios de cada
uno de ellos.

El ADNn (nuclear) se presenta como una cadena lineal en la que esta representado tanto
el material procedente de la herencia paterna como de la herencia materna (Hortol3,
2005). Este tipo de ADN se encuentra duplicado en todas las células somaticas? salvo en
los eritrocitos maduros® en el caso de los mamiferos (ya que a lo largo de su desarrollo
pierden el nucleo celular que contiene este ADN). Estas dos copias son idénticas y como
ya apuntdbamos anteriormente, son el resultado de la union del material genético de
ambos progenitores. Por otro lado, en las células sexuales (évulos y espermatozoides) hay
una sola copia®, y estas se recombinaran para dar lugar al genotipo individual de esa

descendencia.

2 Célula somatica es toda aquella célula del organismo salvo las destinadas a la reproduccion, es decir,
6vulos y espermatozoides.

3 Los eritrocitos son lo que comnmente conocemos como glébulos rojos y son los encargados de
transportar el oxigeno dentro del torrente sanguineo.

4 Se utiliza la formula 2n para hablar de células en las que el material genético esta duplicado y n para
hablar de las que solo presentan una copia (n = copia de ADN).



En ese ADN, solo una pequefia parte corresponde a los cromosomas® sexuales (que
indican el sexo del individuo, XX para las hembras y XY para los machos), y estos
cromosomas solo se transmitiran de madres a hijas y de padres a hijos.

Algo parecido a lo mencionado anteriormente con los cromosomas sexuales
(especialmente el cromosoma Y ya que es el Gnico que nos permite seguir la linea paterna)
ocurre con el ADNmt (mitocondrial). Para empezar a hablar del ADNmt es importante
decir cual es la funcién de la mitocondria. La mitocondria es el organulo celular
responsable de la respiracion celular, proceso mediante el cual las células animales

consiguen la energia para funcionar.

El ADNmt se encuentra en la matriz mitocondrial y tiene forma circular (Hortola, 2005).
Una de las caracteristicas mas destacadas de cara a los estudios de reconstruccién genética
de poblaciones es el hecho de que todo el ADNmt procede de la linea materna®, lo cual,
sumado a su mayor tasa de preservacion, hace que se recurra a él para este tipo de
investigaciones. Lo que hace que tengamos mas posibilidades de recuperar el ADNmt
que el ADNn es muy sencilla. Las células cuentan con un nimero de mitocondrias que
puede ir desde unas 10 hasta 10.000, y dentro de cada una de ellas encontramos entre 2 y
10 copias de ADNmt. Por el contrario, cada célula tiene un unico nucleo que contiene dos

copias de ADNn.

Esto supone una gran diferencia a la hora de recuperar el material contenido en cada uno
de los dos tipos de ADN. No obstante, el gran inconveniente para su uso es la limitacion
que supone el contar solo con la informacién de la linea materna, convirtiéndolo en un
marcador genético (término del que hablaremos a continuacion) que solo nos proporciona

datos de la mitad de la ascendencia.

Marcadores genéticos
Los marcadores genéticos son zonas del material genético en las que al acumularse las

mutaciones se puede extraer gran cantidad de informacién (Goyache, Ramirez, Capote,
& Amills, 2016). Se utilizan marcadores que no estén implicados en la asignacion de
ningun caracter hereditario (lo que hace que su presencia no esté condicionada por la

seleccidén natural). A la hora de determinar la eficacia de un marcador genético se buscan

5 Se trata de estructuras hechas de ADN sUper compactado que se construyen en varias fases mediante las
cuales el ADN va ocupando un espacio cada vez mas pequefio.

® La explicacion para esto es que las mitocondrias presentes en el cigoto (célula resultante de la unién del
espermatozoide y el dvulo) vienen del évulo, ya que en el espermatozoide las mitocondrias se encuentran
en el flagelo, que es el elemento motor del gameto masculino, y este no entra en el gameto femenino.



tres caracteristicas: alto polimorfismo, herencia codominante’, que sea facil de encontrar

y se pueda reproducir en un gran nimero de laboratorios.

Un alto grado de polimorfismo (o variabilidad) hace posible establecer diferencias entre
los individuos y las poblaciones, lo cual lo hace crucial para detectar regiones de
procedencia ademés de la variedad dentro de esos grupos. La herencia codominante
permite ver los caracteres transmitidos a la descendencia y ver que alelos se heredan de
manera mas frecuente en diferentes regiones. Por ultimo, los dos aspectos finales
encierran cuestiones técnicas, y lo que buscan es que los estudios puedan realizarse de la

manera mas eficaz y universal posible.

Gen y mutacion
Otro concepto tan fundamental como complejo por su variedad es el de gen. Podemos

diferenciar cuatro acepciones posibles segun la disciplina en la que nos estemos moviendo
(Hortold, 2005, pag. 49). Si lo definimos desde la biologia molecular, gen equivaldria a
un fragmento del ADN que codifica una proteina y las caracteristicas de su sintesis. La
genética mendeliana definiria gen como una parte de los cromosomas que determinan los
rasgos que se heredan. Por otro lado, la biologia de poblaciones nos dice que los genes
son las diferencias mediante las cuales distinguimos a los individuos dentro de su
poblacién. Por ultimo, la biologia evolutiva define gen como los vestigios de las
transformaciones que los seres vivos han experimentado a lo largo de su desarrollo como

especie.

En lo que respecta al término mutacion, podria ser definido en dos niveles de
profundizacién. En primer lugar, entendemos que mutacion es la variacién o cambio de
una estructura, por lo que asociado a la genética hara referencia a cambios en el material
genético, que en este caso debe tener un caracter permanente y heredable. Si tratamos de
ser mas precisos, debemos dividir los tipos de mutacion en tres (Hortola, 2005, pag. 49),

las mutaciones cromosémicas, las gendmicas y las génicas.

Las mutaciones cromosomicas suponen variaciones en la estructura de los cromosomas,
y pueden dar varios resultados posibles (falta de un fragmento del cromosoma o
duplicacion de este, o también cambios en la ordenacion de esos fragmentos). Las

mutaciones genomicas, en cambio, son alteraciones en la dotacion cromosomica que

7 Se da herencia codominante cuando ninguno de los caracteres se impone sobre el otro, de manera que
ambos se manifestardn (un ejemplo es el grupo sanguineo AB, en el que A y B se manifiestan
conjuntamente).



pueden deberse a una division incorrecta durante alguna de las fases de la meiosis® (dando
como resultado que los individuos sean 4n o 3n). Para finalizar, las mutaciones génicas
son aquellas que realmente generan cambios en la estructura del ADN. Algunas formas
mediante las cuales se manifiestan este tipo de mutaciones son: con variaciones en las
bases nitrogenadas (esto es, que se sitda una guanina (G) donde deberia ir una timina (T)),
ausencia de una de estas (sin que sea sustituida, por lo que queda un gap®).

Especie y poblacion

El término especie en biologia hace referencia (Codes Valcarce & Espino Nufio, 2003),
dentro de los seres vivos con reproduccion sexual, a aquellos grupos dentro de los cuales
es posible la reproduccion y en los que sus integrantes rara vez son capaces de tener
descendencia con los miembros de otros grupos. Taxondmicamente las especies se

agrupan por cercania genética en géneros y se ramifican en subespecies®®.

Por otro lado, entendemos como poblacién, desde un punto de vista genético a las
comunidades de una misma especie entre las cuales es posible un intercambio de genes
(Codes Valcarce & Espino Nufio, 2003). Esta posibilidad no viene dada (como en el caso
del concepto especie) por una afinidad genética, sino por el hecho de ocupar un mismo
territorio. De esta manera, si entre dos grupos de la misma especie existe un accidente
geografico que imposibilita el contacto entre ellos estamos ante dos poblaciones. Esto
supone que los miembros de una misma poblacion tendran un grado de parentesco
variable, aunque superior al que tienen con otras poblaciones. Esto permite hacer un
estudio de la evolucion de esa poblacién, ya que mientras los individuos mueren, esa
carga genética que tienen en comudn los miembros de la poblacién perdura (salvo casos

como veiamos anteriormente de mutaciones).

Conservacion del material genético
Como ya adelantamos anteriormente, un aspecto fundamental, y por tanto merecedor de

un desarrollo particular, es la conservacion del ADN. Como ya mencionamos en el

capitulo anterior, las principales causas que dificultan la recuperacion del ADNa son: la

8 Es el proceso mediante el cual se unen dos gametos para dar como resultado un nuevo individuo
(reproduccién sexual), mientras que la mitosis seria la que se da cuando se divide una célula 2n
(reproduccion asexual).

® Del inglés “hueco” o “espacio”.

10 Se trata de un grupo de individuos de una especia que genéticamente puede diferenciarse pero que
continla siendo capaz de engendrar descendencia fértil con el resto de los grupos de la misma especie.

10



degradacion (que se puede presentar de maltiples formas), la contaminacion y la presencia

de inhibidores.

Debido a este tipo de alteraciones, los elementos que podemos utilizar para el estudio del
ADNa son los huesos y los dientes. Esto se debe a que su composicidn los hace resistentes
a alteraciones fisicas y quimicas, pero no invulnerables. Para entender como se deterioran,
es importante saber también las caracteristicas que permiten que estos restos en
determinadas condiciones puedan mantener material genético que servira para llevar a

cabo los estudios pertinentes (Calderén Ordofiez, 2017).

En primer lugar, tenemos los dientes, el tejido méas duro del cuerpo. Esta propiedad se la
confiere la presencia de un material que recubre la estructura dentaria conocida como
esmalte. Ademas, resultan ser una muy buena eleccion por estar protegido por tejidos
calcificados que forman la dentina. Dentro de esta capa se encuentra la pulpa dentaria, el
material mas empleado para realizar estudios genéticos por su gran cantidad y su baja tasa
de afeccidn por contaminantes. Estas caracteristicas lo hacen que los dientes sean el
material prioritario para los estudios relacionados con la quimica de los huesos (no solo

genética, sino también dataciones y composicion quimica e isotdpica).

