OBJETIVOS



Objetivo General

El objetivo general de esta tesis doctoral, es valorar las posibilidades de los estudios de
DNA antiguo a nivel poblacional, en la resolucion de los problemas mencionados en los
marcos teorico y de referencia, como la estimacion de la tasa de evolucién y el origen del
acervo genético en Europa y sobretodo, en el desarrollo de métodos fiables para la
deteccién de la contaminacion con DNA moderno. Utilizando para ello, la secuenciacion
de un fragmento de la region de control del DNA mitocondrial y la tipificacion del
mtDNA mediante enzimas de restriccion; en una poblacion de la que se puede contar con
muestras de individuos de dos etapas temporales bien diferenciadas.

Objetivos particulares

Los objetivos particulares comprenden:

1.

Puesta a punto y valoracién de distintos métodos de extraccion de DNA antiguo,
tanto publicados, como disefiados en el laboratorio.

Investigacion bibliografica y experimental, con el fin de mejorar las técnicas de
extraccion de DNA antiguo, especialmente en lo referente a la presencia de
substancias que inhiben las reacciones enzimaticas.

Extraccion de DNA, amplificacién y secuenciacion de un segmento de mtDNA de al
menos 15 individuos de una poblacion catalana antigua.

La tipificacion de los haplogrupos europeos del DNA mitocondrial de los individuos
antiguos, de los cuales se tenga la secuencia del segmento de DNA mitocondrial
mencionado en el objetivo anterior.

Valorar la utilidad de la correlacién entre los polimorfismos de restriccién y los
polimorfismos de la secuencia en la autenticacion del DNA extraido de restos
antiguos.

. Extraccion de DNA, amplificaciéon y secuenciacién de un segmento de DNA

mitocondrial de al menos 25 individuos de poblacién catalana contemporanea.

La tipificacion de los haplogrupos europeos del DNA mitocondrial de los individuos
de la poblacion contemporanea.

Comparar, con métodos estadisticos y filogenéticos, las poblaciones antigua y actual
de Catalufia, entre si y con otras poblaciones, principalmente europeas.

Evaluar mediante esta comparacion la calidad y cantidad de informacion contenida
en el segmento de mtDNA elegido para el andlisis de la poblacion antigua.



MATERIAL ¥ METODOS



MATERIAL DE ESTUDIO

Poblaciones

Para este trabajo, se eligié como objeto de estudio la poblacion catalana, de la
comarca “del Valleés”, provincia de Barcelona, Espana. De esta poblacion se extrajo
DNA de individuos de dos épocas diferentes, se amplificod y secuencio un segmento de
la region de control del mtDNA asi como diferentes segmentos de las zonas
codificantes, también de mtDNA, con el fin de tipificar las muestras para los
haplogrupos mitocondriales europeos definidos por Torroni y col. (1996). Asi mismo,
se analizaron individuos de otras poblaciones antiguas, para utilizarlos como controles

externos.

Poblacién antigua

La poblacién antigua procede de la necropolis de la “Placa Vella” de Terrassa,
situada en el centro de la antigua villa medieval de la ciudad. Los restos humanos
hallados en este yacimiento fueron excavados por el equipo de arqueologia urbana del
“Museu de Terrassa”, dirigido por el Sr. Antonio Moro, en colaboracion con la Unitat
d'Antropologia del Departament de Biologia Animal, Biologia Vegetal i Ecologia de la
Universitat Autonoma de Barcelona. Las excavaciones se iniciaron en noviembre de
1993 y finalizaron en 1995.

Desde el punto de vista antropoldgico, la excavacion proporcioné una poblacion
diversa, perteneciente a ambos sexos y a todas las edades y quizas de una posicion
social acomodada como se desprende de los datos procedentes del archivo histérico. Se
recuperaron alrededor de 200 esqueletos en enterramientos individuales, unos 50
craneos y algunos otros restos 0seos aislados en una zona que se podria identificar como
osario. Aproximadamente un centenar de esqueletos fueron depositados en la UAB lo
gue equivale a la mitad del material recuperado. Debemos resaltar sin embargo que
desde el inicio del proyecto ha sido posible disponer del material dentario que ha sido
preciso, ademas del material que el doctorando extrajo del yacimiento en condiciones
controladas para evitar la contaminacion (uso de mascarilla y guantes quirurgicos, etc.).

En cuanto a la época a la que pertenecen los restos estudiados, no existen datos

muy concretos. La necropolis era totalmente desconocida por los historiadores de la



Terrassa medieval y se hallo durante los trabajos de documentacion histérica de la zona
que debia convertirse en un aparcamiento subterraneo. Las excavaciones se efectuaron
en la Plaga Vella de Terrassa durante campafias sucesivas, desde 1993 a 1995. La
sorpresa del descubrimiento abrié diferentes hipotesis sobre los enterramientos,
hipotesis que fueron cambiando a medida que avanzaban las excavaciones, aumentaba
el numero de individuos inhumados y se buscaba en los archivos. Segtin los datos
actuales parece ser que este cementerio esta relacionado con la “Confraria del Santissim
Sagrament” de la ciudad de Terrassa, autorizada el 12 de Septiembre de 1551. Cardus
(1984) recoge datos de los libros de testamentos con disposiciones “dels confrares i
confrareses, ... tots els quals ... disposen ésser soterrats a l'interior de 1'església” aunque
“la majoria, pero, acostumen a disposar que volen ésser soterrats en la tomba o carner
de la Sanctissima Confraria del Cors Precios de Jesucrist en la Sglésia del Sanct Sperit
(sic) (Cardus, 1981). Datos recientes han permitido saber que el 18 de agosto de 1629
“el consell aprova profanar lo sementiri vell de dvant la plassa y fer mudar los cadavers
al sementiri nou de la Iglesia parrochial del Sanct Sperit y Sant Pere de la present vila”.
Estas disposiciones situarian la datacion del cementerio entre los s. XVI y XVII, entre la
fecha de autorizacion de la cofradia y la remodelacion posterior del espacio donde se
sitia el cementerio. Es necesario comentar que la relacion del cementerio con esta
cofradia es una hipotesis que cobra fuerza, pero no se trata de una tesis definitiva
(Garcia et al. 1994); en todo caso los restos humanos tienen como minimo esta

antigiiedad.

Poblaciéon actual

Las muestras para la extraccion de DNA actual, proceden de individuos de
Terrassa, donantes del banco de sangre de la Mutua de Terrassa. Asimismo, se
obtuvieron muestras de sangre de individuos de la ciudad de Barcelona, facilitadas por
el banco de sangre de la ciudad. Por otra parte, también se analizaron muestras de
bulbos capilares de individuos de diversas areas del Vallés, estudiantes de la carrera de
Biologia de la UAB. Hasta donde fue posible se procuré que los individuos no
estuviesen relacionados. No se investigo el sitio de nacimiento de los antecesores por
via materna, aunque se tienen registros de la muestra de la ciudad de Terrassa. Se debe
considerar pues una muestra de poblacion residente, no estrictamente autéctona.



Poblaciones control

Ademas de la poblacion medieval de la Placa Vella, se analizaron individuos
procedentes de 11 colecciones arqueoldgicas:

» Iglesia de la Concepcién (C). Poblacién de los siglos XVI-XVII d.C. Sta.
Cruz de Tenerife, Canarias, Espana.

* Ermita de la Soledad (ELS). S.~ XVII d.C. Huelva, Espafa.

e Can Sola del Raco Il (MCS). Poblacion Medieval, ~S. 1X d.C.
Matadepera, Barcelona, Espafia.

* Can Bosch de Basea (CBB). Tardo-Romanos, S. V-VI d.C. Terrassa,
Espafia.

» Calle de la Era (CE). Poblacion de los siglos IV-VI d.C. Murcia, Espafia.

* La Molineta, Puerto de Mazarron (PM). S. IV-VI d.C. Murcia, Espafa.

* Mas Rimbau/Mas Mallol (MR). Poblacién Romana, S. IlI-VII d.C.
Tarragona, Espana.

e Can Sola del Rac6 | (MCS). Poblacion Tardo — Romana, ~S. llI-VII d.C.
Matadepera, Barcelona, Espafia.

* Monte Alban (MA). Poblacion precolombina. Oaxaca, México.

» s'lllot des Porros (IP). Poblacion de la edad del Bronce, S. VI-Il a.C.
Alcudia, Mallorca, Espana.

* Son Real (SR). Poblacion de la edad del Bronce, S. VI-Il a.C. Alcudia,
Mallorca, Espafia.

» Paja Sola (PS). Poblacion Calcolitica aproximadamente del 2300 a. C.
Cehegin, Murcia, Espafia.



METODO: DNA ANTIGUO

Muestreo

Los individuos analizados fueron elegidos al azar de entre la coleccién. Para la
extraccion del DNA, se utilizaron principalmente piezas dentales debido a que el DNA
de los dientes suele presentar mejores condiciones que el recuperado de restos 0seos
(Pag. 47 y 64). Al seleccionar los dientes se evitd escoger dientes con patologias y fueron
preferidos los que mostraban un desarrollo completo, salvo en algunas excepciones como
en el caso de individuos infantiles. Las piezas fueron extraidas utilizando guantes
quirdrgicos. En muy pocos casos fue necesario utilizar agujas de diseccion o pinzas para
poder extraer el diente.

Una vez extraido, cada diente fue colocado en una bolsa nueva de poliuretano
debidamente etiquetada indicando también el tipo de pieza. Para la clasificacién se
utilizaron 4 categorias: Incisivo, Canino, Premolar y Molar, sin distinguir si eran
superiores o inferiores ni el nimero de pieza. En los casos en los que se utilizé hueso
para la extraccién del DNA, se buscaron piezas sin patologias evidentes y que
presentaran un buen estado de conservacion macroscopico. Al igual que los dientes, los
huesos fueron guardados en una bolsa de plastico con la etiqueta correspondiente.

Algunos huesos y dientes fueron obtenidos por el autor de la tesis durante la
excavacion de la necropolis de la Plaga Vella, utilizando guantes y mascarilla quirtrgica.
Sin embargo, las muestras asi obtenidas son muy pocas, por lo que este procedimiento no
puede ser considerado como método general. No obstante, se indicara cuando una
muestra haya sido obtenigtasitu.



Control de la contaminacion

Con el fin de eliminar y/o evitar la contaminacion procedente tanto de fuentes
naturales como de amplificaciones previziyover) durante el desarrollo
experimental se siguieron diversos procedimientos que seran descritos a continuacion.

Separacion del trabajo: pre y post-PCR

La extraccion del DNA y la preparacién de la mezcla de reaccion del PCR, se
realizaron en una campana de seguridad bioldgica (Telstar), ubicada en una habitacion
separada y en la que nunca se habian manipulado &cidos nucleicos. Todo el material de
vidrio y el material fungible utilizado en estos pasos fue de uso exclusivo y fue guardado
en un compartimento separado. El equipo pre-PCR incluye una caja de esterilizacion de
luz UV, un juego de pipetas, gradilla para tubos de microcentrifuga y una bata de uso
exclusivo. Todos los reactivos fueron guardados en sitios separados, incluyendo los que
requerian temperaturas de —20°C.

La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador situado en una
habitacion aislada y todos los procedimientos posteriores (post-PCR), tales como andlisis
electroforético, purificacién del DNA amplificado y digestiones con enzimas de
restriccion, se realizaron en una tercera habitacion. Para los procedimientos post-PCR se
utilizé otro juego de pipetas y material estéril de uso exclusivo. También se utilizé una
bata para estos pasos que nunca fue utilizada en los procedimientos pre-PCR. De igual
forma, los guantes utilizados en los pasos post-PCR nunca fueron utilizados para
manipular material pre-PCR. Todos los tubos con amplicones fueron guardados a —20°C
en un compartimento separado.

También se realizd una separacion temporal, dedicando dias especificos para la
extraccion, la amplificacion y el andlisis post-PCR.

Material de un solo uso

En la medida de lo posible, tanto para la preparacion de las soluciones como para
llevar a cabo las reacciones, se utiliz6 material de un solo uso. Asi por ejemplo, se
utilizaron tubos de polipropileno de 15 y 50 ml (Corning) esterilizados mediante rayos
gamma. También se utilizaron puntas de pipeta con filtro resistente a aerosoles y
esterilizadas de fabrica (Aeroshield y ART). Se utilizaron rutinariamente guantes de latex
de distintas marcas, que fueron cambiados con frecuencia y mascarillas quirdrgicas
cuando fue necesario manipular muestras o reactivos fuera de la campana de seguridad
bioldgica.



Limpieza del posible DNA contaminante

Limpieza de las areas de trabajo

Periédicamente, la campana de seguridad biologica fue limpiada secuencialmente
con hipoclorito de sodio al 10%, agua ultrapura (Milli-Q) y etanol al 70%, para
finalmente irradiadarla con luz ultravioleta durante toda la noche. Con este
procedimiento (exceptuando la irradiacién UV) fueron limpiadas otras superficies de
trabajo y los rotores de las centrifugas utilizadas.

Limpieza de las piezas dentales

La extrema dureza que presenta el esmalte de las piezas dentales permite realizar
un riguroso tratamiento con el fin de eliminar la posible contaminacion superficial que
pueda existir en ellas, debida a la manipulacion por parte de los arqueélogos durante la
excavacion, o de los antropélogos durante el estudio morfoldgico.

El procedimiento es el siguiente:

» Sumergir la pieza en acido acético al 30 % y agitar vigorosamente para
eliminar todos los residuos de tierra. Este paso no es necesario si el diente ya esta
limpio.

» Enjuagar con agua ultrapura (Milli-Q).

» Sumergir la pieza en hipoclorito de sodio al 10%, durante al menos 10 min.,
agitando de vez en cuando.

» Exponer el diente a luz ultravioleta (254nm), a 2 cm de la fuente de luz,
durante al menos 10 min. por cara.

Es recomendable utilizar para la limpieza tubos estériles desechables de
polipropileno de 15ml, aunque se puede utilizar cualquier otro recipiente de plastico
desechable, siempre y cuando se utilice uno nuevo cada vez.

Para la exposicion a UV, es recomendable poner la pieza dental dentro del tap6n
(invertido) del tubo utilizado para la esterilizacién, de esta forma una vez concluido el
proceso puede introducirse el diente en el tubo sin necesidad de tocar la pieza.
Alternativamente, en el caso de utilizar otro tipo de recipiente desechable, es
recomendable taparlo con un trozo de papel de aluminio, procurando limpiarlo con las
distintas soluciones con las que se limpia el diente. Posteriormente, este trozo de papel
puede servir como soporte para la exposicion UV y una vez concluida ésta, el papel de
aluminio puede servir de envoltorio para transportar el diente hasta la campana de
seguridad biolégica.



Limpieza del material de dentista

Para la extraccion del tejido interno de las piezas dentales, se utilizé un equipo de
dentista que dispone de diferentes fresas y sierras circulares con borde diamantado,
adquiridas en la casa DEVALSA (Barcelona). Las fresas intercambiables y la sierra
circular también son rigurosamente limpiadas utilizando el mismo procedimiento que se
utiliza para la limpieza de los dientes.

