CONCLUSIONES



Extraccién del DNA antiguo

Cuestiones metodoldgicas

La procedencia de la muestra, en la que influyen factores como la antigiiedad, tipo de
suelo, temperatura media a lo largo del tiempo etc., produce diferencias significativas en
la eficiencia de la recuperacion del DNA. Estas diferencias parecen estar mas
relacionadas con la preservacién del DNA que con los protocolos utilizados.

El tipo de tejido del que se extrae el DNA tiene una influencia decisiva en la
preservacion y recuperacion del DNA. Las piezas dentales presentan una mejor
eficiencia que el tejido 6seo, y dentro de las piezas dentales, los caninos, incisivos y
premolares presentan una mejor eficiencia en comparacion con los molares. Estas
diferencias pueden estar relacionadas tanto con la preservacion del DNA como con la
eficiencia de los protocolos frente a distintos tipos de inhibidores.

Utilizando la parte interna de las piezas dentales, se obtiene una buena eficiencia en la
amplificacién del DNA y se evita el riesgo de amplificar DNA exdgeno proveniente de

la manipulacién de las piezas, por lo tanto no es necesario, ni recomendable, utilizar la
pieza completa.

La aplicacion del paso del “almacenamiento frio” aumenta significativamente la
eficiencia de la amplificacion del DNA sin incrementar el riesgo de contaminacion.
Otros factores como el protocolo de extraccion o la polimerasa utilizada s6lo muestran
pequefas diferencias. Estos datos indican que la presencia de inhibidores es la principal
causa de la disminucién de la eficiencia en la recuperacion del DNA preservado.

Criterios de autenticidad

Las precauciones como la limpieza de las muestras, la separacion de las areas de trabajo
y el uso de guantes y campanas de aire filtrado, no parecen ser suficientes para evitar la
contaminacion de las muestras; en tanto que el empleo de blancos de extracciéon y de
amplificacién tampoco son suficientes para la deteccion del DNA contaminante. Por
estos motivos resulta imprescindible utilizar estrategias mas exhaustivas para la
deteccién del DNA contaminante, asi como utilizar un conjunto de criterios mas amplio
para autentificar el DNA antiguo.

La relacion entre la eficiencia y el porcentaje de blancos contaminados es util en la
evaluacion de la posibilidad de que los resultados obtenidos provengan de
contaminaciones puntuales o se deban al efestier y no a la recuperacion de DNA
auténtico.

La correlacion entre secuencia y haplogrupo es util en la deteccién de contaminacion por
carryovery en la deteccion de posibles errores producidos por la DNA polimerasa. El
porcentaje de muestras contaminadas detectado con este criterio, es un buen indicador
del porcentaje de muestras contaminadas que pueden no haber sido detectadas.



La fiabilidad de la correlacion secuencia-haplogrupo como criterio de autenticidad esta
sujeta al grado en el que esta correlacién se cumple. Es necesario caracterizar un nimero
de muestras mayor mediante secuenciacion y mediante enzimas de restriccién para
definir los limites de confianza.

Es posible evaluar la autenticidad del DNA antiguo mediante un conjunto de criterios

gue incluye la eleccién del tejido; el uso de blancos de extraccion y de amplificacion; el

analisis de muestras procedentes de poblaciones control; el analisis de la relacion
eficiencia/contaminacion; la correspondencia entre la secuencia y el haplogrupo tanto en
el mismo extracto como en extractos independientes y el analisis de la variabilidad

poblacional.

Este conjunto de criterios indica una muy alta probabilidad de que la muestra de DNA
mitocondrial obtenida de la poblacion de la Placa Vella sea auténtica.

El “almacenamiento frio” y los inhibidores del PCR

La accion del frio promueve la pérdida de solubilidad de las substancias inhibitorias
reduciendo su concentracion en la muestra.

Las substancias inhibitorias parecen ser un conjunto de substancias poliméricas polares
gue tienen un peso molecular mayor de 30,000 Da.