El otro gran aportador de ADNa seria el material 0seo, que estd compuesto
fundamentalmente de proteinas y minerales. Estos dos componentes mayoritarios estan
dispuestos de manera que lo mineral provee a lo proteico de una cobertura ante ataques
enzimaticos u otros elementos que pongan en peligro su integridad. Por tanto, el
mantenimiento de estas estructuras en el mejor estado posible estd directamente
relacionado con la supervivencia del ADNa de los huesos (Saiz, Alvarez Cubero,
Martinez Gonzalez, Alvarez, & Lorente, 2012).

Degradacion
El ADN que se encuentra en las células vivas cuenta con procesos de reparacion que

mantienen la integridad de este. No obstante, una vez que el organismo muere, €s0s
mecanismos se detienen, dejando la preservacién del material genético completamente

expuesta a los factores del medio.

Entre estos factores debemos destacar aspectos de caracter tafondémico, tales como el pH
del sedimento, la humedad o la temperatura (asi como las variaciones en estas variables,
que son igualmente nocivas) (Saiz, Alvarez Cubero, Martinez Gonzélez, Alvarez, &

Lorente, 2012). El dafio producido por la temperatura puede venir por dos vias. Por una

11



parte, las altas temperaturas hacen que los agentes responsables de la degradacion del
ADN se intensifiquen, acelerando indirectamente su destruccion. Ademas de esto, las
variaciones de temperatura generan fragmentaciones en las moléculas orgéanicas, algo que
puede ser muy problematico en algunas regiones, como en el Proximo Oriente, donde las

fluctuaciones son muy violentas.

Esto ha sido estudiado por un equipo de la Universidad de Mainz (Bollongino & Vigne,
2008), que analizo la variacién térmica de las muestras organicas antes, durante y después
de la excavacion. Para ello se utilizaron muestras de varios yacimientos neoliticos y

preneoliticos de esta region.

Los métodos empleados para la excavacion y extraccion de las muestras son los
convencionales para la preservacion del material genético, por lo que no nos centraremos
en ello. Lo novedoso de este trabajo viene en las técnicas empleadas para medir la
temperatura de los restos en todas las fases de trabajo. En primer lugar, el calculo de la
temperatura antes de la excavacion tuvo que ser obtenido mediante estimaciones, para lo

cual se utilizo la férmula de Hillel (Bollongino & Vigne, 2008):

zy  2n(t—ty) z m
T(z 1) = Ty + (Aoe™a) sin[— ===~ =]

En esta formula se hace uso de variables como la “Temperatura promedio del suelo” (Ta),
la “Amplitud anual de la temperatura de la superficie” (Ao, que mide la diferencia entre
la temperatura méxima y la minima durante un periodo de un afio) o la “Profundidad de
amortiguacion” (d). Con esta férmula es posible aproximarse a la temperatura a la que
han estado sometidos los materiales en una franja de tiempo dada por las necesidades de

los investigadores y la cantidad de datos de los que se disponga.

Para el resto de las temperaturas se usaron termometros digitales (con un grado de error
de £ 0,1 °C) que permitian medir tanto la temperatura del aire como la del interior del

hueso, gracias a un pequefio sensor que se introducia dentro de este).

A pesar de que los resultados finales no pudieron demostrar de manera eficiente la
relacién entre los cambios de temperatura y el deterioro del material genético, vemos por
trabajos como éste la importancia que este factor tiene desde el punto de vista de los
estudios moleculares. Lo que si nos ha permitido es saber cuales son las fases del trabajo
de campo y de laboratorio en la que se producen los cambios mas dramaticos de

temperatura, lo cual sirve para tener la precaucion debida mas alld de conocer
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exactamente la incidencia que tienen (de estos pasos hablaremos en el capitulo de

“Métodos usados para el analisis de ADN”).

Una consecuencia de lo mencionado es que con frecuencia las muestras de ADNa nos
Ilegan fragmentadas (mediante ruptura de las cadenas de ADN), algo que se incrementa
conforme pasa el tiempo. Esta ruptura puede producirse por la actuacion de
microorganismos o la presencia después de la muerte de las células de enzimas
(nucleasas'?!) que destruyen esa estructura. Otra causa de degradacion son las conocidas
como modificaciones moleculares, entre las cuales destacaremos las lesiones hidroliticas,

lesiones por oxidacion y los crosslinks de ADN (Calderon Ordofiez, 2017).

Dentro de las lesiones hidroliticas, una de las mas frecuentes es la de desaminacion®?, lo
que produce una sustitucion de bases nitrogenadas que afecta a la estructura del ADN
(sustituyendo una citosina por una timina y una adenina por una guanina (Gonzalez
Fortes, Grandal D"Anglade, Vidal Romani, & Hofreiter, 2017)). Esta desaminacion es
especialmente sensible en los extremos (3’ y 5°) de la cadena, ya que estan més expuestos

a las afecciones al estar en los bordes de esta.

En cuanto a las lesiones por oxidacion vemos que pueden llegar a producir blogueos a la
accion de la polimerasa®, lo cual puede generar secuencias erréneas o directamente
interrumpir la amplificacion. Por Gltimo, el crosslink (enlace cruzado) se da cuando un
polimero (en este caso el acido desoxirribonucleico) se une a otro por un enlace quimico,
algo que produce, al igual que en el caso contrario, la detencion del proceso de

amplificacion.

Otro procedimiento que ha causado controversia en cuanto a la degradacion que puede
producir en el ADN es el uso de rayos X. Los rayos X son muy empleados en
bioarqueologia, y se considerd durante mucho tiempo que se trataba de una técnica no
invasiva, algo que es cierto si atendemos Unicamente al plano macroscopico y
microscopico. No obstante, lo que sucede a nivel molecular es una cuestion que hasta

hace unas décadas era una completa incognita.

Seria en 1995 cuando en la Universidad de Estocolmo (Gétherstrom, Fischer, Linden, &

Liden, 1995) se analizaron, mediante la radiacion diferencial, distintas muestras de cerdos

1 Se encargan de destruir los enlaces fosfodiéster que mantienen unidas las moléculas de desoxirribosa
(en el ADN) y ribosa (en el ARN).

12 Se trata de una pérdida (mediante un proceso de hidrolisis en este caso) del grupo amino NH,.

13 Enzima responsable de la transcripcion y replicacion de los &cidos nucleicos.
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modernos (una muestra sin radiar, otra con radiacion baja y otra con radiacion mas alta),
para ver como se afectaban las moléculas. Concluye que el uso de rayos X es nocivo para
la preservacion del ADN, ya que, si es perjudicial para muestras modernas, cuyo grado
de conservacién es mucho mejor que el del ADNa, también se debe prescindir de su uso

para muestras antiguas.

No obstante, esto ha sido rebatido por trabajos como el realizado por la Universidad de
California (Fehren Schmitz, y otros, 2016), en los que se usan muestras antiguas
(prehistoricas e historicas) para comprobar ese impacto. Los resultados de este trabajo
sentencian que el uso de rayos X no esta relacionado con la degradacion del ADNa, y que
lo que us6 Gotherstrém como base de su argumentacion, es realmente su mayor debilidad.
Esto quiere decir que mientras las cadenas de ADN de las muestras modernas (como las
que us6 Gotherstrém) son largas, las del ADNa son de menor longitud debido a la
fragmentacion, y esta caracteristica las hace menos vulnerables a las afecciones por rayos
X.

Todos los procesos descritos no son exclusivos, es decir, pueden darse de manera conjunta
alterando la composicién interna de la molécula de ADN hasta el punto de hacer que la

recuperacion de la informacidn que esta contiene sea imposible.

Contaminacion
Otro gran problema con el que se encuentran los investigadores que trabajan con muestras

de ADNa es la contaminacion de las muestras, algo que es especialmente sensible cuando
se trata de ADN humano (Calderén Ordoiiez, 2017).

A esta cuestion se le han dedicado gran cantidad de trabajos y de tiempo, tanto en el
analisis tedrico como en su aplicacion practica, ya que del buen hacer en este sentido
dependera que los resultados provenientes de estos estudios sean fiables o0 no. Esto se
debe a que el ADN de los propios investigadores puede suponer una fuente de
contaminacion para las muestras, ademas de los instrumentos que se utilizan, que pueden

contribuir también si no son esterilizados correctamente.

Se han dedicado también muchos esfuerzos para determinar el grado de profundidad que
alcanza esta contaminacion en los restos, encontrando discrepancias entre los que afirman

que su capacidad de penetracion es poca y los que dicen que el ADN ex6geno* consigue

14 En contraposicion al endégeno, que seria el propio de la muestra.
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impregnar el interior de las muestras. En este proceso uno de los grandes inconvenientes
es a la vez una de las grandes revoluciones de la genética moderna, la técnica de PCR (de
la que hablaremos en profundidad méas adelante), que sirve para amplificar el ADN que

Se encuentra en secuencias cortas.

El PCR es un método de gran precisién, lo que hace que cualquier contaminacion, por
minima que sea, se amplifique, mas teniendo en cuenta que las contaminaciones serian
de ADN moderno (mejor conservado que el ADNa), por lo que se priorizaria la
amplificacion de este. Trataremos con detalle los pasos en los que se produce, y las causas
fundamentales, de la contaminacion, asi como las formas de prevencion de las mismas en

un capitulo especialmente dedicado a ello.

Inhibidores
Otro de los grandes problemas en el estudio de muestras de ADNa son los conocidos

como inhibidores de la PCR. Estos inhibidores son sustancias que interrumpen la accién
de la polimerasa que actua durante este proceso, impidiendo que la amplificacion pueda

llevarse a cabo.