En cada proceso de extraccion se esteriliza una fresa por diente, no obstante se
utiliza una sola sierra circular, por lo tanto, es necesario limpiarla después de usarla con
cada pieza dental. Para esta limpieza, se utiliza un procedimiento diferente: se sumerge la
sierra en hipoclorito de sodio al 10%, accionando el rotor para que la sierra dé algunas
vueltas. Después se sumerge la sierra en agua Milli-Q accionando nuevamente el rotor y
finalmente se flamea la sierra utilizando una ldmpara de alcohol. Alternativamente puede
exponerse la sierra a luz UV durante algunos minutos. Después de la limpieza, la sierra
se guarda en un estuche, previamente esterilizado con luz UV, hasta la siguiente
utilizacion.

Limpieza de los huesos

Para la limpieza de los huesos, se utiliza una fresa de cabeza redonda de un
tamafio relativamente grande (037) para remover la capa superficial del hueso del area de
la que se extraera la muestra. El tejido expuesto es el que seré utilizado para la extracciéon
del DNA.

Esterilizacion del material de vidrio

Todo el material de vidrio no desechable utilizado fue esterilizado con el
siguiente procedimiento:

» Utilizando guantes limpios, se lava el material rigurosamente con
detergente no idnico

* Se enjuaga con agua corriente

» Se le aflade una cantidad de hipoclorito de sodio al 10%, se enrosca el
tapon o se tapa el recipiente con un trozo de papel de aluminio y se deja durante al
menos 30 minutos, agitando de vez en cuando procurando que el hipoclorito de sodio
alcance también la superficie interna del papel de aluminio o el tapén

* Se enjuaga con agua Milli-Q dos o tres veces

» Se recubre el recipiente con otro trozo de papel de aluminio y se autoclava
a la maxima temperatura permitida por el autoclave

» Se repite el autoclavado

En el caso de las pipetas de vidrio de 5ml, se esterilizan introduciéndolas en una
probeta de vidrio de 500ml con la que se sigue el procedimiento descrito, con la



diferencia de que antes del autoclavado se les pone un filtro de algodén a las pipetas. Las
pipetas Pasteur se esterilizan de la misma forma poniéndoles también un filtro de
algodon, pero no son reutilizadas.

En lo sucesivo cuando se haga mencion de un recipiente esterilizado, seré en
referencia a que ha sido sometido a todo el proceso descrito.

Otras precauciones

Todos los tubos de microcentrifuga fueron autoclavados por lo menos dos veces.
Para abrir los tubos de PCR se utilizé un abridor de tubos, con el fin de evitar
salpicaduras.

Preparacion de las soluciones

El agua ultrapura para la preparacién de las soluciones fue preparada
autoclavando dos veces agua del Milli-Q (Millipore) en un recipiente esterilizado. Los
reactivos para preparar las soluciones fueron comprados y utilizados exclusivamente para
la extraccion del DNA antiguo. Fueron pesados utilizando mascarilla quirdrgica y la
cantidad necesaria fue vaciada poco a poco en la balanza directamente de los recipientes
para no introducir ningun objeto en ellos. Una vez pesados, los reactivos fueron
transferidos a recipientes estériles y el agua ultrapura fue afiadida mediante decantacién
para no introducir pipetas en el recipiente del agua.

Todas las solucionetockautoclavables fueron preparadas en recipientes de
vidrio esterilizados, filtradas con un filtro MILLEX-GS (Millipore) de 0.22um y
transferidas a otro recipiente de vidrio esterilizado; para después autoclavarlas dos veces
a la maxima temperatura. Las solucios@gkno autoclavables fueron preparadas en
tubos estériles de polipropileno de 50ml, filtradas y transferidas a un nuevo tubo estéril.
La solucion de Proteinasa K fue preparada de forma similar, pero utilizando tubos de
microcentrifuga de 1.5ml estériles. Para medir el pH de todas las soluciones, se utilizaron
soluciones paralelas, en las que se media el pH. Estas soluciones eran desechadas o
utilizadas para fines distintos al de la extraccion de DNA antiguo. De esta forma, en las
soluciones para DNA antiguo nunca se introdujo el electrodo del potenciémetro. Las
soluciones de trabajo fueron preparadas a partir de las solusiooksn tubos de 50ml
e irradiadas con luz UV (siempre sin Proteinasa K) durante al menos 30 minutos.

Los reactivos para el PCR fueron comprados en la presentacion de menor tamafio
disponible, con el fin de evitar la preparacion de alicuotas y el riesgo de contaminacién
gue conlleva este proceso. Cuando esto no fue posible (como en el caso de los cebadores)
las alicuotas fueron preparadas con extremo cuidado, siendo la primera actividad del dia
después de limpiar la campana de seguridad biologica. Ademas, para este propdosito se
abria una nueva caja de puntas de pipeta.



Controles positivos y negativos

El uso de controles positivos fue evitado en la medida de lo posible con el fin de
disminuir el riesgo de contaminacién y cuando fue necesario, se utilizd una dilucion de
baja concentracion de un extracto de DNA del autor de la tesis. Tal DNA fue
caracterizado, analizando los polimorfismos que se estudiaron en este trabajo, ya que al
estar directamente relacionado con todos los experimentos, el autor de la tesis es
potencialmente la principal fuente de contaminacion natural, por lo que es importante
poder identificar su DNA.

La mayoria de las extracciones fueron llevadas a cabo en grupos de 5 muestras,
mas un control negativo de extraccion (blanco de extraccion). Para la amplificacion de
los segmentos del D-loop, los seis extractos resultantes (5 muestras + 1 blanco) fueron
sujetos a amplificacion, afiadiendo en el proceso un control negativo de reactivos de PCR
(blanco de PCR). Cuando fue necesario realizar una reamplificacion mediante una
segunda ronda de PCR, el producto de la primera reaccion de PCR del blanco de
extraccion fue reamplificado junto con las muestras correspondientes, para obtener un
control de reamplificacién del extracto (blanco de reamplificacion del extracto). Las
muestras para los segmentos de las zonas codificantes se amplificaron de diez en diez
aproximadamente, afiadiendo uno o dos blancos de PCR.

La presencia de una banda del tamafio esperado (determinada mediante
electroforesis en gel de agarosa) en alguno de los blancos utilizados, fue considerada
como evidencia de contaminacién. En el caso de detectar contaminacion en el blanco de
extraccion, todas las muestras extraidas en el mismo grupo fueron descartadas y se
sustituyeron los reactivos de extraccion. Si la contaminacion fue detectada en el blanco
de PCR, todas las muestras amplificadas en ese grupo fueron descartadas, se
reemplazaron los reactivos del PCR y se repitié la reaccion utilizando nuevas alicuotas
de los mismos extractos.



Puesta a punto de la técnica de extraccion de DNA

Obtencidn del tejido

Una vez esterilizado, el diente se sujeta con unas pinzas (previamente expuestas a
luz UV) y se corta transversalmente con la sierra circular por la linea amelo-cementaria.
Después, utilizando una fresa redonda de tamafio pequefio (008) se procede a “raspar” las
paredes internas de la cavidad pulpar, permitiendo que el polvo generado caiga
directamente en el tubo de polipropileno (15ml) que seré utilizado para la extracciéon. Se
colectan alrededor de 0.05g de este polvo.

En el caso de muestras de hueso, se obtiene el tejido de la zona previamente
limpiada, utilizando una fresa mas grande (037), permitiendo también que el polvo caiga
directamente dentro del tubo estéril. De este material es posible obtener méas cantidad,
por lo que se colecta alrededor de 1 gramo.

Extraccion del DNA

Como se ha explicado en el Marco Tedrico (Pag. 83) no existe un protocolo
estandar para DNA antiguo, por lo que para las muestras analizadas en este trabajo fue
necesario optimizar un protocolo. Uno de los problemas para esta optimizacion es que las
variables que influyen en la preservacion del DNA no son conocidas del todo, lo que
complica mas la estandarizacion de un método, incluso para las mismas muestras. La
estrategia seguida consistié en probar una serie de métodos diferentes, para seleccionar
uno de ellos basandonos tanto en la eficiencia como en criterios tales como los costos, el
tiempo requerido y sobre todo el nUmero de pasos necesarios en cada método, pues
mientras menos pasos tenga un protocolo, existe menos riesgo de contaminacion.

Se utilizaron los protocolos siguientes:

UAB-1

Este protocolo fue disefiado en la Unidad de Antropologia a partir de un protocolo
de extraccion de DNA de sangre total, utilizado en el Instituto de Biologia Fundamental
de la UAB.

Solucionesstock
Tris-HClI 2 M pH 7.5
Tris-HCI 20 mM pH 8.1
EDTA 0.25 M Ph 8
SDS al 10%

CINa5M



Cl2Mg 1 M
Nonidet P-40 al 0.1 %
Proteinasa K en concentracion de 10mg/mi

Lisis celular. Afiadir a la muestra la solucioén de lisis (Tris-HClI 20mMMgl
10mM) hasta alcanzar un volumen de 12-13ml. Agitar cuidadosamente hasta la disolucién
de la mezcla y dejar a 4°C durante 30 minutos, agitando de vez en cuando. Centrifugar
durante 15 min. a 3000rpm a 8°C y desechar el sobrenadante. Afiadir Nonidet P-40 al 0.1%
hasta 13ml, mezclando suavemente. Centrifugar durante 15min a 3500rpm a 8°C y desechar
el sobrenadante.

Digestién de proteinasAgitar el sedimento golpeando con los dedos o con voértice
y afiadir 5ml de solucién A (CINa 0.1 M; EDTA 0.025 M; SDS al 0.5%). Agitar con vortice
hasta que se observe un aspecto homogéneo y afiadir 20ul/ml de la solucién de Proteinasa
K. Sellar el tapdn con parafilm e incubar a 56°C durante una noche con agitacion.

Extraccion del DNA. Afiadir la mezcla de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1)
hasta un volumen de 14-15ml. Agitar vigorosamente y centrifugar durante 10 min. a 8°C a
3000 rpm. Extraer la fase superior con una pipeta y pasarla a otro tubo, desechar la fase
inferior. Repetir la operacion. Afadir la mezcla de cloroformo/isoamilico (24:1) hasta un
volumen de 13-14ml. Agitar vigorosamente y centrifugar 10 min. a 8°C a 3000rpm y pasar
la fase superior a otro tubo.

Precipitacion. Ailadir CINa 5M a razén de 400pl por cada 5ml de solucion. Agitar
cuidadosamente y afiadir etanol absoluto (previamente enfriado a -20) hasta un volumen
final de 14ml. Agitar cuidadosamente y centrifugar a 4°C, 30 min. a 4300rpm. Decantar el
sobrenadante con cuidado y resuspender el sedimento en 1ml de etanol al 70% (enfriado a -
20) y pasarlo a un tubo tipo eppendorf. Agregar mas etanol al 70% hasta un volumen de
1.5ml. Centrifugar 5 0 10 min. a 12-13000rpm y decantar el sobrenadante. Secar el DNA en
una estufa a 40-60°C. Resuspender en 50-80ul de agua ultrapura. Almacenar a -20°C.

Nota: Las mezclas de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y de cloroformo/alcohol
isoamilico usadas en este protocolo y en el siguiente fueron preparadas en el laboratorio,
tamponadas con Tris 20 mM a pH 8.1.

CINVESTAYV, CINVESTAV/PK y CINVESTAV-UAB

El protocolo CINVESTAYV fue disefiado en el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (IPN) de México. No ha sido publicado y fue
amablemente cedido por Victor Macias durante una estancia en el IPN del autor de la tesis.
Este es el unico protocolo en el que se han probado variantes; como se describe a
continuacion, en la variante CINVESTAV/PK se incorpora el uso de proteinasa K y en el

protocolo CINVESTAV-UARB, se utiliza un tamp6n de digestion diferente del original.



Solucionesstock

Tris-HCI 20 mM pH 8.1

EDTA 0.25 M pH 8

SDS al 10%

Proteinasa K en concentracion de 10mg/ml.

Digestidn de proteinasAgregar a la muestra 5ml de buffer de extraccién (Tris-HCI
10 mM; EDTA 0.1 M; SDS al 0.5%). Opcionalmente afiadir 20ul/ml de la solucién de
Proteinasa K (CINVESTAV/PK). Sellar el tapon con parafilm e incubar con agitacion 1
hora a 37°C y después 2 horas a 50°C.

Extraccion del DNA. Agregar 5ml de fenol saturado (pH 8) y agitar 15 min. a
temperatura ambiente. Centrifugar 10 min. a 23°C a 3000rpm y recuperar la fase acuosa.
Agregar 5ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y centrifugar 10 min. a 8°C a 3000rpm.

Precipitacion. Recuperar la fase acuosa y agregar etanol absoluto hasta 12.5ml y
0.5ml de acetato de sodio 3 M. Guardar a —20°C una noche 6 de 1 a 2 horas a —80°C.
Centrifugar 35 min. a 4°C a 4300rpm. Lavar el sedimento con etanol al 70% y centrifugar 5-
10 min. a 13000rpm. Resuspender en agua ultrapura durante una noche a 4°C. Almacenar a
—20°C.

Nota: En el protocolo CINVESTAV-UAB se utiliza la solucion A (CINa 0.1 M;
EDTA 0.025 M pH 8; SDS al 0.5%) para la digestion y también se afiaden 20ul/ml de
Proteinasa K.

UAB-2

Este protocolo es una modificacion del protocolo de Hagelberg y col. (1989;
Hagelberg y Clegg, 1991), similar al utilizado por C. Lalueza de la Universidad de
Barcelona (1995). Originalmente esta basado en el protocolo descrito por Maniatis y col.
(1982, citado por Hagelberg et al. 1989).

Solucionesstock

Tris-HCI 1 M pH 8.0-8.5

EDTA 0.5M pH 8

SDS al 10%

Proteinasa K en concentracion de 10mg/ml.

Digestion Afadir a la muestra 5ml de tampdn de extraccion (Tris-HCI 50 mM pH
8; EDTA 0.425 M pH 8; SDS al 0.5%) y 50ul de Proteinasa K. Sellar el tapén con parafilm
e incubar toda la noche a 37°C.

Extraccién. Afadir 5ml de fenol saturado pH 8 (Sigma P4557) y agitar
vigorosamente. Centrifugar 5 min. a 8°C a 2000rpm y recuperar la fase inferior con pipeta
Pasteur estéril. Afiadir 5ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma P2069),
centrifugar 5 min. a 8°C a 2000rpm y recuperar la_fase superior con pipeta Pasteur estéril.
Anadir 5ml de cloroformo (Sigma C2432) y centrifugar 5 min. a 8°C a 2000rpm.




Concentracion Transferir 2ml del sobrenadante a un Centricon 30 y centrifugar
hasta obtener la maxima concentracion; repetir la operacion hasta terminar el sobrenadante
(maximo 3 veces). Agregar 2ml de agua ultrapura, concentrar y repetir la operacion. Invertir
el Centricon, centrifugar y recuperar la solucion retenida por el filtro para transferirlo a un
tubo de 1.5ml. Almacenar a 4°C durante al menos 3 dias.

Nota: Es conveniente sellar las tres partes del Centricon con parafilm, para evitar
contaminaciones en la centrifuga. De acuerdo con el fabricante, el Centricon 30 no debe ser
usado a mas de 5000 g para no dafiar la estructura del tubo. Tampoco debe centrifugarse una
carga completa (2ml) mas de 5 veces, pues de lo contrario podria abrirse el poro de la
membrana o sufrir dafios mayores. También debe tenerse especial cuidado con el
cloroformo, ya que la membrana es sensible a este compuesto.

En este protocolo no es posible precipitar el DNA con etanol, ya que de acuerdo con
Sambrook y col. (1989, p. E-10), cuando se utilizan tampones que contienen

concentraciones de EDTA mayores de 10 mM o mayores de 1 mM de fosfato, estos
compuestos coprecipitan con el DNA, evitando su correcta recuperacion. La elevada
concentracion de EDTA en el tampoén de extraccion de este protocolo (0.425 M) es la
responsable de que en el primer paso de la extraccion se inviertan las fases, quedando la fase
acuosa como inferior.

Mini-Extraccion (UAB)

Este protocolo fue disefiado en la UAB, con el fin de minimizar los costos de
extraccion. Se lleva a cabo utilizando tubos de microcentrifuga de 1.5ml, con lo que el
gasto en reactivos también es menor. Se ha utilizado exclusivamente para muestras
dentales.

Solucionesstock

Tris-HCI1 M pH 8 -85

EDTA0.5M pH 8

SDS al 10%

NaCl 1 M

DTT en concentracion de 0.5gr/ml
Proteinasa K en concentracion de 20mg/ml

Digestion Colectar la muestra en un tubo de 1.5ml y afiadir 500ul de tampoén de
extraccion (Tris-HCI 10 mM; EDTA 2 mM; SDS al 0.5%; NaCl 10 mM), 10ul de DTT y
12.5ul de Proteinasa K. Cerrar el tubo, sellar con parafilm e incubar toda la noche a 37 —
55°C.

Extraccion. Afadir 550ul de fenol saturado pH 8 (Sigma P4557), agitar
vigorosamente y centrifugar 7 min. a 9000rpm. Recuperar la fase acuosa y agregar 550pl
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma P2069), agitar vigorosamente y
centrifugar 5 min. a 9000rpm. Recuperar la fase acuosa y agregar 550ul de cloroformo
(Sigma C2432). Agitar y centrifugar 5 min. a 6000rpm.

Concentracion o precipitacion Transferir la fase acuosa a un Centricon 30,
agregar agua ultrapura hasta 2ml y concentrar. Agregar 2ml mas de agua y volver a
concentrar. Repetir la operacion, recuperar la solucién retenida y almacenar a 4°C



durante al menos 3 dias. Alternativamente puede precipitarse el DNA con etanol
utilizando el procedimiento siguiente: afladir 40ul de NaCl 5 M y agitar con cuidado.
Afnadir etanol absoluto (previamente enfriado a —20°C) hasta 1.5ml, agitar y guardar a
—20°C durante toda la noche o a —80°C durante al menos 1 hora. Centrifugar 25 min. a
13000rpm, decantar o extraer el sobrenadante con pipeta y agregar etanol al 70%
(previamente enfriado a —20°C) hasta 1.5ml, centrifugar 10 min. a 13000rpm. Este paso
puede repetirse dos veces. Decantar o extraer el sobrenadante con pipeta y secar el
sedimento en estufa a 40-60°C. Resuspender el sedimento con agua ultrapura durante
toda la noche (si es preciso agitar con vortice). Almacenar a 4°C durante al menos 3 dias.

Otros protocolos

Ocasionalmente fueron probados otros protocolos para analizar algun tipo de
muestra en especial 0 como una aproximacion a métodos basados en criterios distintos a
los utilizados.

Persson (1992)

Este protocolo esta basado en la afinidad que tiene la hidroxiapatita por el DNA.
Se intenta recuperar el DNA que haya podido quedar unido al cristal después de liberarse
del interior de la célula durante la autolisis post-mortem.

Solucionesstock
Tris-HCI 1 M, pH 8
EDTA0.2M, pH 8
K,HPO, 2.5 M, pH 7
NaCl 1 M.

Digestion Agregar a la muestra 8ml de tampén de digestion (Tris-HCI 10 mM;
EDTA 2 mM, NaCl 10 mM) y 4mg de colagenasa. Sellar el tapdn con parafilm, agitar
con vortice e incubar toda la noche a 37°C con agitacion.

Elucion del DNA. Centrifugar a 3000rpm durante 10 min., descartar el
sobrenadante y agregar 2ml de tampén de fosfagtdR&), 2.5 M). Agitar con vortice e
incubar 15 min. a temperatura ambiente. Centrifugar a 3000rmp durante 10 min. y
colectar el sobrenadante. Nota: se puede recuperar mas DNA si se repite la operacion.

Concentracion y remociéon de moléculas de bajo peso molecul&iluir con
agua el sobrenadante hasta 4ml. Transferirlo a un Centricon 30 (Millipore) y concentrar.
Después de concentrar la solucion hasta 50ul aproximadamente, diluirla con agua hasta
2ml y concentrarla de nuevo. Repetir esta operacidén dos veces para obtener una
concentracion final de fosfato de alrededor de 1mM (es muy importante para no inhibir la
accion de la espermidina en el paso siguiente).

Purificacion. Transferir la solucion final de 50ul a un microtubo y precipitar el
DNA afiadiendo 0.08 volumenes de espermidina trihidroclorada 1 M. Mezclar bien y



dejarla por lo menos 4 horas a 4°C. Centrifugar a 20,0009 por 15 min. y descartar el
sobrenadante. Después de la precipitacion con espermidina, disolver el sedimento de
DNA en una solucién altamente salina (ej. tampo6n de PCR 10X) pero no en agua. Si se
desea diluir el sedimetno en agua, diluirlo en unos pocos microlitros de tampon y
después diluirlo en agua hasta el volumen deseado.

Nota: si se diluye el DNA en tampdn de PCR, cuando se prepara la mezcla de
amplificacion, hay que restar los microlitros de tampon que seran afiadidos junto con el
DNA.

Extraccion de DNA de la Hidroxiapatita (EDH)

Este protocolo fue disefiado en la UAB con la idea de investigar si el DNA se
conserva en las células nucleadas “momificadas” o libre unido a la hidroxiapatita. Nace
de la observacion de que en el protocolo de Persson, el tampdén de digestion es
desechado, mientras que en la mayoria de protocolos el DNA se extrae del tampén de
digestion. Por otra parte, a excepcién del protocolo de Hagelberg y col. (1989), todos los
protocolos utilizan concentraciones de EDTA muy bajas que no son suficientes para
descalcificar el hueso, por lo que asumen implicitamente que el DNA se encuentra
todavia dentro de los restos celulares. El protocolo de Hagelberg utiliza una
concentracion de EDTA lo suficientemente alta como para permitir una descalcificacion
y en este sentido seria el mas completo.

En el protocolo que se describe a continuacion, basado en la cromatografia de
DNA en columnas de hidroxiapatita (Sambrook et al. 1989, p. E-16 y E-30), se intenta
separar el DNA conservado en diferentes sitios dentro del hueso para valorar cual es el
de mejor calidad. Asimismo, este protocolo permite, en principio, separar el DNA de
cadena sencilla (ssDNA) del DNA de doble cadena (dsDNA), con lo cual se pretende
investigar la estabilidad del DNA monohebra en muestras antiguas. Se ha utilizado
Unicamente con muestras de hueso.

Solucionesstock
Fosfato de sodio 2 M pH 6.8
2-butanol (alcohol n-butilico)

Lavado. Agregar a la muestra 4ml de fosfato de sodio 0.01 M, agitar
vigorosamente y desechar el sobrenadante por decantacion. Repetir la operacion 2 veces.

Elucion del ssDNA Afadir 3ml de fosfato de sodio 0.14 6 0.16 M previamente
calentado a 60°C. Incubar 5 min. a 60°C con agitacion suave y centrifugar durante 5 min.
a 1500rpm a 23°C. Recuperar el sobrenadante, repetir la operacion dos veces pero
utilizando sélo 2ml de tampodn. Pasar a la extraccion organica.

Elucion del dsDNA Anadir 3ml de fosfato de sodio 0.36 6 0.40 M (a 60°C).
Incubar 5 min. a 60°C con agitacion suave y centrifugar durante 5 min. a 1500rpm a
23°C. Recuperar el sobrenadante, repetir la operacion dos veces pero utilizando sélo 2ml
de tampon. Pasar a la extraccion organica.



Extraccion organica Dejar enfriar el sobrenadante a temperatura ambiente.
Afadir un volumen de 2-butanol y agitar con vortice. Centrifugar 5 min. a 1200g a 23°C,
desechar la fase organica (superior). Repetir la extraccion con 2-butanol hasta que la fase
acuosa sea de 1.5-1.75ml (unas 3 veces). Aiadir un volumen de cloroformo (Sigma
C2432), agitar y centrifugar 5 min. a 1500rpm.

Concentracion Transferir la fase acuosa a un Centricon 30, afiadir agua
ultrapura hasta 2ml y concentrar. Afladir 2ml mas de agua y concentrar. Repetir esta
operacion dos veces mas para reducir la concentracion final de fosfato a menos de 0.2
mM. Almacenar a 4°C.

Nota: después de la elucion puede guardarse el sedimento para utilizarlo en una
segunda extraccion con protocolos basados en fenol-cloroformo.

Extraccion mediante Formamida

Este protocolo esta basado en el publicado por Panaccio y col. (1993) disefiado
para extraer y amplificar DNA en un solo procedimiento a partir de tejidos duros. La idea
es de que a partir de un trozo de dentina o piel momificada se realice la extraccién y
amplificacion directa. También se utilizé con una muestra de bulbo capilar.

Extraccion. En un tubo de PCR (0.5ml) se introduce 1°dentejido o el
equivalente de diente molido. Se agregan 18ul de formamida al 100% (desionizada;
BRL) y se incuba durante 30 segundos a 95°C y 30 segundos a 72°C, repitiendo durante
30 ciclos. Después se realiza la amplificacién en el mismo tubo, en las condiciones
expuestas en la pagina 189.

Péddbo y col. (1988)

Este protocolo fue utilizado para la extraccion de DNA de muestras antiguas de
pelo y estd basado en el publicado por Paabo y col. (1988).

Solucionesstock

Tris-HCI 20 mM pH 8

NaCl1 M

EDTA 0.25 M pH 8

SDS al 10%

DTT en concentracion de 0.5gr/ml
Colagenasa en concentracion de 20mg/ml
Proteinasa K en concentracion de 20ml/ml

Digestion Poner el pelo en un tubo de 15ml y afiadir 5-8ml de tampon de
extraccion (Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 2 mM; NaCl 10 mM). Agitar con vortice y
agregar 0.2ml de colagenasa. Cerrar el tubo, sellarlo con parafilm e incubar 3 horas a



37°C con agitacion. Agregar 880ul de SDS, 160ul de DTT y 296ul de Proteinasa K.
Incubar toda la noche a 37°C.

Extraccion. Afadir fenol saturado pH 8 (Sigma P4557) hasta 10-15mly
centrifugar 5 min. a 2000rpm. Recuperar el sobrenadante, pasarlo a otro tubo y afadir
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma P2069) hasta 10-15ml. Centrifugar 5 min. a
2000rpm, recuperar el sobrenadante, pasarlo a otro tubo y afadir cloroformo (Sigma
C2432) hasta 10-15ml. Centrifugar y recuperar la fase acuosa.

Concentracion Poner el 20% del extracto en un Centricon 30 y concentrar.
Agregar 2ml de agua y concentrar. Repetir la operacion. Recuperar la solucién retenida y
almacenar a 4°C.



Inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa

Superar la accion inhibitoria

Durante el transcurso de este trabajo se noté una mejora en la amplificacion
cuando se aplicaba un paso previo al PCR consistente en almacenar los extractos de
DNA a 4°C durante al menos 3 dias (Montiel et al. 1997). A partir de este momento se
aplicé este tratamiento de manera rutinaria. Sin embargo, un niumero considerable de
muestras no fue sometido a este paso, lo que permitié contrastar los resultados obtenidos
a partir de las muestras tratadas, en relacion con los resultados obtenidos de las muestras
en las que no se aplicé este tratamiento (ver Resultados).

El incremento en la eficiencia del PCR puede deberse a que las bajas
temperaturas actlen sobre la substancia inhibitoria, favoreciendo su precipitacion y la
formacién de micelas, o bien favoreciendo su adsorcion en las paredes del tubo de
polipropileno (Montiel et al. 1997). Para profundizar en el esclarecimiento de estas
posibilidades, se han realizado una serie de experimentos que pueden arrojar luz en
cuanto a la naturaleza de las substancias inhibitorias y podrian explicar el porqué del
beneficio observado con el almacenamiento a 4°C. Estos experimentos no pretenden ser
exhaustivos, ya que dilucidar la naturaleza de la substancia inhibitoria no constituye el
principal objetivo de esta tesis.

Caracterizacion de los inhibidores: espectrofotometria

Los andlisis para caracterizar las sustancias inhibitorias parten de la hip6tesis de
que el frio promueve la precipitacion o la adhesién a las paredes del tubo de las
substancias inhibitorias, reduciendo en ambos casos su concentracion en la solucion del
DNA. Si esto es cierto, un tubo que haya contenido un extracto de DNA antiguo
conservara las substancias inhibitorias incluso después de ser vaciado, si ha sido
mantenido a 4°C. Para corroborar esta hipotesis es necesario rellenar el tubo con agua
ultrapura y agitar con vortice para remover las posibles substancias residuales y a partir
de esta solucién realizar algun tipo de andlisis que permita determinar si efectivamente
hay substancias que permanecen en el tubo y las caracteristicas de estas substancias. Por
otra parte, si el tubo no es sometido a este almacenamiento en nevera, seria de esperar
qgue no contuviera residuos, o en su defecto, que contuviera una menor proporcion,
después de remover el extracto.

Dado que es de esperar que la concentracién de los residuos recuperados sea
minima, se ha elegido como método de analisis la espectrofotometria. Comparando los
espectros de emision y de absorcion de luz que presenten los residuos con los que
presentan substancias conocidas, es posible determinar las similitudes y eventualmente
identificar el inhibidor. Como se ha visto en el marco teoérico, algunos candidatos para
explicar la inhibicién podrian ser los compuestos porfirinicos, los acidos humicos o los
productos de la reaccion Maillard (Pag. 84).



Con relacién a los compuestos porfirinicos, se ha utilizado una solucion de Mesoporfirina
IX dihidroclorada como modelo comparativo. También se han utilizado tres soluciones de distinta
concentracion de acidos humicos y acidos fllvicos. Los acidos humicos y fulvicos provienen de
tres diferentes suelos acidos formados bajo diferentes condiciones climatologicas y litologicas y
bajo diferente vegetacion (Alegret et al. 1988). Estos acidos fueron extraidos siguiendo el método
recomendado por la “International Humic Substances Society” (1983). Desafortunadamente, no ha
sido posible obtener productos Maillard para la comparacién, por lo que no hemos podido hacer un
andlisis de compuestos de esta naturaleza. No obstante, existe en la bibliografia cierta informacion
util para este fin.

Espectros de absorcion de luz

Las mediciones de absorcién de luz fueron hechas con un espectrofotometro de
barrido modelo 8452A de Hewlett Packard (EE.UU.), en el rango de 190 a 820nm. Se
analizaron las siguientes muestras:

. Dos muestras de 20ul de extracto de DNA antiguo diluidas en 2ml de
agua.
. Distintas soluciones de los residuos obtenidas después de extraer todo el

extracto de DNA antiguo de los tubos, afladiendo 300ul de agua en cada uno 'y
agitando con vortice.

. Tres soluciones de distinta concentracion de acidos fulvicos y humicos,
preparadas diluyendo 0.005, 0.01 y 0.15 mg de acido por mililitro de Tris-HCI (20 mM
pH 8).

. Una solucién de Mesoporfirina de 5.4mg en 10ml de medio basico

(Carbonato de sodio 1.68 X1®).