Entre estos inhibidores encontramos los taninos®®, acidos htimicos'®, acidos fulvicos!’ y
productos de Maillard. Los tres primeros son elementos que se encuentran asociados a
procesos de degradacidon del suelo, lo que hace que sea probable su presencia en muestras
orgénicas que llevan bajo tierra durante mucho tiempo. El dafio que estos compuestos
hacen a la hora de la amplificacion es interferir en la accién de la polimerasa, a diferencia
de los productos de Maillard, que lo que hacen es provocar crosslinks que de manera

indirecta provocan que la polimerasa no pueda actuar.

Métodos usados para el anéalisis de ADN
Un problema al que se tienen que enfrentar con frecuencia los investigadores en los

laboratorios de gendmica es el trabajar con muestras afectadas por algunos o varios de
los procesos mencionados en el capitulo anterior. Por ello, es importante conocer muy

bien los procedimientos, tanto en el trabajo de campo (para reducir en la medida de lo

15 Se trata de un compuesto presente en semillas, corteza madera y demas partes de las plantas.

16 Son sustancias presentes en el humus (compuesto que resulta de la descomposicién de materia
orgéanica).

17 Al igual que los anteriores son compuestos que resultan de la degradacion de la materia organica y
nitrogenada.



posible los perjuicios que haya sufrido la muestra a lo largo de la formacion del

yacimiento) como posteriormente en el propio laboratorio.

Procedimientos y prevencion de la contaminacion y degradacion
Con todo lo dicho hasta ahora, ha quedado claro que las medidas para mantener en el

mejor estado posible el ADN deben comenzar en la propia intervencién arqueologica. Es
en este momento donde se dan muchos de los procesos que afectan a la estructura de las

muestras debido a los cambios en las condiciones de las mismas.

Uno de estos cambios, que ademas ya ha sido mencionado en este trabajo, es el de las
circunstancias térmicas. Como vemos en el trabajo de la Universidad de Mainz sobre la
incidencia de las variaciones en la temperatura (Bollongino & Vigne, 2008), esta
demostrado que, en las diferentes etapas de la intervencion arqueoldgica, se producen
grandes alteraciones en la temperatura (extraccion del material del sedimento, durante el
lavado del mismo o incluso en el momento de tomar la muestra del ADNa). Las franjas
mas altas de temperatura (que alcanzan entre los 40-50 °C) se dan cuando el material esta
expuesto en la superficie y cuando se almacena en bolsas de plastico. No obstante, el paso
que genera un mayor impacto desde el punto de vista del estrés por una fluctuacién en la
temperatura se da cuando se limpia el hueso con agua (que equivale a un cambio de
11.000 °C/h).

El deterioro causado tanto por estas variaciones en la temperatura como por otros muchos
factores (variaciones o condiciones extremas de pH y las variaciones o condiciones
extremas de humedad que favorezcan la proliferacién de microorganismos dafiinos para
los restos, son algunos de los elementos que afectan al ADN), son un problema debido a
que las cantidades de ADNa en condiciones Optimas para la amplificacion disminuyen.
Sin embargo, esta reduccion de las muestras entrafia un problema mas, y es que cuanto
mayor sea el deterioro de la muestra antigua, mas probabilidad hay de que las

contaminaciones modernas se den y afecten a los resultados.

Las fuentes de contaminacion se pueden dar en muchos pasos del proceso de
investigacion, desde el trabajo de campo hasta la extraccion y amplificacion en el
laboratorio, e incluso después. El primer momento de peligro, obviando el deterioro y la
predisposicion que este genera hacia la contaminacion, viene con la excavacion y

almacenamiento de los restos. En esta fase pueden producirse aportaciones de ADN
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moderno de los propios trabajadores (mediante el sudor) o de restos que pueda transportar

el agua con la que se lavan los huesos.

Posteriormente, en el momento de la extraccion y la amplificacion, debemos dar por
hecho la presencia del ADN en todo el laboratorio (por aportacion de las personas que
trabajan alli), tanto en el ambiente como en las herramientas (incluso las que no se han
estrenado), lo que convierte en una medida fundamental esterilizar todo antes de
utilizarlo. En el caso de que se detectara contaminacion de ADN exdgeno en los controles
que se realizan antes de iniciarse la PCR, la muestra sera desechada y se tomara otra del

mismo individuo.

Por dltimo, estan las fuentes de contaminacion denominadas de arrastre, que hacen
referencia a la incorporacion de ADN de otras muestras procesadas (amplificaciones o
clonaciones) en un laboratorio (Calderén Ordéfiez, 2017). Esto es facil de entender ya
que sabemos que cuando una reaccion de PCR sale bien, podemos estar hablando de
concentraciones de ADN de mas de 10'2-10'® moléculas por cada 50 pl. Esto hace que
procesos tan cotidianos y necesarios como el abrir los recipientes o cambiar los
compuestos de envases hace que se disperse gran cantidad de copias.

Esta dispersion puede llevar a que se extiendan estas moléculas por laboratorios, plantas
e incluso por edificios enteros (simplemente por los desplazamientos del personal o los
sistemas de ventilacién). Esta contaminacion, aunque pudiera parecer infima, resulta muy
perjudicial si tenemos en cuenta que cantidades absurdamente pequefias del liquido en el
que se encuentran esas copias de ADN (de unos 0,005 pl), pueden contener mas ADN
que una muestra de 1 g de material organico antiguo, haciendo asi que los datos reflejen

el material exdgeno.

Todo esto demuestra la necesidad de establecer protocolos en los que se tengan
preparadas las medidas de proteccion antes incluso de que el material sea expuesto. Estas
medidas tienen que incluir'®, para un mantenimiento adecuado de la temperatura: una
rapida extraccion de los materiales, guardarlo en bolsas estériles (individuales para cada
una de las muestras) y en lugares con temperaturas relativamente bajas y en ambientes

secos y oscuros (y en el caso de que no se den estas condiciones, tener habilitadas zonas

18 Utilizaremos un supuesto en el que las muestras a extraer son de origen humano, ya que este es el caso
en el que mas precauciones se deben tener debido a la posibilidad de contaminacién con ADN moderno del
personal que lo esta extrayendo.
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en las que enterrar las muestras a una profundidad suficiente como para aislarlas del
calor). Hay que trabajar siempre con materiales que protejan los restos de la aportacion
de ADN externo (guantes, batas y mascarillas), esterilizar las herramientas con lejia y la
no reutilizacion de los guantes entre el tratamiento de una muestra y otra. Para mayor
seguridad, las muestras para estudios de ADNa se deben tomar por duplicado y realizarse
estudios de comprobacidn en laboratorios independientes para minimizar el falseamiento
de los resultados (Calderon Ordofiez, 2017).

Ademas, es importante tomar muestras de control, tanto del sedimento en el que se
encontraban los restos estudiados (ya que pueden producirse contaminaciones desde el
propio suelo), como de los investigadores que hayan manipulado los restos (en caso de
ser restos humanos), ya que de esta manera se podran controlar las posibles fuentes de

contaminacion.

Incluso cuando las muestras llegan al laboratorio, es necesario continuar con controles
para prevenir la contaminacion de los materiales de estudio. Los métodos que existen para
la reduccién de la contaminacion son varios, empezando por la limpieza de las superficies
de las muestras (para lo cual se utilizan métodos quimicos como el hipoclorito de sodio o
el &cido clorhidrico, o fisicos, como la abrasion de la superficie para eliminar los
contaminantes). Otra opcion es la estimacion de las formas en las que las moléculas se
fragmentan, para asi poder diferenciar entre el ADNa y el moderno (Calderén Ordéiiez,
2017).

Para la prevencidn de la contaminacion por arrastre, la principal via es la separacion fisica
de los laboratorios. A esto debe sumarse que los itinerarios que llevan a cabo los
investigadores deben ser en un solo sentido. Esto significa que, si dividimos las estancias

en las que se realizan las distintas fases del proceso en “zona de extraccion”, “zona pre-

PCR” y “zona post-PCR”, este debe ser el orden en el que los trabajadores circulen.

Seleccion del material de estudio y extraccion de ADNa
Una vez llegados a este punto, es necesario saber cdmo seleccionar una muestra

correctamente para aumentar las posibilidades de obtener resultados éptimos (Saiz,
Alvarez Cubero, Martinez Gonzalez, Alvarez, & Lorente, 2012). En primer lugar, es
importante entender que la densidad Osea esta estrechamente vinculada con la
supervivencia del hueso, y por tanto con la del propio ADN. Por tanto, es necesario saber

que esta densidad no es igual en todos los huesos (lo cual establece un orden de
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prioridades que se establece en funcion de la mayor o menor posibilidad de recuperar
material genético en buen estado de esas muestras (Fig. 1)). Incluso en los propios huesos
encontramos zonas que se conservan mejor que otras, siendo preferible tomar las muestras

en las regiones medias de estos.

Como hemos mencionado anteriormente y que se puede ver también en la figura anterior,
los dientes son una de las mejores muestras que se pueden tomar para recuperar el ADNa.
No obstante, a la hora de seleccionarlos, se debe previamente hacer una revision de sus
condiciones de integridad, evitando fisuras, caries 0 desgastes que hacen que la proteccién

del esmalte, que confiere al diente de su condicion de favorito, se pierda.

En el caso de los restos 6seos, ademas de primar los huesos largos (como los de las piernas
o0 los brazos) para muestrear, es necesario hacer un analisis macroscopico (si bien es
verdad que es dificil predecir la conservacion del ADN a estos niveles), en los que se
busca un hueso sin fisuras en la cortical, que no muestre signos de accion de

microorganismos que pongan en peligro su integridad o que presente una buena densidad.

Exito en la extracciéon de ADN

HN>E>E>NE> >H>H

Figura 1 Esquema en el que se muestran las posibilidades comparadas de éxito en cada hueso. Imagen
tomada de Maria Saiz et al. 2012.