Espectros de emision de luz

Para las mediciones de emision, se utilizé un espectrofotémetro de fluorescencia
modelo F-4500 de Hitachi (Japén), excitando a diferentes longitudes de onda para
encontrar los picos de maxima emision.

De acuerdo con la hip6tesis de trabajo, después de mantener los tubos con los
extractos de DNA a 4°C durante 3 dias, las substancias inhibitorias permaneceran en el
tubo aun después de retirar la solucion. Con la idea de contrastar esta hipotesis se
analizaron tanto las soluciones de los residuos de los tubos después del almacenamiento a
4°C, como las soluciones de los residuos de los tubos que no fueron sometidos al frio.

Con fines comparativos también fueron analizadas las soluciones de &cidos
hdmicos y fllvicos, asi como la solucién de Mesoporfirina.

Todas las mediciones fueron hechas en condiciones ambientales de temperatura
(22 £ 2°C) y oxigeno.



Preparacion de las reacciones de amplificaciéon

La preparacion de la reaccion de amplificacion es uno de los pasos mas criticos en
el estudio del DNA antiguo, pues es necesario manipular diversos reactivos y los propios
extractos de DNA, con el consiguiente riesgo de contaminacion tanto con DNA de
fuentes externas como con DNA de las mismas muestras. Como se expone en el Marco
Tedrico (Pag. 117), para minimizar este riesgo es recomendable premezclar los reactivos
para la amplificacion, preparando cantidad suficiente para varias muestras. A esta mezcla
se le denomina “mezcla maestra”. Preparar esta solucién tiene la ventaja que reduce el
ndmero de pipeteos que se debe hacer en relacién con el nUmero que se haria preparando
la solucién para cada muestra por separado. Esto representa un menor riesgo de
contaminacion y a la vez el ahorro de soluciones que normalmente se desperdician
debido a que se impregnan en las paredes externas de las puntas. El procedimiento es el
siguiente:

* Encender la campana por lo menos media hora antes de su utilizacion con
el fin de purgar el aire que contiene.

» Utilizando guantes, colocar todo el material necesario como puntas,
pipetas, gradilla y reactivos en el interior de la campana.

» Poner una alicuota de aceite de parafina ligera (Serva) en un microtubo
para exposicion a luz UV (254nm) a 2 cm de la fuente de luz y en posicién vertical.

» Colocar en una gradilla tubos estériles de 1.5ml a los que se les corta la
tapa, con el fin de utilizarlos como soporte tanto para los tubos de PCR de 0.5ml
como para los tubos de los reactivos y el tubo donde se preparara la mezcla maestra.

» Cambiarse los guantes.

* Enuntubo estéril de 1.5ml se prepara el mezcla maestra, afiadiendo la
cantidad previamente calculada de cada reactivo. El calculo se realiza teniendo en
cuenta el nimero de muestras, el blanco y cantidad para una muestra mas, con el fin
de compensar la pérdida que ocasiona el pipeteo. Se afiade el agua ultrapura y
después los reactivos siguientes: tampon de PCRgCHNTP's, cebadores y BSA.

Para reducir el riesgo de contaminacién, el aire de la pipeta es expulsado antes de
colocarle la punta, de esta forma se evita transferir el aire del interior de la pipeta a
las puntas o dentro de los reactivos.

» Después de cerrar el tubo, se agita unos segundos con vértice a baja
velocidad y se irradia con luz UV (254nm) colocando el tubo a 2 cm de la fuente de
luz y en posicion vertical durante 8 min. y 45 seg. Durante este tiempo se retira de la
campana el material y los reactivos que ya no sean necesarios.

» Cambiarse los guantes.

» Se afade |daqDNA polimerasa. Debido a queTaqviene disuelta en
glicerina, es necesario agitar el tubo para que la enzima no quede en el fondo del
tubo. El problema es que Taqpuede ser desnaturalizada si la agitacion es muy
intensa. Por este motivo se agita con vortice a una velocidad muy baja y durante no
mas de 12 segundos.

* Se reparte la mezcla maestra en cada tubo y los tubos se colocan en un
bloque isotérmico enfriado previamente a —20°C, con el fin de evitar que se
produzcan reacciones inespecificas cuando se afiade el DNA. El bloque utilizado
cuenta con unos adaptadores para colocar tubos de 0.5ml que al ser removibles
pueden ser esterilizados antes de ser usados.



» Se afade en cada tubo el aceite de parafina ligera.

* Se retira la gradilla y el material que no sea necesario.

» Se afiade el DNA de cada muestra y se traslada el bloque a la habitacién
del termociclador, se espera a que el bloque del termociclador alcance la temperatura
de 94°C y entonces se colocan los tubos para iniciar la reaccion, en las condiciones
especificas para cada par de cebadores.



Secuencias de la regidn de control

Para la amplificacién de los segmentos de la regiéon de control, se utilizaron
cuatro oligonucledétidos con los que, mediante distintas combinaciones, es posible variar
el tamafo del segmento objetivo. Los cebadores fueron sintetizados y purificados
mediante HPLC 6 HPSS por la casa MWG (Alemania). Las secuenciaspdienessse
exponen a continuacion. En la nomenclatura utilizada, una L significa que la secuencia
corresponde a la cadena ligera, una H hace referencia a la cadena pesada y el numero
indica la posicion del nucle6tido en 3'; siguiendo la numeracién de la secuencia de
referencia de Cambridge (Anderson et al. 1981):

L-15996: 5'-CTCCACCATTAGCACCCAAAGC-3'
L-16209: 5'-CCCCATGCTTACAAGCAAGT-3'
H-16255: 5'-CCTAGTGGGTGAGGGGTGGC-3'
H-16401: 5'-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3'

Los cebadores L-15996 y H-16401 son los mismos que los utilizados por Vigilant
y col. (1991); eprimer L-16209 tiene un nucle6tido mas con respecto al utilizado por
Horai y col. (1989) y la secuencia ggimer H-16255 nos fue cedida por Paolo
Francalacci. Las posibles combinaciones y el tamafio del fragmento objetivo, incluyendo
primers son los siguientes:

L-15996 — H-16401> 446 pb
L-15996 — H-16255> 300 pb
L- 16209 — H-16401> 231 pb
L- 16209 — H-16255> 85 pb

En una primera etapa exploratoria, se usaron todas las combinaciones, no
obstante, no fue posible amplificar los fragmentos de 300 y 446pb, por lo que se decidié
no utilizarlos rutinariamente sino Unicamente en aquellas muestras en las que se
obtuviera una buena amplificacion con el segmento de 231pb. En esta primera etapa, el
segmento de 85pb fue amplificado con bastante éxito, sin embargo, los fragmentos
obtenidos presentaron dificultades inusuales en la secuenciacién. Ademas, con este
fragmento tan pequefio, pronto se reveld la dificultad de controlar la contaminacion,
resultado que esta en acuerdo con la bibliografia ya comentada (Pag. 119). Por estos
motivos, este fragmento tampoco fue amplificado en las muestras que constituyen el
analisis formal.

Protocolo de amplificacion

Durante la primera etapa exploratoria, se definieron también las condiciones de
PCR para el segmento del D-loop, en cuanto a composicién de la mezcla de reaccion y el
perfil de temperatura de los ciclos. Estas condiciones se han mantenido constantes para
todas las muestras. La reaccion estandar para la amplificacion del segmento de 231 pb
contenia 2 U ddagDNA polimerasa, tampon de reaccion 1X, 50 picomoles de cada



primer, 200 uM de cada dNTP, S4g 2 mM, 160 mg/ml de BSA y 1pul de extracto de
DNA en un volumen final de 50ul cubiertos con 33ul de aceite de parafina ligera
(Serva). En la Tabla MM-1 puede verse la composicién de los distintos tampones de
reaccion 10X utilizados, de acuerdo con la casa comercial.

Enzima Tampon 10X

Promega Taq Tris-HCI 100 mM pH 9.0 a 25°C; KCI 500 mM; 1% Triton X-100

Promega Tth Tris-HCI 100 mM pH 9.0 a 25°C; KCI 500 mM; 1% Triton X-100

Pharmacia Taq Tris-HCI 100 mM pH 9.0 a temperatura ambiente; KCI 500 mM; CI2Mg 15mM
Finnzymes DyNAzyme Tris-HCI 100 mM pH 8.8 a 25°C; KCI 500 mM; CI2Mg 15 mM; 1% Triton X-100
Bioline Taq Tris-HCI 670 mM pH 8.8 a 25°C; (NH4)2S04 160 mM; 0.1% Tween-20
Boehringer Taq Tris-HCI 100 mM pH 8.3 a 25°C; KCI 500 mM

Roche Expand H-F Tris-HCI 100 mM; 500 mM KCI (pH 8.3 a 20°C)

Tabla MM-1 Composicion, a concentracion 10X, de los tampones de PCR utilizados.

El programa del termociclador consistié de un paso inicial de desnaturalizacion
de 8 min. a 94°C, seguido de 40 ciclos de 45 seg. a 94°C, 1 min. y 30 seg. a 60°C y 1 min.
a 72°C. Finalmente se realizé un paso de extension de 5 min. a 72°C.

Los productos de la amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa (2%) y las muestras que presentaron una banda bien definida del tamafio
esperado (Fig. MM-1), fueron reamplificadas. Las muestras en las que no se observé
banda alguna no fueron utilizadas.
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Figura MM-1 Electroforesis de la amplificacion de 5 extractos (carriles 1-5) de DNA
antiguo, el respectivo blanco de extraccién (KE) y el blanco de PCR (K-); M, marcador de
peso molecular (multiplos de 123pb).



Muestras en Formamida

En el caso de la amplificacion de las muestras extraidas con el protocolo basado
en formamida, se utilizé la misma concentraciopmers dNTP's y BSA que para el
resto de muestras, sin embargo, se agregaron 2 unidati#sX¥A polimerasa
(Promega), CMg 1.75 mM y el tampdn de reaccion correspondiente en un volumen
final de 100pl. Se utilizaron los 18ul de la muestra, ya que como se expone en el método
de extraccion, la amplificacion se realizé en el mismo tubo. El perfil de los ciclos
consistio de 5 minutos a 85°C seguidos de 30 ciclos de 30 segundos a 85°C; 30 segundos
a 46°C y 30 segundos a 60°C.

Reampilificacion

La reamplificacion representa un proceso aun mas delicado que la amplificacion
en lo referente al riesgo de contaminacién, sobretodo si se tiene en cuenta que es un paso
gue esta en la frontera entre los procedimientos pre-PCR y post-PCR. Para minimizar
este riesgo, se decidié no purificar los productos de la primera reaccion, utilizando
directamente un microlitro para la segunda reaccion. Para evitar el conflicto entre los
pasos pre y post-PCR, se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

. En la campana de pre-PCR se prepara la mezcla maestra siguiendo
exactamente el mismo procedimiento que se sigue para un PCR normal.
. Una vez que los tubos situados en el bloque isotérmico contenian la

mezcla de reaccion y el aceite (y habiendo guardado todo el material y equipo) se
trasladan las muestras a otra campana, en la que utilizando puntas y pipeta diferentes
dedicadas para este fin, se afiade el microlitro de la muestra a reamplificar. Como ya
se ha mencionado, el producto de la amplificacion del blanco de extraccién también
fue reamplificado junto con las muestras correspondientes.

. Los productos de la reamplificacion se analizaron en gel de agarosa (2%)
y las muestras que presentaron una banda intensa del tamafio esperado (Fig. MM-2)
fueron purificadas para ser secuenciadas.
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Figura MM-2 Electroforesis de la reamplificacion de 5 muestras (carriles 1-5), el blanco de
reamplificacion del extracto (KE') y el blanco de PCR (K-); M, marcador de peso molecular
(multiplos de 123pb).



Purificacién con gel de agarosa

La purificacion de las muestras que fueron sometidas a la reaccion de
secuenciacion, se realiz6 mediante gel de agarosa y extraccion con fenol-cloroformo,
siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion:

» Cargar 45ul de cada muestra en los pocillos de un gel de agarosa (2%) y
realizar la electroforesis durante 1 hora y 30 minutos a 5 voltios/cm.

* Cubrir la superficie del transiluminador con un vidrio, cubierto a su vez,
con un film de plastico

» Trasladar el gel al transiluminador y antes de exponerlo a luz UV cortar
los carriles del gel. Después, con exposicion a luz UV, cortar la banda de cada carril
evitando exponer cada banda a la luz durante mas de 10-12 seg. para no dafar el
DNA (Orrego y King, 1990). Utilizar una hoja de bisturi estéril para cada muestra

» Colocar la banda en un microtubo de 0.5ml, al que previamente se le ha
introducido lana de vidrio lavada (Panreac).

» Cortar el fondo del tubo con un bisturi estéril, para crear un orificio de
aproximadamente un milimetro de diametro. El tubo de 0.5ml se introduce dentro de
otro tubo de 1.5ml

» Centrifugar el conjunto durante 10 min. a 13,000 rmp, para que la fuerza
centrifuga haga pasar la banda de gel a través de la lana de vidrio. De esta forma la
agarosa es retenida pero el tampoén conteniendo el DNA pasa al tubo inferior. Dado
gue el rotor de la microcentrifuga utilizada es de angulo fijo, cierta cantidad de
material se acumula en una de las paredes, por lo que es necesario girar los tubos para
gue en la siguiente centrifugacion, el material acumulado tenga la oportunidad de ser
filtrado.

» Centrifugar 5 min. a 13,000 rmp.

» Desechar el tubo que contiene los restos de agarosa y la lana de vidrio y
conservar el tubo de 1.5ml que contiene el DNA.

» Agregar fenol saturado pH 8 (Gibco-BRL) a razén de una vez el volumen
y centrifugar 8 min. a 10,000 rpm.

* Recuperar la fase acuosa, pasarla a otro tubo y repetir la operacion.

* Recuperar la fase acuosa y agregar un volumen de cloroformo (Merck) y
centrifugar 5 min. a 10,000 rmp.

* Recuperar la fase acuosa, pasarla a otro tubo y agregar 2.5 volumenes de
etanol absoluto.

» Guardar a -80°C durante al menos 1 hora.

» Centrifugar 25 min. a 13,000 rpm. Decantar cuidadosamente y secar en
estufa.

* Resuspender en agua ultrapura durante una noche a 4°C.

» Agitar intensamente con vértice, centrifugar brevemente y almacenar a
-20°C.



Secuenciacion

La secuenciacion fue llevada a cabo en el Departamento de Genética y
Microbiologia de la UAB, en cuyos laboratorios no se manipula DNA humano. Se utilizé
un secuenciador automatico Alf-express (Pharmacia) usapdionelr H-16401. Las
secuencias que mostraban mas de dos sitios ambiguos, fueron descartadas. De esta forma
se descarta la posibilidad de que las secuencias provengan de muestras con una muy baja
cantidad de moléculas enddgenas iniciales (Pag.122). Las secuencias fueron alineadas
manualmente usando la secuencia de referencia de Cambridge (CRS, Anderson et al.
1981)

Inferencia del haplogrupo mitocondrial

Debido a que el enfoque pretendido en este trabajo es el analisis poblacional, se
considerd de mayor importancia la obtencién de secuencias de un mayor nimero de
individuos diferentes, antes que la repeticion de la secuenciaciéon de las muestras
obtenidas. Una vez obtenido un nimero considerable de secuencias se pensé en su
autenticacion. Para este fin, existian dos posibilidades, por un lado, intentar repetir el
proceso con diferentes muestras de los mismos individuos para obtener secuencias
independientes, o buscar algun método alternativo. Dada la relativa baja eficiencia del
proceso de obtencién de las secuencias, se optd por buscar algun otro método de
autenticacion.

Cdmo se ha explicado en el marco de referencia, en el mtDNA existe una
correlacion entre determinadas substituciones de la secuencia de la region de control y
ciertas substituciones en las regiones codificantes que permiten su clasificacion dentro de
un determinado haplogrupo. Asi, la opcion elegida fue la de caracterizar las muestras en
funcion de los haplogrupos europeos definidos por Torroni y colaboradores (1996), para
contrastar el resultado con el haplogrupo inferido en base a las secuencias. Para inferir el
haplogrupo se utilizaron los datos de Macaulay y col. (1999a) y el criterio de Francalacci
y col. (1999) (ver Marco de Referencia, Tabla MR-2).



Analisis de los polimorfismos de restriccion

Sitios polimorficos

Para el andlisis de restriccion fueron seleccionados los sitios polimorficos: 1715
Ddel, 4577Nlalll, 7025 Alu I, 8994Haelll, 9052 Haell, 10394Ddel, 12308Ninf I,
13704Bst0l y 15606Alu I. EI nUmero indica la posicion de la diana de restriccion
siguiendo la numeracion de Anderson y col. (1981). Estos sitios permiten definir 9
haplogrupos europeos (Torroni et al. 1996), de acuerdo con la Tabla MM-2.

Sitios polimérficos
Haplogrupos 1715 4577 7025 8994 9052 10394 10397 12308 13704 15606
Ddel Nlalll Alul Hae lll Haell Ddel Alul Hinfl  Bst0l Alul

X - + + + + - - - + -
I - + + + + + - - + -
\Y; + - + + + - - - + -
H + + - + + - - - + -
w + + + - + - - - + -
K + + + + - + - + + -
u + + + + + - - + + -
J + + + + + + - - - -
T + + + + + - - - + +
M + + + + + + + - + -

Tabla MM-2 Definicién de los haplogrupos sobre la base de la presencia (+) o ausencia (—) de los
sitios de restriccion analizados.

Cebadores utilizados

Para analizar estos sitios se amplificaron 9 segmentos de las regiones
codificantes, utilizando los siguientesmers

1715 Dde | L1637: 5'-~ACAAAGCACCCAACTTACAC-3'
H1764: 5-ACTATATCTATTGCGCCAGG-3'

4577 Nia lll L4538: 5'-CACTCATCACAGCGCTAAGC-3'
H4621: 5-TGGCAGCTTCTGTGGAAC-3'

7025 Alu | L6968: 5'-CCGTAGGTGGCCTGACTGGC-3'
H7052: 5-TGATGGCAAATACAGCTCCT-3'

8994 Haelll L8927: 5-TTCTTACCACAAGGCACACC-3'
H9014: 5-AGGTGGCCTGCAGTAATGT-3'



9052 Hae ll L8997: 5'-~AACCAATAGCCCTGGCC-3'
H9121: 5-GCGATTTCTAGGATAGTCAG-3'

10394 Ddel L10366: 5-ATCCTAGCCCTAAGTCTGGC-3'
H10420: 5'-GTCGAAATCATTCGTTTTGT-3'

12308 Ninfl  L12237: 5-CACAAGAACTGCTAACTCATGC-3'
H12309: 5'-ATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAAGATT-3'

13704 Bst 0l L13627: 5-TCGAATAATTCTTCTCACCC-3'
H13725: 5'-TAGTAATGAGAAATCCTGCG-3'

15606 Alu | L15503: 5-AGACCTCCTAGGCGACC-3'
H15620: 5'-GATGGATAGTAATAGGGCAAG-3'

Las secuencias de los cebadores L4538, H4621, L8927, H9014, L12237 y
H12309 fueron tomadas de Izagirre (1998). Las secuencias plenh@ss L6968,
H7052, L10366 y H10420 fueron cedidas por Paolo Francalacci. Los cebadores restantes
fueron disefiados utilizando el programa informético PrimerDesign 1.12b (Escrito por J.
Napiwotzki y A. Becker, 1995, http://www.chemie.uni-marburg.de/~becker) siguiendo
los criterios de composicién, tamafio y temperatura de hibridacion, expuestos en el
Marco Tedrico (Pag. 112). También se utilizé el programa PRIMER DESIGNER
Version 1.01 (Scientific & Educational Software, USA, 1990) para visualizar los posibles
dimeros derimers lo que facilit6 la eleccion final de los cebadores.

Las muestras que no fueron definidas analizando estos sitios, fueron escrutadas
para el sitio polimdrfico 1039&lul, que define el haplogrupo M, utilizando el fragmento
amplificado con loprimersH10420 y L10366.

Condiciones de amplificacion

La composicion de la mezcla de reaccién para la amplificacion de los segmentos
de las regiones codificantes fue la misma que se utilizé para el fragmento de la regién de
control. También el perfil de los ciclos para el PCR fue el mismo, con excepcion de la
temperatura de hibridacion, ya que se utilizé la adecuada para cada pareja de cebadores;
en todo caso, siempre se utilizé una temperatura de hibridacién relativamente elevada. En
la Tabla MM-3 se muestran las temperaturas de hibridacion y el tamafio del fragmento
objetivo correspondientes a cada juegpu@ers Todas la muestras analizadas fueron
sometidas a PCR para los 9 segmentos. La mezcla maestra se prepar6 segun el
procedimiento expuesto anteriormente. Las reamplificaciones fueron evitadas en la
medida de lo posible.



Fragmentos de Restriccion ®

Nombre del Sitio T° de Tamafio del No Polimérficos y
Fragmento polimérfico Cebadores hibridacion ~ segmento * polimérficos no polimérficos
X 1715 Dde | L1637 - H1764 48°C 166 20/30/116 20/30/48/68
\% 4577 Nla lll L4538 - H4621 51°C 120 - 62/58

H 7025 Alu | L6968 - H7052 56°C 123 108/15 78/30/15

w 8994 Hae Il L8927 - H9014 51°C 125 119/6 88/31/6

K 9052 Hae I L8997 - H9121 49°C 160 76/84

E 10394 Dde |  L10366 - H10420 56°C 93 10/83 10/38/45

U 12308 Hinf |  L12237 - H12309 53°C 123 93-96/30-27

J 13704 Bst 01  L13627 - H13725 47°C 137 - 98/39

T 15606 Alu | L15503 - 15620 49°C 154 121/33

Tabla MM-3 Temperaturas de hibridacion de los cebadores utilizados, el tamafio del fragmento objetivo y
el tamafio de los fragmentos de restriccién generados, tanto por los cortes no polimérficos como por los
polimérficos. El nombre del fragmento fue designado con el nombre del haplogrupo para el cual resulta de
mayor relevancia (el fragmento X también es relevante para el ), con excepcién del fragmento E, que es
relevante para la determinacion de distintos haplogréjeospares de bases.

Reacciones de restriccion

Cada fragmento amplificado fue sometido a restriccion con la enzima
correspondiente, utilizando de 5 a 10ul de muestra amplificada segun la concentracién
del producto, determinada mediante electroforesis en gel de agarosa. Los productos de la
amplificacion no fueron purificados. La mezcla de reaccion se prepard en un tubo estéril
de 1.5ml afiadiendo agua, el tampo6n de reaccién requerido y el enzima, en cantidades
suficientes para las muestras a procesar. En tubos de 0.5ml se afiadio la muestra 'y la
cantidad correspondiente de la mezcla de reaccion. La incubacion se llevo a cabo en un
bafio Maria termostético durante 1-3 horas. Algunas muestras fueron incubadas durante
10 horas con el fin de mejorar la digestién. Excepto para la eBstBaque fue
incubada a 60°C, todas las digestiones se realizaron a 37°C. En la Tabla MM-3 se
observa el tamafio de los fragmentos producidos por el corte de cada enzima en el
fragmento correspondiente.

Las digestiones parciales fueron consideradas como restricciones positivas, ya
gue representan un fendbmeno comdn en muestras de DNA antiguo (Izagirre, 1998;
Kolman y Tuross, 2000).



Criterios de autenticidad de resultados

Para garantizar la autenticidad de los resultados no basta con la ausencia de
amplificacion en los diferentes blancos utilizados, ya que con este criterio no es posible
descartar el efectrarrier (Pag. 91). Por este motivo es necesario utilizar otros medios de
verificacion que permitan obtener un cierto nivel de confianza, en el sentido que el DNA
recuperado pertenezca en verdad al individuo en estudio y no a multiples eventos de
contaminacion o a artefactos producidos por errores Tag®NA polimerasa. A
continuacion se exponen los criterios seguidos en este trabajo.

Extracciones muiltiples

Como se ha expuesto en el marco tedrico, uno de los criterios mas recomendados
es la extraccion de DNA de diferentes muestras de un mismo individuo para corroborar
gue los resultados no sean producto de amplificaciones fortuitas. En la medida de lo
posible en este trabajo se ha intentado realizar mas de una extraccion de los individuos
analizados. En algunos casos esto no ha sido posible debido a falta de muestra.

Poblaciones “control”

Una medida que hasta ahora no ha sido recomendada expresamente en la
bibliografia, es la utilizacion de poblaciones control. En este estudio se han utilizado
individuos de poblaciones diferentes a la poblacién analizada, con la idea de descartar la
posibilidad de una contaminacion generalizada a nivel de laboratorio. En caso de existir
una contaminacion de este tipo, los individuos procedentes de distintas poblaciones
presentarian una alta incidencia de los mismos polimorfismos. En este sentido lo ideal
seria la utilizacion de poblaciones con polimorfismos bien definidos y diferentes, como
las de origen asiatico o africano. Desafortunadamente en el laboratorio no contdbamos
con poblaciones de tales caracteristicas y Unicamente ha sido posible utilizar individuos
de otras poblaciones espafiolas, de distintas épocas y de distintas localizaciones
geograficas. No obstante, también se analizaron algunas muestras de individuos de una
poblacién precolombina.

Correspondencia secuencia — haplogrupo

La correlacion establecida entre los polimorfismos de restriccion y las
substituciones de la region de control (Pag. 135) puede ser muy Util en la autenticacion
de los resultados. De hecho, este criterio ya ha sido previamente utilizado en poblaciones
antiguas americanas (Stone y Stoneking, 1998). Si una o dos substituciones especificas
son encontradas en una secuencia de la region de control, los correspondientes
polimorfismos de restriccién que definen el haplogrupo correlacionado deberian también



ser encontrados en la misma muestra, siempre y cuando la secuencia no sea un artefacto
y la muestra esté libre de contaminacion. Es muy poco probable que se encuentre esta
correspondencia debido a errores d€dgDNA polimerasa, ya que haria falta que la

enzima se equivocara en dos 0 mas sitios especificos de forma independiente. Mas
adelante se calcula esta probabilidad tomando como base la tasa de erfaigde la

El segmento amplificado de la regién de control para ser secuenciado, comprende
231pb. No obstante, la secuencia finalmente obtenida consta de un niumero de pares de
bases menor, pues es necesario descontar 40pb correspondientes a las secuencias de los
primersy algunos nucleétidos mas, debido a que durante la secuenciacion es normal
perder definicion en los primeros y en los Ultimos pares de bases leidos. Asi, el segmento
efectivo queda reducido aproximadamente a 160pb, con lo que algunas substituciones
relevantes para la definicion de un haplogrupo en base a la secuencia, no se encuentran
dentro del segmento analizado, por lo que no puede ser diferenciado.

Célculo de la probabilidad de error

Para valorar de forma cuantitativa la fiabilidad del criterio de autenticacién
basado en la correspondencia secuencia — haplogrupo, hemos calculado la probabilidad
de encontrar esta correspondencia en una muestra debido a errorBsgeclaridos
durante la amplificacion. En primer término es necesario estimar la probabilidad de que
habiendo un nucledtido distinto tieen la posicidrX de la secuencia original,
obtengamos por error el nucle6tibeen la secuenciacién. Debemos considerar también
la probabilidad de que se produzcan dos o mas errores de forma independiente en los
sitios relevantes para la correspondencia secuencia — haplogrupo. Tomando como
ejemplo el haplogrupo T, realizaremos este calculo basandonos en la tasa de error de la
TaqDNA polimerasa, estimada por Eckert y Kunkel (1990) en 10

Dos de las caracteristicas del mtDNA del haplogrupo T, son la presencia de una
Timina en el nucleétido 16294 y la de un sitio de restriccion Adarben la posicion
15606, debido a la substitucion 15607G. Asi, para caracterizar por error un DNA
mitocondrial como haplogrupo T, seria necesario ql@dgprodujera artificialmente
estos dos nucleotidos de forma independiente. La probabilidad de que en la posicion
16294 no exista una T cuando obtenemos en la secuenciacion una T puede expresarse
como:

PlX,2T|X, =T} (1)
dondeX; y X, representan, respectivamente, el nucleétido real y el nucledétido leido en la

posicionX. Sabiendo que
PIXy #2T|X, =T} +R X, =T|X, =F =1

por el teorema de Bayes

PX, 2T X, =T} _PAX, =T|X, 2T} R X, #F _

PX, =T PX, =T}

PX,#T|X, =T} =




_ P, =T|x, 2T} X, #§
_P{XL:T|XR¢T}mXR¢}' +{PXL:T|XR :}T{})XR}T

(2)

dondeP{XL =T | X, # T} es la probabilidad de leer una T en la posid@uando en la
secuencia original existe un nucleétido diferente de T. Esta probabilidad es un
subconjunto deP{X, = N | X, # N} , que es la probabilidad de leer un nucledhiden

la posiciénX cuando en realidad existe cualquier otro nucleétido diferentke eke decir,
la tasa de error de Teag De acuerdo con Eckert y Kunkel

P{X,=N|X, 2N =10

por lo tanto,

PlX, =T|X,#T} = %10‘5 (3a)
P{X, 2T | X, =T} = %10'5 (3b)
Plx,=T|Xx, =T} =1—%10‘5 (3c)

ya que si un nucledtido es diferente de T, podria ser cualquiera de los otros 3 nucléotidos.

La probabilidad de que exista una T en una posicion determinﬁﬂﬁp= T},
puede ser estimada a partir de la frecuencia de T que presenta la poblacion en la posicién
en cuestion. De acuerdo a la base de datos de Handt y col. (1998), en poblacion europea
la frecuencia de T en la posicién 16294 es de 143/1219 = 0.1173, por lo que
P{16294, =7} =0.1173 y P{16294, # T} =1-0.1173 .

Substituyendo los términos en la ecuacion (2) tenemos que habiendo un
nucleétido distinto de T en la posicién 16294, la probabilidad de obtener en la
secuenciacion un nucleétido T por error dédg es

P{16294, 2T 16294, =T} =2.5x10™*

Ahora bien, en el ejemplo del haplogrupo T también seria necesario que ocurriese
un error en la posicion 15607, en el que el nucleétido original fuese substituido por una
Guanina dando origen a la diana de restriccion plarg para considerar la muestra
como perteneciente al haplogrupo T. La probabilidad de que se produzcan dos errores de
forma independiente en dos posicioXesY, puede expresarse como

Pllv,2Gl x,27) (Y, =Gl X, =T} (4)
aplicando el teorema de Bayes,

P, 2GlI x,2T)I (¥, =Gl X, =T} _
Py, =Gl X, =T}




_Pr, =Gl x, =7)|(, 2G| X, #TYR Y, 2G| X, #F

Py, =G| x, =1} ®)

El primer término del numerador en (5) es la probabilidad de leer Gy T cuando
en realidad existen nucleétidos distintos de Gy T en las posiciones respectivas. Dado que
los errores se producirian de forma independiente, pues la amplificacion de los
segmentos se realizan en reacciones distintas de PCR,

P, =Gl x,=7)|(Y, 2G| X, 2T} =
=Py, =G|(v, 2G| x, 2T} P{x, =T( X, 2T Y, 2Q} =
=Py, =G|y, 2G K X, =T | X, 2 T}.