Una vez cumplidos de la mejor manera posible estos requisitos, la forma de actuar en el
paso siguiente dependera de si la muestra escogida es diente o hueso. En el caso de los
dientes, le limpiara su superficie mediante el uso de lejia y luz UV (cuyo objetivo es
eliminar de la superficie del diente de cualquier tipo de agente contaminante). Después
se llevard a cabo un corte a la altura del cuello del diente para extraer de la pulpa el
material genético. En cambio, si se trata de un hueso, se buscara una porcion de unos 2

cm? que muestre signos de buena conservacion, la cual sera limpiada mediante abrasion
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para obtener la muestra, que luego se reducird a un polvo sumamente fino, y de este se
obtendré el ADN (Garcia-Diez & Zapata, 2013).

Para extraer de estos restos el material genético se procede luego a la descalcificacion de
la muestra, y después a la ruptura de las membranas celulares (lisis) mediante la
aplicacion de un tampon®® de lisis. Después se obtiene la materia organica mediante el
protocolo de extraccion con fenol-cloroformo (que permite conseguir el ADN sin
proteinas ni enzimas que puedan afectar al material genético o a los procesos que se
realizardn mas adelante). Por ultimo, antes de pasar a la PCR, se purificara y concentrara
el resultado de la extraccion con fenol-cloroformo para que la proporcion de moléculas
de ADN en la disolucion aumente (Calderon Orddfiez, 2017).

Como ya hemos dicho, los restos duros del cuerpo (dientes y huesos) son los mas
recomendables debido a su perdurabilidad fisica y capacidad de mantener el material
genético en buenos condiciones. No obstante, existen otras fuentes de obtencion de ADN,

aunque menos utilizadas (Calderén Ordofiez, 2017).

Una de ellas son los tejidos blandos del cuerpo, los cuales si se encuentran disecadas
pueden conservar el material genético debido a que se suprimen algunos procesos de
descomposicion como la hidrolisis (de la que ya hablamos en capitulos anteriores). No
obstante, incluso cuando se toman muestras de tejido no superficial (por estar este mas
expuesto), las afecciones a las que estan sometidos este tipo de muestras hacen que sean

dificiles de amplificar.

También se puede recuperar ADN del material queratinoso (pelo, ufias, cuernos o plumas)
y quitinoso (presente en el exoesqueleto de los artrépodos o en las paredes celulares de
los hongos). Recientemente han pasado a ser una fuente muy popular de material
genético, y entre sus caracteristicas vemos algunas ventajas sobre otras muestras, como

el hecho de que las impurezas son mas faciles de eliminar.

La obtencion del ADN de las estructuras queratinosas se hace mediante la ruptura de
estas, algo que se consigue con la aplicacién de algunos compuestos (como el
dodecilsulfato sodico o el ditiotreitol). Una vez hecho esto, el siguiente paso seria la
purificacion del ADN a través del uso de silica?® o disolventes organicos e isopropanol

19 Un tampdn es una sustancia que se encarga de mantener equilibrado el pH en una disolucidn.
20 Se trata de una sintesis del didxido de silicio que debido a su gran porosidad se utiliza para eliminar la
humedad en algunos ambientes.

20



(que se usa como antiséptico®?). A pesar de tener algunas desventajas, el uso de pelo como
material queratinoso podria ser una muy buena opcién, ya que incluso en los casos en los
que las muestras recuperadas estan deterioradas, presentan una gran resistencia a la

contaminacion de ADN exdgeno.

También encontramos, entre las muestras potenciales de extracciéon de ADN, los
coprolitos (excrementos de animales antiguos). Estos coprolitos suponen una fuente muy
interesante de material organico, ya que de ellos podemos recuperar tanto el ADN del
responsable de la deposicion como de los organismos presentes en su dieta. Este tipo de
muestras requieren un procedimiento en el que se compense la necesidad de obtener
muestras de ADNa suficientes con la eliminacion de agentes que puedan actuar como
inhibidores en la PCR (Calderon Orddiiez, 2017).

Una fuente de recuperacion de ADNa que mencionabamos en la introduccion de este
trabajo por su caracter novedoso, es el sedimento. Especialmente en arqueologia o
paleontologia, las muestras con las que se trabaja proceden de intervenciones en
yacimientos arqueolégicos. La gran mayoria del material que se extrae de un yacimiento
es sedimento (vulgarmente llamado tierra), pero no es hasta hace muy poco tiempo que
este resto ha empezado a mirarse como un objeto mas de estudio y no solo la matriz en la

que se encuentran insertos los materiales “auténticos”.

El sedimento ha demostrado ser un buen portador y conservador de ADNa procedente de
plantas, hongos y animales en determinados medios (aridos, templados, tropicales y
articos). No obstante, los productos de los que hablabamos anteriormente y que actuaban
como inhibidores de la PCR (como los acidos himicos o fllvicos) pueden estar presentes
y afectar el proceso de amplificacion. Es por ello que se requiere de una purificacion
concienzuda de ese sedimento para evitar la presencia de estos agentes en el momento de
la PCR (Calder6n Ordéiiez, 2017).

Otro problema con el que nos encontramos a la hora de utilizar el sedimento para
recuperar muestras de ADNa, es la dispersion de este a lo largo del registro. Esto hace
gue se tenga que buscar un equilibrio entre una cantidad lo suficientemente grande como
para que la prueba sea positiva (es decir, que haya posibilidades de encontrar ADN en la
muestra tomada), pero que su tamafio no haga que se abarque un periodo de tiempo muy

amplio (ya que los eventos deposicionales y la formacidn del suelo se producen a ritmos

21 Que sirve para la eliminacion de agentes microbianos.
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variables y es necesario prestar atencion a este aspecto para tomar la muestra). Ademas,
también es importante, al igual que en el caso anterior, procurar tomar muestras que

contengan la menor cantidad posible de inhibidores.

Por ultimo, otro material que nos ofrece un gran rendimiento desde el punto de vista de
los estudios de ADNa, son las céascaras de huevo. EI ADN en este material se mantiene
protegido por la calcita, que evita la contaminacion por ADN exdgeno. Ademas de esto,
la cascara de huevo es una estructura que conserva el ADNa en una amplia variedad de
ambientes y durante mucho tiempo, lo cual multiplica las posibilidades de recuperar ese

material genético.

Técnicas de laboratorio
Este apartado estd destinado a explicar las técnicas que se llevan a cabo en los

laboratorios. Algunas de ellas ya han sido mencionadas a lo largo del trabajo, como la
reaccion de PCR, pero existen otros procesos que se desarrollan y que tienen diferentes

fines en el estudio y comprensién del genoma.

PCR
Llega el momento de explicar la sumamente conocida y repetida en este trabajo reaccion

de PCR (Polymerase Chain Reaction o Reaccién en Cadena de la Polimerasa), la cual es
una de las grandes revoluciones en los estudios de genética de los ultimos tiempos. Hasta
su conceptualizacion en 1983 por Kary Mullis, la obtencién de multiples copias a partir
de unas pocas se conseguia a través de la clonacion (de la que hablaremos méas adelante).
No obstante, este proceso requeria mucho tiempo y medios, algo que lo dificultaba. La
reaccion de PCR permitia conseguir lo mismo en menos tiempo y usando un tubo de

ensayo.

Una explicacion somera de este proceso requiere nombrar una serie de compuestos que
son necesarios para poder ponerla en marcha. Entre estos compuestos encontramos
(Pierce, 2006):

1) Muestra de ADN: molécula de ADN que se pretende amplificar??.
2) ADN polimerasa: se trata de una enzima que consigue la replicacion de las cadenas
de ADN.

3) Nucleotidos: se introducen tambiéen los nucledtidos con las cuatro bases nitrogenadas

(G, C, Ay T) que dan lugar a todas las combinaciones en el ADN.

22 Obtener multiples copias a partir de unas pocas.

22



4) Cebadores: cadenas cortas de ADN (de 17 a 25 nucledtidos) que delimitan el
fragmento de ADN que se quiera amplificar. Este elemento es esencial en los estudios
de genética de poblaciones, en los que interesa amplificar solo algunas regiones de
ADN en las gue se encuentran genes concretos.

5) Tampdn: sustancia que mantiene las condiciones de la disolucion estable en

diferentes parametros (pH o salinidad).

Con la combinacion de estos compuestos y la ayuda de cambios en algunas de las
condiciones (como la temperatura) para que estos reaccionen de la manera que deseamos,
somos capaces de poner en marcha la reaccion de PCR. Los pasos que la componen (que

podemos ver en la Fig. 2) serian (Pierce, 2006):

Compuestos de la PCR - Proceso de la PCR -
/ cC G \ Muestra de ADN *
]
By A T

l 90-100 °C
Muestra de ADN *  Cebadores Nucleétidos
" Se rompen los puentes
— de Hidrogeno
® § |
Taq polimerasa Mezcla tampén / § L bad
os cebadores se
e P i
complementarios
& l 60-70°C
it
o )
it ,
i Ciclo de PCR 12 potmictas
\ sintetiza nuevas

cadenas

Termociclador

Figura 2 Explicacion de los compuestos y pasos que componen una reaccion de PCR. Imagen tomada de
http://blogs.baylor.edu/cili-cure-spring2017/2017/04/30/1ab-13-posters-and-pcr-3/ y modificada por Emilio Vacas
Fumero.

1) Desnaturalizacién de la cadena: esto se hace elevando la temperatura de la disolucion

a unos 90 o0 100 °C, consiguiendo que de la cadena de ADN bicatenaria obtengas dos
cadenas monocatenarias (gracias a la ruptura de los puentes de Hidrdgeno).

2) Complementacion de los cebadores: en este paso se bajara la temperatura (30-65 °C)

durante un tiempo lo suficientemente corto como para que las dos cadenas no vuelvan
a unirse, pero suficiente como para que los cebadores se unan a sus complementarios

y delimiten la secuencia que sera amplificada.
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3) Catalizacion de la ADN polimerasa: por ultimo, la temperatura vuelve a

incrementarse (60-70 °C) para que la enzima ADN polimerasa pueda actuar y utilice
los nucledtidos presentes en la disolucion para cubrir los huecos de la cadena

delimitada por los cebadores.