Asumiendo que la correspondencia secuencia — haplogrupo se cumple en cerca
del 100% de los casos tenemos que

o, 2Gl X, #7)=0(, 2G)=(x, #7)
por lo que
Py, =G|, 2GR x, =T |x, 2} =@ x, =T |x, 4T} (5)

Asimismo, el segundo término del numerador en (5), que es la probabilidad de
que en la posicidl no exista una G y que en la posickno exista una T seria

Plv,2Gl X, #T} =K X, 2F (5b)
Finalmente, el término en el denominador de (5)

Py, =Gl x, =1} =

=P{(ry, =Gl X, =T)| X, 2T} R X, zF +

+Pr, =61 x, =7)| X, =} R x, =} =

=P{lr, =Gl X, =7T)| (X, 2Tl Y, 2G} R X, 2F +

+P{(Y, =Gl X, =T)|(X, =T Y, =G} R X, =F (5¢)

donde el término

Plr, =Gl x, =7)|(x, =TI Y, =G}

gue es la probabilidad de leer Gy T cuando en realidad existen Gy T en las posiciones
respectivas, es igual a



Py, =G| (x, =71 v, =G} P{x, =7( X, =TI v, = O}
debido a que el acierto (o error) en la lectura de un sitio es independiente del acierto (o el

error) en la lectura del otro. Y como asumimos que la correspondencia secuencia-
haplogrupo es casi del 100%,

=Py, =G|y, =g x, =1|x, =F =@ x,=7|Xx, 97 )

y como de acuerdo con (5a)

A, =61 x,7)|(x, 271 v, 2G}=(R x, =T | X, 2F )

(5¢) puede escribirse

(Plx, =Tix, 2y tP{x, 2} + (X, =71 X, =F y P{x, =17}
Substituyendo (5a), (5b) y (5c¢) en (5), tenemos que

Plv,zGl x,27)|[r, =G| x, =T} =

_ (Plx, =11 X, 2T} tPlx, # 1}
(Plx, =71x, 20 Plx, 2+ @ x, =71 X, =F ) P{x, =T}
De acuerdo a (3a) y (3c) y asumiendo que, por la correspondencia secuencia —

haplogrupo, la frecuencia de T en la posicion 16294 (0.1173) es igual a la frecuencia de
G en la posicion 15607,

P{15607, #G1 16294, #T)| (15607, =G| 16294, =T} =

%10‘5 g [1-0.1173)

=8.36x107"

Hio- g i-0.1173)+ H->10" g [0.1173
B O 0O 4 O

lo que demuestra que la probabilidad de caracterizar erroneamente una muestra como un
determinado haplogrupo utilizando amplificaciones independientes, es en realidad
infima.

Cabe hacer notar que no solo se utilizan dos amplificaciones, ya que se amplifican
los 9 segmentos descritos anteriormente para cada muestra y los resultados deben ser
completamente concordantes, con lo que la posibilidad de error es todavia mas pequena.
Asi por ejemplo, en el caso del haplogrupo T, las muestras también deben carecer de una
diana de restriccion pakdel en el sitio 10394 debido a la presencia de una C en la
posicién 10400.



Variabilidad a nivel de la secuencia de la region de control

En una muestra aleatoria, libre de sesgo por consanguinidad, de una poblacion
normal, debe existir cierta variabilidad entre las secuencias de los individuos. Como se
ha visto en el Marco de Referencia, las poblaciones europeas presentan una similitud
inusual en cuanto a la variabilidad de la secuencia de la regién de control. En este sentido
un buen indicador de la fiabilidad de los resultados obtenidos, es comparar la variabilidad
obtenida en la poblacién de estudio con la variabilidad de otras poblaciones europeas.
Por el momento no se han publicado datos de la variabilidad de la secuencia del D-loop
en poblaciones antiguas europeas, no obstante, afortunadamente existe un gran nimero
de poblaciones europeas actuales analizadas por diferentes investigadores que pueden
servir de referencia. A nivel tedrico es de esperar que la variabilidad producida por
eventos de contaminacién en relacion al nimero de muestras analizadas, sea mucho mas
reducida que la variabilidad de una poblacion natural.

Distribucion de los haplogrupos

Las poblaciones europeas analizadas hasta el momento presentan algunas
diferencias en la distribucién de los haplogrupos, sin embargo, presentan también ciertas
similitudes, sobre todo en relacion con la frecuencia de algunos haplogrupos, que pueden
ser “comunes” como el H, o “raros” como el X. Aunque es de esperar que la distribucion
de una muestra de una poblacién europea no sea muy similar a la de otras poblaciones
europeas, ciertamente debe compartir caracteristicas basicas, como una elevada
frecuencia de los haplogrupos comunes y una escasa presencia de los haplogrupos raros,
sobretodo si se tiene en cuenta el origen comun de las poblaciones europeas como lo
indican los datos del mtDNA.

Desde luego se debe tener en cuenta que el tamafio de la poblacién disponible, asi
como el tamafio de la muestra, son de fundamental importancia para la aplicacion de este
criterio, ya que con poblaciones grandes y un nimero de muestras importante es posible
minimizar los efectos de factores como las relaciones familiares.



METODO: DNA ACTUAL

Muestreo

Las muestras de sangre procedentes del banco de sangre de Terrasa fueron
colectadas y enviadas en tubos de muestra sanguinea sin anticoagulantes, por lo que
fueron procesadas inmediatamente. Las muestras de sangre procedentes del banco de
sangre de Barcelona contenian heparina.

Las muestras de pelo fueron obtenidas de estudiantes de la UAB, extrayéndolas
utilizando pinzas estériles, tanto de la cabeza como de las cejas. Los pelos fueron
colocados en tubos de polipropileno de 1.5ml y procesados en el mismo dia en que
fueron colectados. Los pelos lagos fueron cortados con unas tijeras hasta un centimetro
aproximadamente, a partir de la raiz.



Extraccion de DNA

Muestras sanguineas

Para la extraccion del DNA de las muestras de sangre se utilizo el siguiente
protocolo basado en el que se utiliza en el Instituto de Biologia Fundamental de la UAB:

Solucionesstock

Tris-HClI 2 M pH 7.5

Tris-HCI 20 mM pH 8.1

EDTA 0.25 M pH 8

SDS al 10%

CINa5M

Cl,Mg 1 M

Nonidet P-40 al 0.1 %

Proteinasa K en concentracion de 10mg/mi

Limpieza. Lavar 5ml de sangre total con suero fisiolégico (NaCl 0,9%),
centrifugando 15 min. a 3000rpm; desechar el sobrenadante. Repetir 2 o 3 veces si el
sobrenadante se ve muy sucio. Congelar el sedimento celular a —20°C hasta su
procesamiento.

Lisis de los hematiesAfnadir al sedimento celular la solucién de lisis de
eritrocitos (Tris-HCI 20 mM; GMg 10 mM) hasta alcanzar un volumen de 12-13ml.
Agitar cuidadosamente hasta la disolucion de la mezcla. Enfriar a 4°C durante 30
minutos, agitando de vez en cuando. Centrifugar durante 15 min. a 3000rpm a 8°C y
desechar el sobrenadante.

Lisis de leucocitos Aiiadir al sedimento Nonidet P-40 (0,1%) hasta 14mly
mezclar suavemente. Centrifugar durante 15 min. a 3500rpm a 8°C, desechar el
sobrenadante.

Digestion de proteinasAgitar el sedimento golpeando con los dedos o con
vortice. Afadir 5ml de solucién A (CINa 0.1 M; EDTA 0.025 M; SDS al 0.5%) y agitar
nuevamente con vortice hasta que se observe un aspecto homogéneo. Aiadir 20 pl/ml de
proteinasa K e incubar a 56°C durante una noche.

Extraccién del DNA. Afadir la mezcla de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1)
hasta un volumen de 14-15ml. Agitar vigorosamente y centrifugar durante 10 minutos a
8°C, a 3000rpm. Recuperar la fase superior y repetir la operacion. Afadir la mezcla de
cloroformo/isoamilico (24:1) hasta un volumen de 13-14ml. Agitar vigorosamente y
centrifugar 10 min. a 8°C a 3000rpm; recuperar la fase superior. Centrifugar 5 min. a
8°C, a 3000rpm y recuperar la fase superior. Afiadir CINa 5 M a razon de 400pl por cada
5ml de solucién. Agitar cuidadosamente y afiadir etanol absoluto (previamente enfriado a
—20°C) hasta un volumen final de 14-15ml. Agitar cuidadosamente y centrifugar a 4°C
durante 30 min. a 4300rpm. Decantar el sobrenadante con cuidado y resuspender el



sedimento en 1ml de etanol al 70% (enfriado a —20°C) y pasarlo a un tubo de 1.5ml.
Agregar mas etanol al 70% hasta un volumen de 1.5ml. Centrifugar 5 0 10 min. a 12-
13000rpm y decantar el sobrenadante. Secar el DNA en una estufa a 40-60°C.
Resuspender en 50-80ul de agua destilada y almacenar a —20°C.

Muestras capilares

En el tubo de 1.5ml que contiene el bulbo capilar, se agregan 0.4 ml de tampén de
PCR (Tris-HCI 10 mM pH 9.0; KCI 50 mM; @ig 2.5 mM) y 1pul de proteinasa K (de
una solucion de 10 mg/ml). Se incuba a 56°C durante una hora y después durante 10
minutos a 95°C para inactivar la enzima. Se centrifuga brevemente y se guarda la muestra
a —20°C hasta su utilizacion.



Analisis del DNA

Amplificacion

La amplificacién del DNA extraido de sangre se realizé con la misma
composicion de tampon y perfil de ciclos que los utilizados para el DNA antiguo, tanto
para el segmento del D-loop como para las zonas codificantes, salvo que se utilizaron de
1 a 3 ul de extracto de DNA. Sin embargo, para la amplificacion del D-loop se utilizaron
los cebadores L-15996 y H-16401 que permiten amplificar un segmento de 446 pb.

La amplificacién de las muestras de DNA procedente de bulbos capilares,
requirié una modificacion para compensar el hecho de que el DNA queda disuelto en
tampon de PCR, teniendo esto en cuenta cuando se prepara la “mezcla maestra”. Por otra
parte, dado que la concentracion del DNA en los extractos de bulbos capilares es muy
baja, es necesario utilizar de 25 a 35ul de muestra. No obstante, las concentraciones
finales del tampdn de reaccién, fueron las mismas que las utilizadas para las muestras de
los extractos de DNA de sangre.

Secuenciacion y andlisis de restriccion

Sdélo algunas de las amplificaciones del segmento de 446 pb del D-loop de las
muestras de DNA de sangre fueron secuenciadas, utilizapdmel H-16401.

Todas las muestras de sangre y de pelo fueron sometidas al analisis con enzimas
de restriccion. La estrategia seguida para las muestras de DNA moderno vario respecto a
la de las muestras de DNA antiguo. Primero se definié para todas las muestras el estatus
del sitio 7025Alu I, con el fin de identificar las muestras que pertenecian al haplogrupo
H, ya que es el de mayor frecuencia en poblacion europea. Después se definié para todas
las muestras el estatus del sitio 10B@i& |, con el fin de separar las muestras en dos
conjuntos de haplogrupos, ya que los haplogrupos X, V, H, W, Uy T, carecen de esta
diana de restriccion, en tanto que los haplogrupos |, J y K, si la presentan (ver Tabla
MM-2). De esta forma también se constaté el resultado de las muestras del haplogrupo
H, pues el haplogrupo H presenta la carencia de las dos dianas. Posteriormente, las
muestras fueron discriminadas siguiendo el orden de las frecuencias de los haplogrupos,
empezando por los mas frecuentes de cada grupo. Asi por ejemplo, dentro de las
muestras que habian sido agrupadas como posibles |, J 6 K, se determiné el estatus del
sitio 13704Bst0I, pues el haplogrupo J carece de esta diana. Una vez identificadas las
muestras del haplogrupo J, se procedio a identificar entre las muestras restantes, las que
pertenecian al K, que carecen del sitio de restriccion 9@82I. Finalmente, se
corrobor6 que las muestras que no eran ni J ni K pertenecieran al haplogrupo |
analizando el sitio 171Bde| cuya ausencia, en combinacion con la presencia de la
diana 1039Ddel, es la principal caracteristica de este haplogrupo. De esta forma, los
haplogrupos comunes fueron definidos por un minimo de dos sitios de restriccién, en



tanto que para los raros se incrementd el nUmero de sitios analizados. En las muestras en
las que se detectd algun resultado contradictorio se repitié el andlisis y se analizaron
todos los sitios.

Se analizaron los mismos sitios polimorficos descritos para el DNA antiguo,
utilizando los mismos métodos.



ANALISIS ESTADISTICO

Valoraciéon metodoldgica e inhibidores del PCR

Extraccion y amplificacion del DNA antiguo

Los resultados en cuanto a contaminacion y eficiencia en la extraccion y
amplificacion del DNA antiguo fueron analizados para evaluar las diferencias de
acuerdo a distintas variables, utilizando para ello los paquetes estadisticos SPSS v.9.0 y
SAK v.2.40 (escrito por G. E. Dallal). Para el SPSS, cada extracto fue introducido como
un caso y las variables fueron factores como el protocolo de extraccion, la polimerasa
utilizada, la procedencia de la muestra etc. La variable dependiente fue el resultado de la
amplificacién, introducida de forma bivariada con los valores 0 y 1, para indicar si la
amplificacion fue negativa o positiva, respectivamente. Se utilizaron los procedimientos
“tablas de contingencia” y “regresion logistica”. El programa SAK est4 concebido para
el andlisis de datos resumidos, por lo que se utilizé el total de casos positivos y
negativos para cada variable a comparar. Se utilizaron las opciones de tablas de

contingencia y prueba exacta de Fisher para tablas 2x2.

Inhibidores del PCR

La diferencia de medias entre las intensidades de fluorescencia fue analizada
mediante la prueba dedel programa SAK, utilizando las medias y las desviaciones
estandar de cada uno de los grupos comparados. También se utilizé, para la
comparacion de medias, la prueba no paramétrica de Mann-Whitney mediante el
programa SPSS.



ANALISIS ESTADISTICO Y FILOGENETICO

Haplogrupos

Tanto para la comparacion poblacional como para la reconstruccion filogenética
se utilizo la frecuencia de los haplogrupos de cada poblacion. Los haplogrupos fueron
considerados alelos de un mismo locus, bajo el supuesto de que no existe recombinacion
significativa en el modo hereditario del DNA mitocondrial y que los sitios que definen
los haplogrupos son suficientemente estables, es decir, que presentan una tasa de
mutacion relativamente baja. La frecuencia se calculdé dividiendo el nimero de

individuos de cada haplogrupo entre el nimero total de individuos analizados.

Comparacion poblacional

Para la comparacion de los datos obtenidos de las poblaciones antigua (PV) y
actual (CAT) de Catalufia se utilizé la distribucion de los haplogrupos publicada para las
siguientes muestras poblacionales: 56 individuos de la isla mediterrdnea de Corcega
(COR), Francia y 96 individuos de la isla de la Cerdenfa, Italia, incluyendo 51 de Galura
(GALU), un area del norte de la isla relacionada histérica y linglisticamente con Cércega
y 45 de Barbagia (BAR), la zona montafiosa central de la isla, aislada cultural y
genéticamente (Francalacci et al. 1999).

Asimismo, se incluyeron 48 individuos no relacionados de diversas poblaciones
del sur de la regidon Toscana (TOS) de Italia (Torroni et al. 1996) y 86 sujetos no
relacionados de Escandinavia, incluyendo 49 finlandeses (FIN) de distintas regiones de
Finlandia y 37 suecos (SUE) estudiantes de medicina de la Universidad de Gotenburgo
(Torroni et al. 1996). Las abuelas maternas de los individuos de Cdércega, Galura,
Barbagia y Toscana nacieron en la misma zona que los individuos muestreados. La

informacion resumida de las poblaciones utilizadas se presenta en la Tabla MM-4.



Localidad Clave N Descripcion ANT Referencia

Galicia® GALI 92 Diversos puntos de Galicia - Salas et al. 1998

Pais Vasco® VAS 45 Provincia de Guipuzcoa + Bertranpetit et al. 1995
Terrasa P.VELLA 24 Poblacién medieval Catalana b Esta tesis
Terrasa/Barcelona CAT 90 Poblacién actual Catalana - Esta tesis

Barbagia BAR 45 Centro de Cerdefia + Francalacci et al. 1999
Galura GALU 51 Norte de Cerdefia + Francalacci et al. 1999
Cércega COR 56 Corte y areas aledafias + Francalacci et al. 1999
Toscana TOS 48 Zona sur de la regioén + Torroni et al. 1996
Finlandia FIN 49 De diversas zonas - Torroni et al. 1996
Suecia SUE 37 Estudiantes Univ. Gotenburgo - Torroni et al. 1996

Tabla MM-4 Poblaciones utilizadas para el analisis estadistico y filogenético mediante la frecuencia de los
haplogrupos; ANT, indica si se conocen los antecedentes familiares por linea materna hasta la segunda
generacion (abuelas);  la informacion de los haplogrupos fue inferida a partir de las secuencias; ® no se
conoce la ascendencia de los individuos pero se asume que la muestra no estd influida significativamente
por la inmigracién.

Ademas, se infirié la distribucion de los haplogrupos de las siguientes muestras:
92 individuos no relacionados autéctonos de Galicia (GALI), Espafia (Salas et al. 1998) y
45 individuos no relacionados de descendencia materna vasca de la provincia de
Guipuzcoa, Pais Vasco (VAS), Espafia (Bertranpetit et al. 1995). El haplogrupo fue
definido a partir de las secuencias originales mediante el criterio de Francalacci y col.
(1999) basado en la correspondencia secuencia — haplogrupo. Esta inferencia es tentativa

y en ningun caso pretende ser definitiva (Tablas MM-5 y MM-6).

Haplotipo N Haplogrupo Haplotipo N Haplogrupo
HAP 1 1 \% HAP 15 1 T
HAP 2 1 \% HAP 16 1 H
HAP 3 1 H HAP 17 1 H
HAP 4 1 H HAP 18 2 H
HAP 5 1 T HAP 19 1 U5a
HAP 6 2 u? HAP 20 4 U5a
HAP 7 1 u? HAP 21 1 U5a
HAP 8 1 u1? HAP 22 1 H
HAP 9 1 X HAP 23 1 U5a
HAP 10 1 K HAP 24 1 X
HAP 11 3 \% HAP 25 1 H
HAP 12 3 H HAP 26 1 J1a1.1
HAP 13 2 H HAP 27 1 J2a
HAP 14 9 H TOTAL 45

Tabla MM-5 Haplogrupo inferido de cada secuencia diferente (haplotipo) encontrada en los
45 individuos de poblacion vasca del estudio de Bertranpetit y col. (1995). N= ntimero de
individuos con el mismo haplotipo.



Ind. Hap. Ind. Hap. Ind. Hap. Ind. Hap.

GAL2 H GAL48 J1a2.1 GAL121 ? (JT?) GAL43C H
GAL4 H GALS51 H GAL124 J2 GAL46 H
GAL7 H GALG0 \Y GAL128 H GAL141 H
GALS53 H GAL111 \Y GAL129 H GAL143 H
GAL12 U6 GALG2 H GAL133 | GAL159 H
GAL13 U5a1 GALG4 H GAL137 J GAL160 H
GAL51C U5a1 GAL76 J GAL138 H GAL117 H
GAL16 U5a GAL126 J GAL142 H GAL134 H
GAL17 K GAL78 H GAL42 H GAL136 H
GAL18 H GALS81 X GAL156 T2a GAL140 H
GAL21 H GAL85 T2a GAL163 H GALG6 H
GAL22 w GAL86 H GALG1 u? GAL19 H
GAL23 H GAL34 H GAL104 u? GAL20 H
GAL24 H GAL102 H GAL38 u? GAL49 H
GAL27 u? GAL105 H GALS59 H GALS7 H
GAL28 H GAL108 H GAL135 H GALG3 H
GAL29 K GAL109 H GAL48C \Y GAL79 H
GALT77 K GAL47 H GAL42C w GAL87 H
GAL30 J GAL113 U6 GAL40C ? (LX,W) GAL97 H
GAL40 J GAL116 H GAL44 U5a GAL107 H
GAL103 J GAL118 H GAL39 H GAL106 H
GAL31 H GAL119 H GAL37 U4 GAL112 H
GAL32 K GAL120 H GAL45C H GAL115 H

Tabla MM-6 Haplogrupo inferido de la secuencia de cada individuo de la muestra de 92 individuos de
Galicia del estudio de Salas y col. (1998).

Diversidad genética

Para todas las poblaciones se calcul6 la diversidad genética, mediante la formula
de Nei (1987, p. 180), utilizando el programa Arlequin v.1.1 (Schneider, et al. 1997).
Este indice se define como la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar en una
muestra sean diferentes. Para nuestros datos implica la probabilidad de que dos

individuos elegidos al azar presenten diferente haplogrupo mitocondrial.

Prueba exacta de diferenciacion poblacional

Esta prueba es analoga a la prueba exacta de Fisher que se utiliza para tablas de
contingencia 2x2, pero extendida para tablas de contingern&i@poblaciones x alelos).

La hipétesis nula postula que la distribucién alélica es idéntica entre las poblaciones. El



valor insesgado dB, fue calculado segun el método de Raymond y Rousset (1995),
basado en una cadena de Markov, utilizando el programa Arlequin v.1.1 para la
comparacién de todas las parejas posibles de poblaciones y el programa STRUC del
paquete estadistico GENEPOP v.3.2 (Raymond y Rousset, 2000) para el andlisis de
grupos de mas de 2 poblaciones. En ambos casos se utilizaron 5000 pasos de
desmemorizacién y 200,000 iteraciones en la cadena de Markov (200 tandas de 1000
iteraciones en el caso del programa STRUC).

Reconstruccion filogenética

Para la reconstruccion filogenética, se calculd a partir de la frecuencia de los
haplogrupos la distancia genética de la medida de la cuerda (Cavalli-Sforza y Edwards,
1967) y la distancia genética de Reynolds y col. (1983). Las matrices de distancias fueron
utilizadas para construir arboles filogenéticos sin raiz utilizando el método de Fitch y
Margoliash (1967) y con raiz utilizando el método UPGMA (Sneath y Sokal, 1973, p.
230).

Por otra parte, también se construy6 un arbol sin raiz utilizando un método
restringido de méaxima verosimilitud (Felsenstein, 1981), que no requiere de la

estimacioén previa de una distancia genética.

Todos los célculos y reconstrucciones se realizaron con el paquete informético
Phylip v.3.57c (Felsenstein, 1995). Los programas y opciones utilizadas se especifican
para cada uno de los arboles obtenidos en la seccion de resultados.



Secuencias

Al igual que con los datos de haplogrupos, se utilizé la informacién de las
secuencias para realizar una comparacion poblacional utilizando distintos indices de
diversidad. En general, se consideré que cada secuencia diferente de mtDNA representa
un haplotipo. También se realiz6 la reconstruccion filogenética, tanto intra como

interpoblacional.

Poblaciones analizadas

De la poblacion Catalana actual se obtuvo un segmento de 391pb, de la posicion
16001 a la 16391 de 25 individuos. Para este segmento Unicamente fue posible utilizar
una poblacién para la comparacion, se trata de una muestra de 100 individuos no
relacionados de raza blanca de 6 diferentes regiones de Inglaterra y Pais de Gales (Piercy
et al. 1993).

Reduciendo el analisis a un segmento de 360pb (16024-16383) se utilizaron,
ademas de la anterior, las siguientes muestras poblacionales: 45 individuos de poblacién
Vasca (Bertranpetit et al. 1995); 48 individuos Toscanos (Torroni et al. 1996); 92
individuos de Galicia (Salas et al. 1998); una submuestra de 27 individuos de Galura
(Francalacci et al. 1999) de los utilizados para el analisis de la frecuencia de
haplogrupos; 69 secuencias de Cerdefia (Italia), obtenidas de mujeres muestreadas en
hospitales de maternidad de Cagliari, Nuoro, Oristano, Ozieri y Sassari (DiRienzo y
Wilson, 1991); 47 individuos de Finlandia de lengua finlandesa (Sajantila et al. 1995); 45
individuos de villas rurales de la peninsula de Anatolia, Turquia (Comas et al. 1996); una
muestra heterogénea de 22 individuos asiaticos y una muestra de 22 individuos Hadza, de

Tanzania (Vigilant et al. 1991).

Como ya se ha mencionado, la poblacion de Galura esta situada en la isla de la

Cerdefa (ver Pag. 212), no obstante para este trabajo se considera esta muestra como una



unidad distinta de la muestra de poblacién Sarda de DiRienzo y Wilson (1991), ya que

esta Ultima es una muestra heterogénea de toda la isla.

Con el fin de investigar la posible influencia de poblaciones del norte de Africa
en la peninsula ibérica y concretamente en la poblacién Catalana, se incluyé también una
muestra de 85 beréberes Mozabites de Ghardia, norte de Argelia (Corte-Real et al. 1996),
para lo cual fue necesario reducir el andlisis a un fragmento de 302pb (16069-16370). De
la poblacién antigua de Cataluia (Placa Vella), se obtuvo un segmento de 153pb (16210-
16362), asi que el andlisis se realizé utilizando este segmento de todas las poblaciones

anteriormente descritas.

Asi, para el segmento de 391pb se analizaron dos poblaciones, para el de 360
fueron 11, para el de 302 se utilizaron 12 y para el de 153pb se analizaron un total de 13

poblaciones. La informacién de todas las poblaciones se resume en la Tabla MM-7.

Localidad Clave N Descripcion ANT  Referencia

Argelia ARG 85 Bereberes Mozabites de Ghardia Corte—Real et al. 1996

Gran Bretafia BRI 100 6 regiones de Inglaterra y Pais de Gales - Piercy et al. 1993

Pais Vasco VAS 45 Provincia de Guipuzcoa + Bertranpetit et al. 1995
Galicia GALI 92 Diversos puntos de Galicia - Salas et al. 1998
Terrasa/Barcelona  CAT 25 Poblacién actual Catalana - Esta tesis

Terrasa P.VELLA 24 Poblacién medieval Catalana @ Esta tesis

Galura GALU 27 Norte de Cerdefia + Francalacci et al. 1999
Cerdefia SAR 69 De Cagliari, Nuoro, Oristano, Ozieri y Sassari + DiRienzo et al. 1991
Toscana TOS 48 Zona sur de la region + Torroni et al. 1996
Finlandia FIN 47 De lengua Finlandesa - Sajantila et al. 1995
Anatolia, Turquia TRK 45 Villas rurales de la peninsula de Anatolia b Comas et al. 1996
Asia ASI 22 Diversas localidades - Vigilant et al. 1991
Tanzania HAD 17 Poblacién Hadza - Vigilant et al. 1991

Tabla MM-7 Poblaciones utilizadas para el analisis estadistico y filogenético basado en las secuencias de
la region de control; N, tamafio de muestra; ANT, indica si se conocen los antecedentes familiares por linea
materna hasta la segunda generacion (abuelas); * no se conoce la ascendencia de los individuos pero se
asume que la muestra no estd influida significativamente por la inmigracion; ® se conoce el lugar de
nacimiento de las madres. La poblacion de Galura, es una submuestra de la utilizada en el analisis de la
distribucion de haplogrupos.



indices de diversidad

Con el fin de comparar las poblaciones en cuanto a su grado de diversidad, se
calcularon diversos estimadores. Los indices fueron obtenidos para los distintos
segmentos de todas las poblaciones, con el fin de observar las variaciones debidas al

tamano y la zona del segmento analizado.

Haplotipos diferentes y sitios variables

El porcentaje de haplotipos distintos se obtuvo en relacién al nimero de
individuos analizados y el porcentaje de sitios variables en relacion a la longitud, en

namero de nucleétidos, del segmento analizado.

Diversidad genética

Se calculo el indice de diversidad genética de Nei (1987) definido como la
probabilidad de que sean diferentes dos haplotipos de una muestra elegidos al azar. El

calculo se realiz6 utilizando el programa Arlequin 1.1.

Diversidad nucleotidica

Definido como la probabilidad de que sean diferentes dos nucleétidos homélogos
elegidos al azar, es equivalente al indice de diversidad genética pero al nivel de
nucleétido. Fue calculado para los distintos segmentos de todas las poblaciones
dividiendo la media de las diferencias por parejas en la poblacién entre el nimero de
nucleétidos analizados (Tajima, 1983; Nei, 1987 p. 257). El nimero medio de las
diferencias por parejas en la poblacién fue ponderado con el métotanaea-Nei
(Tamura y Nei, 1993), utilizando la correccion de distribucién gamma con parametro

a=0.47 (ver Wakeley, 1993). Los calculos se realizaron con el programa Arlequin 1.1.



Historia demografica

Como se ha visto en el Marco de Referencia, la estructura genética de las
poblaciones puede utilizarse para inferir su historia demogréfica. Se utilizaron los dos

procedimientos descritos a continuacion.

Distribucion de las diferencias por parejas

De acuerdo con Rogers y Harpending (1992), los episodios de crecimiento (0
declive) poblacional dejan huellas caracteristicas en la distribucion de las diferencias
entre pares de individuos. En esta distribucién un episodio de crecimiento genera una ola
gue viaja hacia la derecha, recorriendo una unidad del eje horizontalltada
generaciones, donde es la tasa de mutacion. Las distribuciones empiricas pueden
ajustarse a un modelo de expansion subita desarrollado por Rogers y Harpending (1992).
Se asume que una poblacion inicial en equilibrio con una diferencia por parejas esperada
6 =06, aumenta o disminuye rapidamente a un nuevo tamafio en élgfey que el

inicio de este crecimiento ocurrid _ unidades de tiempo mutacional antes del presente.