Este proceso se llevara a cabo dentro de un termociclador que se encargara de someter la
muestra a la temperatura requerida mientras gira en un tambor que rotara a un namero
determinado de revoluciones por minuto (rpm).

Preamplificacion inespecifica

La preamplificacion inespecifica es un método que podria ayudar a mejorar las
condiciones de degradacion de las muestras antes del inicio de la reaccion de PCR. La
preamplificacion inespecifica fue usada por investigadores de la Wayne State University
(Golenberg, Bickel, & Weihs, 1996) para comprobar la posibilidad de recuperar la
integridad de ADN muy deteriorado, para lo cual crearon ellos mismos esas condiciones
degradando artificialmente el material genético y luego volviéndolo a unir. Para este
segundo paso se sometio a la muestra a un proceso de PCR inespecifico (sin el uso de

cebadores para delimitar el fragmento de interés).

No obstante, el deterioro que se puede dar en una cadena de ADN intencionalmente
fragmentada no es el mismo que se da de manera natural con el paso del tiempo. Por tanto,
en otros trabajos, como el realizado en la tesis de Lourdes Prieto Solla (Prieto Solla,
2002), se pretende repetir este experimento con muestras éseas que hayan sufrido unas
condiciones parecidas a las de un hueso enterrado durante décadas o centurias. Para ello
establecio varios modelos con procesos de degradacion distintos y de ellos selecciono
para la prueba el que mayor grado de destruccion presentaba (aquellos que den resultados
negativos en los examenes pre-PCR).

Una vez seleccionada la muestra ideal, se llevd a cabo este ciclo de PCR inespecifico, que
se repitio varias veces. El resultado final del experimento mostré que tras someter las
muestras que en un principio no daban resultados a la preamplificacion se logran
identificar los rasgos genéticos deseados, lo cual demuestra que es una prueba que
efectivamente podria ayudar a reparar ADNa que se encontrara en condiciones

inadecuadas para la reaccion de PCR.
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Clonacion
Como ya hemos mencionado anteriormente, la clonacion era el inico medio que se tenia,

antes de la PCR, para aumentar la cantidad de moléculas con las que se contaba de ADN.
Este método consiste en introducir en el ADN bacteriano la secuencia de ADN que
queramos replicar, de manera que cuando la bacteria se reproduzca, el fragmento de ADN
que hemos incluido en su material genético se transmitira a los nuevos individuos,

teniendo asi mas copias de este (Pierce, 2006).

El principal inconveniente por tanto es que, si el Unico objetivo es obtener mas ejemplares
de ese fragmento de ADN, debemos esperar al proceso de crecimiento y reproduccion de
cada una de las bacterias, y esto se debe repetir un nimero suficientemente elevado de

veces como para tener la cantidad deseada de copias.

Este tiempo de maduracion hizo que la PCR fuera mucho maés eficiente, tanto desde el
punto de vista técnico como temporal. No obstante, la clonacion nos puede ofrecer
informacidn de otro tipo, ya que muestra, al ser fruto de procesos de creacion de nuevos
individuos, los cambios que puede sufrir el fragmento debido a las mutaciones gque se dan
de manera natural, que se pueden diferenciar (algo que ya en si mismo da informacion)
de las contaminaciones o degradaciones propias del ADNa.

Mapa genético

El mapa genético es una herramienta que permite localizar genes dentro del paquete
cromosémico, de manera que estos pueden aislarse y estudiarse de manera concreta. Esto
ofrece a los investigadores la posibilidad de encontrar enfermedades hereditarias y ver
como se comportan a la hora de pasar la carga genética y sus manifestaciones (Pierce,
2006).

En primer lugar, es importante entender dos conceptos. El primero de ellos seria el de
recombinacion. La recombinacion seria el proceso mediante el cual una cadena de ADN
se fragmenta para unirse con una cadena distinta, algo que pasa durante la reproduccion
sexual en el momento de union de los gametos para dar lugar a un nuevo individuo. Por
tanto, la herencia recombinante seria fruto de la union de las hebras de ADN aportadas
por los progenitores. En contraposicion a la herencia recombinante estaria la herencia
parental, que es la que se da sin necesidad de recombinacién (se puede dar en la meiosis

y en la mitosis).
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La elaboracion de un mapa genético se basa en la realizacion en el laboratorio de
cruzamientos de cromosomas Yy ver como se transmiten. Cuanto mayor sea el porcentaje
de transmisiones mediante el proceso de recombinacion (méaximo 50%2%), mayor sera la
distancia entre esos genes. Por otro lado, si la proporcion de recombinaciones de dos
genes es muy baja significa que estdtn muy cerca y su transmision no es por

recombinacion, sino por herencia parental (es decir, se transmiten de manera asociada).

Genoteca
Una genoteca es una forma de almacenar todo el material genético de una especie.

Consiste en clonar distintos fragmentos de ADN (por ejemplo, humano) en bacterias, de
manera que se genere una colonia de bacterias que en conjunto guardan todo el ADN de

la especie humana (Pierce, 2006).

Su realizacion es simple desde el punto de vista teérico (méas después de haber aclarado
la idea de clonacion). Se coge todo el genoma de una especie y se fragmenta en secuencias
lo suficientemente pequefias como para clonarlas en el ADN bacteriano. Una vez clonado
todo el genoma humano, habremos creado una colonia de bacterias que contienen todo el

ADN de nuestra especie.

Aplicaciones del ADNa en arqueologia sobre restos faunisticos
Pasamos por fin a describir el uso que se hace de los estudios genéticos en un caso

concreto dentro de la arqueologia, el de los restos de animales. Presentaremos los casos
en los que este tipo de investigaciones pueden aportar informacion relevante para la

reconstruccion del contexto histérico y cuéles pueden ser esos datos.

Para ello dividiremos este capitulo en diferentes temas para los cuales puede ser de ayuda
contar con analisis genéticos apoyandonos en articulos en los que se presentan las

aplicaciones que los distintos investigadores han hecho de estas técnicas.

Identificacion de especies
Al igual que vemos en las series policiacas o de médicos, en las que a partir de una

pequefia muestra de un individuo se puede identificar quién es mediante comparacion,
bien con una muestra de un familiar o bien con una muestra de ese mismo individuo
guardada en una base de datos, se puede hacer lo mismo con la identificacion de especies

animales.

23 El hecho de la proporcion maxima que se puede dar es del 50% se debe a que la probabilidad de
heredar un gen de uno de tus progenitores es de mitad y mitad.
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Es necesario para ello conocer o tener muestras contrastadas de esa misma especie para
lograr una determinacion certera de la identidad de la muestra, y en caso de no tenerla,
esta puede ser aproximada a través de la vinculacion que tenga su material genético con

el de otras especies emparentadas.

Por tanto, para poder iniciar estudios en los que se pretenda determinar la procedencia de
unos restos, es necesario contar con los resultados que los estudios previos han dado, asi
como de los analisis de ADN que se hacen a organismos Vvivos, que permiten tener
nociones sobre el origen de dicha muestra y usarlos como guia para los estudios sobre

fésiles.

Es evidente que el empleo del estudio de ADNa para analizar todas las muestras
bioldgicas que se obtienen del registro arqueoldgico es algo inviable, ya que por todo lo
que hemos visto anteriormente que necesitan este tipo de procesos resultaria
extremadamente costoso y ademas no resultaria de gran utilidad en un gran ndmero de
casos. Por este motivo es fundamental ajustar los métodos empleados a las necesidades

de la investigacion.

Un ejemplo de esto lo vemos en los estudios histologicos?* (Greenlee & Dunnell, 2010),
que permiten una aproximacion mas precisa que los tradicionales analisis morfologicos,
especialmente cuando estos son inviables debido al estado de fragmentacion de los
huesos. Si tuviéramos que establecer una tabla de prioridad de métodos, el primero que
se pondria seria el analisis morfolégico macroscépico, en segundo lugar vendrian los
estudios microscépicos (como el histologico, ya que requieren infraestructuras mas
complejas y suponen un gasto mayor) y por ultimo los anélisis moleculares, dentro de los
cuales estaria el del ADN.

No obstante, es evidente que hay casos en los que el grado de precisidn que se requiere
es tan alto que no es suficiente con los métodos microscopicos, teniendo que usar

obligatoriamente estudios moleculares para responder a las preguntas planteadas.

Un ejemplo de este tipo de preguntas es la determinacion del sexo de los restos faunisticos
encontrados. Esta cuestion, aunque pueda parecer que no aporta nada al discurso historico
que se desarrolla sobre una comunidad, es muy importante para identificar algunos

comportamientos tales como los métodos de caza, la gestion que hacian del ganado o de

24 |a histologia es la disciplina que se encarga del estudio de los tejidos organicos, permitiendo establecer
diferencias a través de dichas estructuras.
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rituales. El estudio realizado por la University of York y la Simon Fraser University
(Speller & Yang, 2016) trataba de comprender mejor la utilizacion que se hacia del pavo
(Meleagris gallopavo), en la region sur oeste de los Estados Unidos durante la época

anterior al contacto europeo.

En especies con un marcado dimorfismo sexual, como puede ser el caso del pavo (en el
que los machos presentan por norma un mayor tamario que las hembras), es normalmente
mas recomendable el uso de técnicas morfométricas, especialmente para el estudio de
huesos largos bien conservados de un amplio nimero de individuos. Sin embargo, cuando
la muestra de la que se dispone es escasa o incluye restos fragmentados o de individuos
juveniles, el uso de estudios de ADN se vuelve necesario.

Otro caso seria cuando se requiere de una precision taxonémica muy elevada debido a las
diferencias que existen en los comportamientos de distintas especies dentro de un mismo
género, como ocurre en el caso del género Oncorhynchus, que engloba truchas y
salmones. En el estudio realizado por M. L. Moss (Moss, Judd, & Kemp, 2014), se busca
diferenciar entre las vértebras de los Oncorhynchus presentes en multiples registros
arqueoldgicos del Pacifico Norte.

El método morfométrico utilizado hasta el momento permitia un grado de acierto en
cuanto a la diferenciacion de especies en torno a un 57%, lo cual requeria una
aproximacion mas certera. Esto se debe a que la presencia de cada una de las especies de
anadromos? estd condicionada tanto por la accion, antrépica (que ha afectado a estas
poblaciones desde la antigiiedad), como por los cambios en las caracteristicas

medioambientales.

Los analisis de ADNa se dividieron en dos grupos de 28 muestras cada uno, permitiendo
identificar el 68% de las especies del primer grupo y el 64% de las del segundo, lo cual
nos habla de un estado de conservacion relativamente bueno de las mismas. La aplicacion
de este tipo de técnicas podria permitir una mejor comprension de las actividades
pesqueras de las poblaciones estudiadas, asi como del medio al que se enfrentaban, solo

a través de la determinacidn de la especie a la que pertenecen los restos encontrados.

Algunas técnicas estan buscando dar solucion a los problemas inherentes a los analisis

moleculares (como su elevado coste, lo cual hace que no puedan ser empleados con

25 Anadromos, en contraposicion a catddromos, son los peces que van desde el mar hasta la parte superior
de los rios para desovar.
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frecuencia). Una de ellas es la denominada bulk-bone metabarcoding (Murray, y otros,
2013) (Grealy, y otros, 2016), en la que con un esfuerzo relativamente bajo se estan
consiguiendo sorprendentes resultados. Con esta técnica se consigue, mediante el
tratamiento de los cimulos de huesos inidentificables como una Unica muestra (haciendo
separaciones en funciones de las UE?®), identificar taxones distintos dentro de ese
conjunto. Este tipo de técnicas han permitido disponer de una gran cantidad de

informacion de elementos como el sedimento o los coprolitos.

Evaluacion de otras técnicas
Como ya hemos tratado en el apartado anterior, existen métodos de analisis del registro

faunistico que no requieren de los estudios de ADN. El més empleado de estos es sin duda
el analisis morfométrico, que se basa en unas dimensiones medias establecidas para los
huesos de cada especie. No obstante, este tipo de aproximaciones métricas suelen contar,
para el caso de especies antiguas, con datos de referencia proporcionados por los

individuos actuales de las mismas especies.

Esto significa que parten de una serie de premisas gque tienen que ser contrastadas, como
que dichas especies no han sufrido alteraciones morfoldgicas a lo largo de los afios. Un
estudio realizado por un equipo japonés (Eda, Baba, Koike, & Higuchi, 2006) tomaba en
cuenta estas cuestiones partiendo de una idea contraria a las que sustentan este tipo de
métodos, ya que consideran que si por ejemplo en el caso de varios mamiferos terrestres,
se ha apreciado una variacion considerable del tamafio debido a microevoluciones o a la

plasticidad fenotipica?’, esta puede afectar también a otros tipos de animales.

Por tanto, se pretende conseguir una estimacion de la variacion que ha sufrido a lo largo
del tiempo una serie de especies de aves. Para ello, fueron tomadas muestras iguales (del
mismo hueso) de ejemplares modernos de tres especies de albatros procedentes de
distintos museos, y de la misma manera se consiguieron restos antiguos (también

tomando el mismo hueso) de albatros arqueolégicos, datados en unos mil afios.

El estudio concluyé que, con algunas diferencias en cuanto a la efectividad del método

morfométrico para diferenciar entre unas especies que en otras, la aproximacién que se

2% Unidades estratigraficas

27 En genética, hemos de diferenciar entre “genotipo” (conjunto de genes) y “fenotipo” (que seria el
conjunto de rasgos que se manifiestan). Los rasgos no son transmitidos directamente, sino que se hacen a
través de los genes, que mediante su interaccion con factores ambientales dan lugar a los rasgos. Es decir,
el fenotipo equivale al genotipo més el ambiente. Por tanto, la variabilidad del ambiente da lugar a una
multitud de posibles fenotipos para un mismo genotipo, dando lugar a la plasticidad fenotipica.
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consigue para el caso de la distincion de tipos de albatros es bastante buena. También
podemos hacer referencia al estudio de la University of York (Martinez Lira & Corona
M., 2016), en el que se queria comprobar si los métodos que se estaban utilizando para
diferenciar las especies era fiable. Sobre las implicaciones de este trabajo hablaremos en

apartados posteriores.

Algo parecido pasa con las técnicas utilizadas para la determinacion del sexo de los restos
faunisticos, ya que, como vimos anteriormente, este dato es de suma importancia para
entender las caracteristicas de la explotacion animal. En un estudio de la Uppsala
University (Svensson, Gotherstrom, & Vretemark, 2008) se buscaba corroborar la
capacidad del método morfométrico para dilucidar las diferencias sexuales dentro del

ganado.

Para ello se tomaron 26 muestras al azar de huesos largos de ganado pertenecientes a un
yacimiento medieval del siglo XIII. De estas muestras, cuatro no habian preservado
material genético, lo que las hizo indtiles para este estudio. No obstante, el cien por cien
de las muestras de las que si se extrajo ADN permitieron la identificacion sexual,
coincidiendo esta con los resultados del analisis osteoldgico.

En definitiva, el contar con una técnica que ofrece resultados tan precisos (siempre que
las muestras se conserven en dptimas condiciones) y que utiliza elementos objetivos (es
decir, no sujetos a la interpretacion de los investigadores como el tamafio o la forma)

permite respaldar las conclusiones a las que se llega a través de otros métodos.

Patologias
El campo del conocimiento de la salud de las poblaciones del pasado es también una de

las grandes vias de investigacion que ofrecen los analisis moleculares, teniendo un lugar
destacado el estudio de las patologias que padecian las poblaciones del pasado, dando
especial informacién el estudio de los parasitos. EI contar con un mejor conocimiento de
los ciclos y comportamientos, asi como la identificacion de dichos parasitos permitiria
construir un escenario muy aproximado de los habitos y la salud de las comunidades en

las que estan presentes (Coté & Bailly, 2017).

Las primeras extracciones de ADNa procedente de parasitos se realizaron en el afio 2001,

con dos estudios llevados a cabo por distintos equipos. El primero de ellos (Loreille,
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Roumat, Verneau, Bouchet, & Hanni, 2001) utiliz6 los restos de huevos de helmintos?®
encontrados en unos coprolitos de un yacimiento medieval de Bélgica (Places d”Armes)
escogido por sus excelentes condiciones de conservacion. Para este estudio se hidrato el
coprolito y luego se recolectaron 104 huevos de parasito intestinal con la intencion de
identificar su especie (0 en caso de ser varias, la cantidad de especies presentes en la
muestra). En este caso, no se pudo extraer con claridad la informacion relacionada con el
parésito al que pertenecian dichos huevos, pero los resultados conseguidos permitian
concluir que se trataba de una Unica especie (es decir, que no habia una mezcla de varios

tipos distintos de helmintos) del género Ascaris.

En el segundo caso (Madden, 2001) se utilizan momias como objeto de estudio. Estas
momias proceden de la zona del desierto de Atacama, una regién que debido a su alto
grado de desertizacion y su intensa sequedad (con una pluviosidad sumamente escasa),
se dan procesos de momificacion natural que conservan la materia orgéanica. El objetivo
es identificar la Trypanosoma cruzi, un protista?® que es responsable de la “Enfermedad
de Chagas”. Este protista, que resulta muy complicado de identificar a través de analisis
anatomicos o microscopicos, puede ser determinado mediante estudios moleculares
gracias a la presencia de varios miles de copias de un minicirculo® de ADN 1433-

nucleotido®!.

Se tomaron muestras de diversas momias tratando de localizar restos del material genético
de la T. cruzi. Los resultados confirmaron la presencia del protista en la mayoria de los
casos, demostrando ademas la posibilidad de recuperar informacion de fragmentos muy

cortos de las cadenas de ADNa.

No obstante, este tipo de trabajos han ido haciéndose mas comunes en los Gltimos afios,
siendo a dia de hoy numerosos los estudios que han conseguido la recuperacion de ADNa
procedente de patdgenos. Estudios mas modernos (Shin, y otros, 2013) han logrado
identificar, a partir de los restos de sedimento adheridos al hueso de la cadera de una

momia coreana del siglo XVII la presencia de huevos del parasito Clonorchis sinensis.

28 Grupo de parasitos con caracteristicas morfoldgicas similares a los anélidos (cominmente conocidos
COMO gusanos).

29 Uno de los cinco reinos en los que se dividen los seres vivos. Los protistas son eucariotas (que tienen
nlcleo verdadero) y se asocian a ambientes himedos, tanto marinos como con presencia de agua o en el
interior de otros organismos.

% Se trata de unas pequefias estructuras circulares de pequefio tamafio que se encuentran en grandes
cantidades en los cinetoplastos (mitocondrias asociadas al movimiento de los flagelos de los
cinetoplastidos).

31 Esto formula hace referencia al nimero de nucleétidos que componen esta cadena de ADN.
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Estos, pese a ser determinados a partir de analisis microscéopicos, también permitieron la
extraccion de material genético que posibilité su reconocimiento de manera unilateral
(gracias a una coincidencia del cien por cien con el material genético moderno de este

mismo patogeno).

Sin embargo, también puede confirmarse la presencia de algunas bacterias gracias a los
analisis genéticos, algunas de ellas responsables de enfermedades tan conocidas como la
lepra (Mycobacterium leprae). Determinar, mediante este tipo de estudios, la presencia
de dicha bacteria fue el objetivo del trabajo de la Academy of Sciences of the Czech
Republic (Likovsky”, Urbanova, Hajek, Cerny’, & Cech, 2006). Para ello tomaron como
sujetos de estudio dos esqueletos, datados entre la segunda mitad del siglo XI y principios
del XII, encontrados en un cementerio de Bohemia. Estos esqueletos presentaban claros
signos de haber padecido la enfermedad de la lepra, que fue un mal frecuente durante la
Edad Media.