La distribucién de las diferencias observadas por parejas de individuos se obtuvo
mediante los programas Arlequin 1.1. y DnaSP 3.14 (Rozas y Rozas, 1999). Para evaluar
la robustez de las distribuciones empiricas se utiliz6 un métothoatstrap (Efron,

1982). Muestreando los sitios con reemplazamiento se generaron 1000 conjuntos de
datos, cada uno con el mismo numero de secuencias que la muestra original. Después se
obtuvo la distribucion de las diferencias por parejas de las 1000 muestras y se derivaron
los errores estandar. Este procedimiento se llevo a cabo con un programa escrito para tal

fin por Mauro Santos del Departamento de Genética de la UAB.

Los pardmetros del modelo de expansion subita de Rogers y Harpending (1992)
fueron estimados con los programas Arlequin 1.1 y DnaSP 3.14 mediante el método de
los momentos (Rogers, 1995):



asumiendo qué, - o«

90=\v—m

T=m—%

dondemy v son, respectivamente, la media y la varianza observadas de las diferencias

por parejas. Estas estimaciones no pueden realizarse si la varianza es menor que la

media, pero para fines préacticos puede considerarségud siv <m (por lo que

T=m)yquer=0 sim < @, para ajustar los datos observados al modetwérs,

1995).

La distribucion de las frecuencias esperadas, segun el modelo de expansién
subita, para los distintos tamafios de los segmentos analizados se obtuvo con el programa
DnaSP 3.14. La bondad de ajuste se evalu6 mediante una prueébeodda hipotesis
nula de que la distribucion observada y la esperada son iguales (es lo que se esperara

cuando existe un buen ajuste).

Por otra parte, de acuerdo con Slatkin y Hudson (1991) una poblaciéon que ha
estado creciendo exponencialmente durante un periodo de tiempo largo, muestra una
distribucion de las diferencias por parejas muy similar a la distribucion de Poisson. Por
este motivo, la distribucion observada de las distintas poblaciones también se ajust6 a la
distribucién de Poisson tomando la media de las diferencias por parejas como el
parametro _ de la distribucion. El ajuste a esta distribucién también fue evaluado con la

prueba dec.

Para todas las poblaciones se calcul6 el indice de irregular)dael Klarpending

(1994), con la férmula:

d+l1

r= Z(xi _xi—1)2

donded es el numero maximo de diferencias observadas entre haplotigossyla

frecuencia relativa observada deésimo niamero de diferencias 0,1,2...). Este indice



es una medida de la irregularidad de la curva de la distribucion de las diferencias por
parejas y alcanza valores mayores en las poblaciones en equilibrio que en las poblaciones

gue han sufrido una expansion subita.

Debido a los problemas que presenta la estimacién de la tasa de evolucion del
MtDNA, (ver Marco Tedrico), no es posible calcular adecuadamente el tiempo desde que
ocurrio la expansion. Sin embargo, independientemente de si la tasa utilizada es errébnea
0 no, el calculo de este tiempo en las distintas poblaciones resulta util para fines
comparativos. Con esta idea se realizo este calculo utilizando la tasa obtenida para el
segmento hipervariable | (378 bases; posiciones 16024-16401) por Horai y col. (1995) de
2.575X 10° por sitio por generacion, asumiendo un tiempo generacional de 25 afios. El
tiempo en afios desde la expansion, asumiendo generaciones de 25 afios, fue obtenido

con la siguiente ecuacion:

_ast
2ul

t

dondel es la longitud en nucleétidos del segmento analizgdey la tasa de mutacion

por sitio por generacion (ver Rogers y Harpending, 1992).

Inferencia de maxima verosimilitud

La historia demografica de maxima verosimilitud dentro de varias clases de
modelos de expansién poblacional dadas la diferencia media por parejas y el nUmero de
sitios variables de la muestra, fue inferida con el método de Weiss iHaeseler
(1998).

Con este método se investiga una clase de modelo de expansion en el que una
poblacion en equilibrio comienza a crecer o a decrecer exponencialmente desde un cierto
tiempo _ en el pasado hasta el tamafio actual de la poblacion. Este modelo esta definido
por tres pardmetros: _ es el parametro de la poblacion en equilibrio en el pasado
(proporcional al tamafio que tenia la poblacion); _ es el tiempo en el que el tamafo



poblacional comenzo6 a cambiar (medido en unidades de 1/Jefine la razon entre el
tamafio actual y el tamafio inicial de la poblacién.>8ila poblacion se ha expandido, si

_<1 la poblacién ha reducido su tamafio. Sk iguala a 1, se obtiene el modelo béasico

de tamafio constante como un caso especial del modelo de expansion; en cuyo caso el
parametro _ queda sin especificar. Asi, con este método es posible contrastar tres clases
de historia poblacional.

Si se asume que se conoce el proceso de mutacién (en este caso se asume el
modelo de Tamura-Nei), la evolucion de una muestra de secuencias estara

completamente caracterizada por los tres pardmetros _, Pagra estimar estos tres

pardmetros se utiliza un método de verosimilitud, condicionando la verosimilitud del
conjunto de parametros a la diferencia media entre parejas de indikigihiedsnimero

de posiciones variablesjue presenta la muestra. De esta forma se hace un uso implicito
de la relacion entre la media de las diferencias por parejas y el nimero de posiciones

variables.

El conjunto de parametros que maximice la verosimilitud L(]k,s) define la
historia poblacional mas probable dentro de la clase de modelo analizado (crecimiento,
reduccion o equilibrio). Para jerarquizar la plausibilidad de un conjunto de pardmetros
(Lo»_or_o) S€ utiliza la razén de verosimilitud Lg( ,, ok,s)L,, dondelL, es el valor
maximo verosimil dentro de la clase de historia poblacional considerada. Si se analizan
distintas clases de historias poblacionales se jerarquizan los conjuntos de paradmetros con

la razén L(q,_o, olk,S)/L5” dondeL”” es el valor maximo verosimil de todas las clases

de historias analizadas y corresponde a la historia demogréafica mas probable de la

poblacion en estudio.

Para determinar el valor de verosimilitud de cada conjunto de parametros se
utilizan simulaciones por ordenador. En cada simulacion se genera una secuencia
ancestral en la raiz de una genealogia que evoluciona bajo el modelo de Tamura—Nei
(con heterogeneidad de la tasa de mutacion). La construccion de la secuencia ancestral se
basa en una composicion de bases (porcentaje de cada base) determinada empiricamente
a partir de un gran niumero de secuencias homoélogas del tamafio del fragmento analizado

provenientes de distintas poblaciones a nivel mundial (Weiss y von Haeseler, 1998).



El valor aproximado de la verosimilitud L(_,]k,s) para un conjunto de datos
real con media de diferencias por paréjgss posiciones variables se basg enil, . . .,
B simulaciones utilizando en cada una de ellas los mismos parametros especificados
(_,_, ). Para cada simulacigrse computa la media de las diferencias por pakejasl
numero de posiciones variablgsEl valor de verosimilitud del conjunto de parametros

se aproxima por
0 ! EB
= _ I /
L(9T>p|kis) Bj: 5(/)

dondel (j) es el indicador de la variableByes el nimero de simulaciones del conjunto

especifico de pardmetros. El indicador de la variable

( 1, sik-kls_ys=s
() ="
) 0, en cualquier otro caso
donde _ es un nimero pequefio positivo que define un intervaloomomo centro. Asi,

el indicador de la variable es igual a 1 para simulaciones razonablemente cercanas a
nuestra muestra segun los estadisticps observados en ella y el valor de verosimilitud
corresponde a la fraccion de simulaciones cuyo indicador es igual a 1. La eleccién de _
es un compromiso entre la eficiencia de las simulaciones y la precisién de la
aproximacion. De acuerdo con Weiss y von Haeseler (1998), un valor de _ = 0.2 resulta
atil cuandoB = 25000.

Los valores de verosimilitud se determinan en un panel de distintas
combinaciones de parametros para obtener el valor aproximado méaximo verosimil. Se
analiza un panel por cada clase de historia poblacional y el conjunto de parametros que
muestra el valor mas alto se considera como la historia poblacional mas probable. Dado
que el andlisis requiere de un tiempo computacional que puede resultar excesivo,
Unicamente hemos realizado un analisis exhaustivo para la poblacién actual de Cataluia
medianteB = 25000 simulaciones. Otras poblaciones fueron analizadas, con caracter
preliminar, mediante un namero de simulaciones reducido para cada conjunto de
parametros del panel. Utilizan&o= 1000, se efectda un sondeo para observar el espacio
probable de maxima verosimilitud para cada clase de historia poblacional. Las



simulaciones se realizaron con el programa IPHULA (facilitado amablemente por G.

Weiss) utilizando las opciones predefinidas.

Analisis filogenético intrapoblacional

Las relaciones filogenéticas de los haplotipos dentro de las poblaciones fueron

analizadas mediante dos procedimientos distintos:

Reconstruccion filogenética a partir de distancias

La distancia genética entre los haplotipos se obtuvo con el método de Tamura y
Nei (1993), ya que es un modelo explicito de evolucién molecular desarrollado a partir
de datos de la regién de control del mtDNA; méas aun, Weiss y von Haeseler (1998) han
demostrado que es el méximo verosimil para el segmento hipervariable I. Se utilizo la
correccion de la distribucion gamma de la tasa de mutacion, utilizando el parametro
a=0.47, pues es el valor estimado por Wakeley (1993) para el segmento hipervariable I.
Los arboles filogenéticos fueron construidos sin raiz a partir de las matrices de distancias
utilizando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). El célculo de las
distancias y la construccion de los arboles se realizé con el programa MEGA 1.02
(Kumar et al. 1993). Para el dibujo de los arboles se utilizé el programa TreeView (Page,
1996).

Redes medias reducidas

Las relaciones entre los haplotipos también fueron examinadas con el método de
las redes medias reducidas de Bandelt y col. (1995). Las redes fueron calculadas y
construidas con el programa Network 2.0b (R6hl, 1998), utilizando los mismos pesos que

los utilizados por Richards y col. (1998) para los sitios inestables.



Analisis filogenético interpoblacional

Distancias genéticas

La distancia genética interpoblacional se obtuvo mediante la transformacion de
Reynolds y col. (1983) del estadistieg; (Slatkin, 1991) calculado para cada pareja de

poblaciones

De acuerdo con Slatkin (1991)

dondef, es la probabilidad de identidad de dos genes (en nuestro caso secuencias)
obtenidos de la misma poblaciép;es la probabilidad de identidad de dos secuencias
obtenidas al azar de la coleccion de poblaciones considergéasel promedio del

tiempo de coalescencia de dos secuencias extraidas de la misma poblae®rely
promedio del tiempo de coalescencia de dos secuencias extraidas de la coleccion de
poblaciones. Como se conocen las secuenciag;slggieden estimarse directamente
utilizando una distancia genética. En nuestro caso, la distancia entre los haplotipos fue
estimada con el método de Tamura y Nei (1993) utilizando la correcciéon de la

distribucién gamma con el paramete0.47 (Wakeley, 1993).

Con la transformaciéon de Reynolds y col. (1983) se obtiene la distancia genética

entre las poblaciones,
D=-In(l-F,,).

Todos los calculos se realizaron con el programa Arlequin 1.1.

' Con la transformacion de Slatkin (1995) se obtuvieron idénticos resultados que no son presentados



A partir de las matrices de distancias se construyeron los arboles filogenéticos sin
raiz con el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), utilizando el programa
NEIGHBOR del paquete informético Phylip 3.5c.

Relaciones entre los haplotipos de las poblaciones

Otra aproximacion para analizar las relaciones entre las poblaciones consiste en
reunir los haplotipos de las distintas poblaciones y reconstruir un arbol o una red con esta

combinacion de haplotipos (Corte-Real et al. 1996; Rando et al. 1998).

Aungue este andlisis puede realizarse incluyendo indistintamente todos los
haplotipos de las poblaciones consideradas, utilizar todos los haplotipos puede producir
arboles o redes poco claras si se analizan muchas poblaciones debido al elevado nimero
de haplotipos resultante. En nuestro caso hemos optado por separar los haplotipos de
cada poblacién de acuerdo al haplogrupo al que pertenecen, para poder analizar todas las
secuencias de cada haplogrupo de todas las poblaciones estudiadas. Este método tiene la
ventaja de que se evita en gran medida la confusién generada por sitios de tasa de
mutacién elevada que producen mutaciones paralelas entre los haplogrupos evitando su
diferenciacion (ver Resultados del andlisis intrapoblacional). Por otra parte, las relaciones
de las secuencias dentro de los distintos haplogrupos europeos estan lo suficientemente
estudiadas (Richards et al. 1998; Francalacci et al. 1999; Macaulay et al. 1999a) como
para proveer un marco de referencia adecuado a la hora de interpretar los resultados de
un andlisis por haplogrupos.

Las secuencias fueron clasificadas dentro de los distintos haplogrupos, de acuerdo
a la caracterizacion mediante enzimas de restriccion cuando se conocia, y mediante las
substituciones diagndsticas en las secuencias cuando no se conocia esta caracterizacion.
La validez de la clasificacién por medio de las substituciones puede contrastarse
posterioriobservando la posicion de los haplotipos dentro de la filogenia obtenida.



Los arboles filogenéticos se construyeron con el método de Neighbor-Joining
utilizando la distancia de Tamura-Nei con la correccion de distribucién gamma de la tasa
de mutacién. El parametende la distribucion fue calculado para cada haplogrupo con
un método de maxima verosimilitud utilizando el programa PUZZLE © (1995-99, K.
Strimmer y A. von Haeseler; Version 4.0.2); excepto para el haplogrupo V, ya que el
bajo nimero de secuencias diferentes encontradas en el conjunto de poblaciones no
permitié realizar una estimacién fiable. Para este haplogrupo se utilizé un valor de
a=0.47.

Para la reconstruccion soélo se utilizaron haplotipos unicos, pero la informacién de
su frecuencia fue incluida en el arbol, representada por un numero entre paréntesis. En el
nombre de los haplotipos se incluy6 el haplogrupo (y subgrupo) al que pertenecen de
acuerdo a la designacion previa. Cuando se encontraron haplotipos idénticos en dos o
mas poblaciones, se les dio un nombre especifico compuesto por una letra representativa
de cada poblacion, precedido por un asterisco. El cdédigo de una letra para cada poblacion
utilizado es el siguiente: A, ARG; B, BRI; C, CAT; F, FIN; I, GALI; U, GALU; S, SAR;
T, TOS; K, TRK y V, VAS. Asi por ejemplo, el haplotipo *BCSK-H (6) corresponde a
una secuencia del haplogrupo H encontrada en las poblaciones BRI, CAT, SAR y TRK
con una frecuencia total observada de 6. La contribucion de cada poblaciéon a la
frecuencia total, se indica en el pié¢ de figura del arbol correspondiente. Las muestras de

Asia (ASI) y de la poblacion africana Hadza (HAD), no fueron incluidas en este analisis.

Para el analisis del haplogrupo V se incluyeron las secuencias que presentaban la
substitucién 16298C de la muestra de 115 individuos de poblacion Saami de Finlandia,
Noruega y Suecia del estudio de Sajantila y col. (1995). Esta poblacion presenta el
porcentaje mas alto de esta substitucion (caracteristica del haplogrupo V) y es una de las
poblaciones en las que pudo haber surgido originalmente el haplogrupo V (Torroni et al.
1998hb). Se utilizaron las letras FSA, KSA (Finlandia), NSA (Noruega) y SSA (Suecia)
para identificar los haplotipos de la poblacién Saami. En el cédigo de una letra, se utilizo
la letra M para identificar esta poblacion.