El estado de conservacidn y preservacion de ambos cuerpos marcd la diferencia en cuanto
a los resultados que uno y otro ofrecieron. En el primer caso, estaban presentes la gran
mayoria de las piezas del esqueleto, algo que no pasaba con el segundo, que carecia tanto
del craneo como de bastantes huesos del lado izquierdo (fémur, tibia, peroné, y todas las
costillas de ese lado entre otros). En cuanto a los resultados del analisis molecular, una
vez mas fue el primer esqueleto el que respondié mejor, dando claros pruebas de la
presencia de la bacteria (algo que también presentaba el segundo sujeto pero con

evidencias mucho mas fragiles).

Reconstruccion del contexto faunistico (domeéstico o salvaje)
El aumento de la capacidad de los estudios de ADN para establecer las relaciones

filogenéticas entre diversas especies (gracias a la mayor acumulacién de informacién
genética almacenada en bases de datos accesibles) ha permitido desarrollar
investigaciones que permitan ver la evolucion de esas especies, algo que ayuda a
reconstruir el contexto natural de un entorno del pasado mediante los restos faunisticos

del registro arqueoldgico (Haile, Larson, Owens, Dobney, & Shapiro, 2010).

Con esto se puede ademas ver especies que han estado vinculadas a los seres humanos,
tanto animales domesticados como animales oportunistas que fueron adaptando sus ciclos
y costumbres a los comportamientos de los Homo sapiens sapiens para aprovechar sus

excedentes. No obstante, para hacer uso de este tipo de informacion, es necesario contar
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con una base de datos de material genético muy amplia, que abarque un gran niumero de
taxones, y ademas que esa informacion esté asociada a elementos caracteristicos de una
region (que permitan determinar la procedencia de esas muestras) (Haile, Larson, Owens,
Dobney, & Shapiro, 2010).

Una prueba de ello es el estudio realizado por el Doctor James Haile (Haile, Larson,
Owens, Dobney, & Shapiro, 2010), en el cual se logro identificar la procedencia de los
cerdos encontrados en el registro de dos yacimientos de una pequefia isla cercana a
Australia. Se trata de la isla Lord Howe Island, ubicada en el mar de Tasmania, en la que
se dio un rapido proceso de ocupacion después de su descubrimiento a finales del siglo
XVIII, convirtiéndose en un enclave comercial y de abastecimiento para las actividades

desarrolladas en la zona.

Los resultados demostraron que entre el primer y el segundo caso (diferenciados por unas
cuantas décadas) el origen genético de los cerdos cambiaba, siendo de procedencia
europea el cien por cien de los primeros mientras que los segundos provenian del este de

Asia.

Otro ejemplo, realizado ademas en una zona relativamente cercana, fue el estudio llevado
a cabo por C. L. Oskam (Oskam, y otros, 2011). En este caso, nos encontramos ante un
yacimiento neozelandés del siglo XIII, en el cual se encontraron numerosos fragmentos
de huevo de la familia moa (extinta). Estos se hallaban junto a una estructura de
combustion (concretamente un horno de tierra), lo cual hacia que una parte de las
muestras tomadas no pudieran ser aprovechadas para el anélisis de ADN debido a la

termoalteracion.

No obstante, a partir de los resultados obtenidos se pudieron identificar tres especies
distintas de esta familia, ademas de la cantidad de estos, permitiendo obtener porcentajes
de la presencia de cada una de las especies.

Aparicion o desaparicion de especies

Sin duda, el surgimiento o pérdida de alguna especie en el habitat de alguna comunidad
humana es un hito destacable, mas aln si esta se debe a la participacion directa de la mano
de los seres humanos a traves de presion por el aprovechamiento de los recursos o por la
domesticacion de alguna especie, algo que genera cambios con respecto a sus primos no

domeésticos.
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Figura 3 Diferencias entre Gallus gallus (izquierda) y Gallus gallus domesticus. Imagenes tomadas de
https://es.wikipedia.org/wiki/Gallus_gallus#/media/File:Gallus_gallus_female_-_Kaeng_Krachan.jpg y
https://es.wikipedia.org/wiki/Gallus_gallus_domesticus#/media/File:Coq_orpington_fauve.JPG y modificadas por
Emilio Vacas Fumero.

El articulo de J. L. Cardoso (Cardoso, Vilstrup, Eisenmann, & Orlando, 2013) muestra
un ejemplo de la llegada de una nueva especie a un contexto geografico concreto, en este
caso, la Peninsula Ibérica. Hablamos de una nueva especie de equino que vino a
incorporarse a la variedad de este género en la Peninsula, la cual se mantenia asi desde el

Pleistoceno.

El descubrimiento de unos dientes en el yacimiento de Leceia (en Portugal) y su posterior
estudio genético permitié confirmar que se trataba de una especie distinta a las dos que
se encontraban anteriormente en el territorio, encuadrando el momento a partir de
datacion radiocarbdnica en el Calcolitico peninsular. Estos resultados vinieron ademas a
contradecir la fecha que se atribuia a la aparicion de esta especie (E. asinus), vinculada a
la llegada de los fenicios a principios del primer milenio (mas de mil afios antes de lo que

este estudio demuestra).

También relacionado con los caballos esta el siguiente estudio (Cai, y otros, 2009), en el
que se pretende determinar la aparicion de los primeros caballos domésticos en China.
Las muestras fueron tomadas de restos antiguos de caballos de diferentes yacimientos
cuyas cronologias iban del 4000 al 2000. Los resultados mostraron una gran variabilidad
y nimero en los haplogrupos que estos caballos presentaban. Para ello se hizo uso de la

linea materna, utilizando el ya mencionado ADNmt.

Un dato interesante es que el porcentaje en el que estos aparecen no es homogéneo, siendo
predominantes en la actualidad los haplogrupos A y F, coincidiendo con los datos
extraidos de las muestras mas antiguas de esta investigacion. Esto parece indicar que los
primeros caballos en ser domesticados en China eran de estos haplogrupos, y este proceso
se dio antes del afio 4000, y a partir de entonces se fueron introduciendo nuevos

haplogrupos en el territorio.

34


https://es.wikipedia.org/wiki/Gallus_gallus#/media/File:Gallus_gallus_female_-_Kaeng_Krachan.jpg
https://es.wikipedia.org/wiki/Gallus_gallus_domesticus#/media/File:Coq_orpington_fauve.JPG

En el siguiente caso (Soubrier, y otros, 2016), el objetivo de los investigadores es la
reconstruccion de uno de los pocos ejemplos de megafauna que se conserva desde finales
del Pleistoceno, el bisonte europeo. Se centraron en definir como aparecio6 dicha especie,
de la que se conoce poco (en cuanto a su llegada) para periodos anteriores al inicio del

Holoceno.

La conclusion a la que llegaron fue que el bisonte europeo que conocemos en la actualidad
fue fruto de la union de dos especies de bovidos pleistocénicos (el bisonte de las estepas,
Bison priscus, y el ancestro de las especies que componen actualmente el ganado, Bos
primigenius) hace mas de 120.000 afios. Con esto se podria llevar a cabo una estimacion
de los movimientos de ambas especies (ya que en este periodo se produjo un cruce de

ellas) y por tanto de los grupos humanos gue se asociaran a ellas.

Continuando con los bdvidos, pasamos a un articulo en el que se buscaba recuperar
ADNa, pero esta vez en ejemplares procedentes de la India (Singh, Joglekar, & Koziol,
2011). Esto, como hemos visto en apartados anteriores, supone un significativo
incremento de la probabilidad de no conseguir resultados positivos en la extraccion del
material genético debido a la destruccién a causa del calor ambiente.

Tal es la dificultad de recuperar material para realizar analisis genéticos en este tipo de
regiones que este fue el primer caso en el que la recuperacion fue exitosa (se recuperd
parte del ADNmt de tres de las cinco muestras que se tomaron, datadas entre el 2000 a.C.
y el 1000 d.C.), permitiendo aportar posibles datos sobre el proceso de domesticacion del

Bos indicus.

Un caso parecido es el del dingo (Canis lupus dingo), un tipo de perro propio de Australia
cuyo origen es desconocido. Para resolver los problemas propios de los estudios previos
que se habian realizado en torno a la busqueda de dingos en el contexto arqueoldgico, los
cuales no son tan apropiadamente identificados mediante los tradicionales métodos

morfomeétricos.

En este articulo (Fillios & Tagon, 2016) se critica la ausencia de estudios moleculares de
dingos arqueoldgicos, considerando necesario ese tipo de andlisis, ya que a partir de los
dingos modernos (que han pasado por un largo periodo de contacto con multiples razas
de perro llevadas en tiempos modernos a Australia) no se puede identificar correctamente
una linea filogenética (ya que se diluye entre los haplogrupos traidos por todas las

subespecies de perro que han arribado a las costas de Oceania).
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Esta reconstruccion, se puede hacer también mediante elementos indirectos, como podria
ser la dieta. Una forma de aproximarnos a esta cuestion es a traves del material fecal fosil,
conocido como coprolito. Esto se demuestra en el estudio del paleoecologista J. R. Wood
(Wood, Crown, Cole, & Wilmshurst, 2016), en el que combinando analisis microscopicos
y de ADNa consigue recrear la dieta del kuri, un tipo de perro caracteristico de Nueva

Zelanda que fue llevado alli por los primeros colonizadores hace casi un milenio.

El estudio vino a demostrar que la alimentacion del kuri era bastante similar a la de dichos
pobladores de la isla, lo cual habla de un tipo de comportamiento y vinculacion muy
concreto entre dicha especie y los seres humanos, ademas de aportar o reforzar la

informacion que se tenia de los recursos de la regién en esa época.

Evolucion o desarrollo de las especies
La evolucién o desarrollo de las especies es un tema que ha sido tangencialmente tratado

en algunos de los ejemplos expuestos en los apartados anteriores (Cai, y otros, 2009)
(Soubrier, y otros, 2016), sin embargo, ya que es una de las grandes posibilidades que

ofrecen los estudios genéticos, es necesario dedicarle un tratamiento especifico.

El estudio que se encarga tanto de describir los origenes como el desarrollo y la relacion
que hay entre unas especies y otras es la filogenia, y dentro de los procesos que dan lugar
a gue estas variaciones se den, esta, como ya hemos indicado, la accion antrépica. Por
este y otros motivos es muy importante tener nociones de como han sido los cambios que
han tenido las especies vinculadas a las comunidades humanas, ya que forman parte de

estas.

En el siguiente estudio de la University of California y la American University in Cairo
(Kurushima, Ikram, Knudsen, Bleiberg, & Grahn, 2012), los investigadores llevan a cabo
un amplio estudio sobre los restos momificados de gatos encontrados en tumbas egipcias,
algo que se ve en gran cantidad entre los afios 664 y 332 a.C. (desde comienzos del

Periodo Tardio hasta la llegada de Alejandro Magno).

Entre las respuestas a las que se dan posibles respuestas en este trabajo, esta la del
desarrollo de los gatos de Egipto, demostrandose que los gatos de los que se tomaron
muestras para este analisis comparten material genético con los gatos contemporaneos

que pueden encontrarse hoy en este pais y en la region del Medio Oriente.

Ademas, lograron inferir que los gatos momificados no eran gatos salvajes, sino

domésticos (algo que puede resultar dificil de diferenciar si se trata de individuos
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preadultos de gatos salvajes y adultos de gatos domésticos), asi como situar esa
domesticacion entre 7.500 y 2.000 afios antes de que los gatos fueran momificados (algo
que, al volverlo a pasar a la cronologia del Antiguo Egipto, nos sitla desde antes la época

predinastica hasta las primeras dinastias).

Otro animal que lleva vinculado a la especie humana desde tiempos muy remotos es el
perro, tanto es asi, que debido a las multiples actividades en las que este puede beneficiar
a los grupos humanos, ha sido trasladado por todo el mundo junto con las migraciones de

nuestra especie.

El articulo realizado por investigadores de la University of California (Brown, Darwent,
& Sacks, 2013) ha demostrado, tomando como objeto de estudio las especies de canidos
de la zona norte de América (Alaska y Groenlandia), que en el caso de las muestras
antiguas de todo el territorio estudiado, y las modernas de Groenlandia, comparten un
haplotipo concreto (el A31). No obstante, en la época posterior a la llegada de los
europeos, este haplotipo se pierde (salvo en Groenlandia), lo cual se explica por la llegada

de nuevos perros pertenecientes a distintos haplogrupos.

Actividades economicas
Ademas de todos los usos que hemos citado hasta aqui, es evidente que existe un campo

transversal en el que todo lo extraido hasta el momento puede aportar su grano de arena,
como es la economia. Teniendo una buena comprension de los animales que se
encuentran proximos al habitat humana o el desarrollo que se sabe que estos han tenido
por su mayor o menor vinculacion con nuestra especie, obtenemos una gran informacion

sobre el aprovechamiento que los distintos grupos humanos han hecho de los recursos.

Al habernos centrado anteriormente bastante en cuestiones de domesticacién y ganaderia,
aqui trataremos mas en profundidad las posibilidades que tiene el estudio del material
genético de ofrecer datos del comercio. El primero de los casos nos lleva a Groenlandia
nuevamente, esta vez a un asentamiento de época medieval conocido por que sus
caracteristicas ofrecen unas condiciones de conservacion excelentes para la materia
organica, “The Farm Beneath the Sand”®? (Sinding, Garrett Vieira, & Hayeur Smith,
2017). El nombre y su enorme capacidad para preservar los materiales se deben a una

acumulacion de grandes cantidades de arena y permafrost33,

32 Cuya traduccion es: “la granja bajo la arena”.
33 Son masas de agua que se conservan sin sufrir cambios de estado en forma sélida.
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En este trabajo los investigadores consiguen, a partir de unos restos de textiles muy bien
conservados, extraer material genético, del cual consiguen saber que la composicion de
esta pieza no solo contiene restos de varias especies, sino que algunas, como la liebre

artica, es una especie exotica en el contexto en el que nos encontramos.

El siguiente articulo busca dar respuesta al hallazgo, fuera de su habitat natural, a dos
especies de pavo que coexistieron en Mesoamérica durante el Periodo Preclasico Medio®*
(Martinez Lira & Corona M., 2016). En primer lugar los investigadores tenian que
confirmar lo que los estudios morfologicos decian sobre que en dicho registro coexistian
dos especies (Meleagris gallopavo y Meleagris ocellata). Una vez conseguido esto, se
vio que ambas especies se encontraban fuera de su medio natural, algo que fue explicado
como resultado del comercio de una region y otra con los recursos caracteristicos de cada

una.

Por ultimo, cambiamos de periodo y lugar para tratar una investigacion llevada a cabo en
el yacimiento romano y bizantino de Sagalassos, en Turquia. Alli se encontraron restos
arqueoldgicos de bagre® (Arndt, y otros, 2003), del cual se puede diferenciar a través del
estudio de los haplotipos, el lugar de procedencia. La extraccién y secuenciacion del ADN
fue exitosa, y de ella se logro deducir que el lugar de procedencia de esta especie de pez

era el Bajo Nilo.

Esto implica que a través del comercio llegaba el pez gato del Nilo hasta la actual Turquia,
que si bien no se encuentra geograficamente muy alejado, si ofrece informacion de las

rutas mercantiles que conectaban puntos concretos del levante del mar Mediterraneo.

Otros usos
A modo de cierre del apartado de las posibilidades que ofrecen los estudios genéticos al

campo de la zooargueologia, afiadiremos algunos casos concretos de investigaciones que
a pesar de no entrar estrictamente en ninguno de los temas que hemos tratado a lo largo
del mismo, merecen una mencion, ademas de que permiten tener una idea mas clara de lo

potente que es esta herramienta.

El primer ejemplo supone un uso novedoso de la técnica por el objeto de estudio, que son
los pergaminos (Pangallo, Chovanova, & Makova, 2010). El analisis pretendia determinar

la procedencia animal de los doce pergaminos que se seleccionaron, consiguiendo

34 Entre el 1200 a.C. y el 400 a.C.
35 También conocido como siluro o pez gato.
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resultados positivos y descubriendo una amplia variedad en las especies que se utilizaban

para su elaboracion (desde bdvidos hasta ovejas).

Para finalizar, mencionamos un tema que también tocamos anteriormente, aunque dentro
de la reconstruccion del contexto faunistico. Se trata de la paleonutricion, que como
apuntabamos antes (en articulos como el de J. R. Wood (Wood, Crown, Cole, &
Wilmshurst, 2016)), puede suponer una gran fuente de conocimiento sobre el
comportamiento de determinados colectivos humanos, usando por ejemplo las heces

encontradas en el registro arqueologico.

Conclusion
En definitiva, podemos decir que los objetivos que se exponian en la introduccidn de este

trabajo han sido cumplidos, ya que en este se ha podido seleccionar y presentar un amplio
namero de casos y situaciones en las que los estudios de ADNa aplicados a muestras de
fauna han sido efectivos para responder a diversas preguntas en el campo de la

arqueologia y de la historia, mostrando la eficacia y proyeccién de futuro que tienen.

Para finalizar, consideramos de interés, para dar cohesion a este trabajo, realizar una
sintesis de las principales aplicaciones que tienen los estudios de ADNa. Esto es
importante debido a que es una técnica sumamente versatil y que, como ya hemos visto,
sigue aumentando el rango de casos en los que se usa, tanto de manera experimental como

para responder directamente a preguntas concretas.

Como hemos visto a lo largo del trabajo, la variedad de objetos sobre los que se puede
aplicar este tipo de analisis esta Unicamente limitada a que dicho objeto contenga restos
organicos. De esta manera, considero mas facil clasificar los tipos de materiales en tres
categorias. En primer lugar serian aquellos restos que se producen de manera natural los
seres vivos. Los mas usados serian los huesos y los dientes, pero existen otras muchas
alternativas, como pelo, cascaras de huevo, exoesqueletos de invertebrados o incluso

tejidos blandos (como piel) que se hayan conservado o excrementos (coprolitos).

El segundo grupo estaria formado por productos que, siendo elaborados por el ser
humano, usan materias primas de origen organico, y por lo tanto se puede saber la
procedencia de estas. Aqui encontrariamos productos textiles, herramientas de hueso (S.

Sinding, y otros, 2016) o tintas.
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El dltimo grupo estaria integrado por todos aquellos materiales que han estado expuestos
0 en contacto con restos organicos, permitiendo que este se conserve, como puede ser el
sedimento o recipientes, como las &nforas (que pueden mantener restos que nos den
informacidn sobre lo que contenian) o instrumentos que han servido para tratar productos

organicos, como el despiece de animales (Shanks, y otros, 2005).

A partir de todos estos restos se pueden hacer reconstrucciones muy precisas del medio
en el que vivian y las actividades que realizaban las poblaciones antiguas a partir del
registro arqueoldgico, siempre que cumplan con las condiciones necesarias de

conservacion.

Dicho esto, es importante aclarar que los elementos que hemos descrito al principio de
este trabajo que causan la degradacion del material genético, pese a ser aspectos muy a
tener en cuenta, su presencia no implica la destruccion total del ADNa. Con esto
queremos decir que si bien es cierto que los cambios en las condiciones ambientales
(como la temperatura o el pH) o los casos extremos de las mismas deterioran el ADN,

incluso se puede recuperar informacion genética de muestras expuestas a estos ataques.
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