El andlisis espectrofotométrico favorece la hipétesis de que los acidos humicos son los
responsables de la inhibicion en muestras de DNA antiguo. No obstante, existen estudios
gue demuestran la existencia de substancias inhibitorias que no provienen del suelo; por
lo que la hip6tesis de que el inhibidor sea un precursor de los acidos humicos producido
in situ, es una alternativa plausible.

La posibilidad de que los productos de la reaccion Maillard sean los responsables de la
inhibicion no puede ser descartada con nuestros analisis. Sin embargo es necesario
determinar experimentalmente si estas substancias tienen un poder inhibitorio en el PCR.

Los &cidos humicos presentan un potente poder inhibitorio en el PCR y el
almacenamiento de muestras a 4°C ha sido eficaz en la reduccion de su efecto negativo.
Tanto el poder inhibitorio de los acidos humicos como el efecto benéfico del
“almacenamiento frio” son independientes del tipo de DNA amplificado y de la
secuencia de los cebadores utilizados.

Los limites del efecto benéfico del “almacenamiento frio” estan definidos por la cantidad
y calidad del DNA en la muestra, la optimizacién del protocolo de extraccién utilizado y
la concentracion de las substancias inhibitorias. Es muy probable que este método sélo
sea efectivo en un determinado rango de concentracion de inhibidores, pero el método
puede ser optimizado diluyendo la muestra moderadamente con el fin de reducir la
concentracion de inhibidores sin reducir en exceso la concentracion de DNA.



La accién inhibitoria de estas substancias durante el PCR podria involucrar la interaccién
de sus posiciones coordinantes con los cationes de magnesio que servirian como puentes
de unién con el DNA, ya que en condiciones naturales el DNA puede unirse a los acidos
hamicos por mecanismos similares.

Analisis filogenético

Cuestiones metodoldgicas

La distribucion de los haplogrupos en la poblacién proporciona informacion limitada
para una reconstrucciéon filogenética. Lo méas adecuado para la comparacion de
poblaciones en base a la frecuencia de haplogrupos es utilizar la prueba exacta de
diferenciacion poblacional.

La distancia interpoblacional basada en la transformacion del estaéfistiobtenido
mediante la correccion gamma de la distancia de Tamura-Nei, es un método adecuado
para la reconstruccion filogenética de las poblaciones en base a sus secuencias de
MtDNA.

El contenido de informacion que existe en el fragmento de mtDNA de 302pb
comprendido entre los nucle6tidos 16069 y 16370 es practicamente el mismo que el que
contiene el fragmento de 360pb comprendido entre los nucleétidos 16024 y 16383.

El fragmento de DNA mitocondrial de 153pb comprendido entre los nucleétidos 16210 y
16362 contiene relativamente mayor informacién a nivel de nucleétido que los
fragmentos mas grandes analizados en este trabajo. Contiene suficiente informacion para
realizar un andlisis filogenético, produciendo resultados similares a los obtenidos con
segmentos mas grandes, excepto en el caso de algunas poblaciones debido a una pérdida
de la calidad de la informacion.

Por otra parte, el fragmento de 153pb contiene menos informacion haplotipica y es
insuficiente para el analisis de la distribucion de las diferencias por parejas.

La correlacién entre secuencia y haplogrupo provee un criterio objetivo para la
evaluacién de los métodos de reconstruccion filogenética. Segun este criterio, el método
de la distancia de Tamura-Nei, con correccion gamma y construccién del arbol
filogenético con el método de Neighbor-Joining es tan eficaz como la construccion de las
redes medias reducidas.

El parametra de la distribucion gamma de la tasa de mutacion, podria ser diferente para
cada tamafio de segmento. Es necesario estimar este parametro para cada segmento con
el fin de obtener una mejor reconstruccion filogenética.

En la reconstruccién filogenética de las relaciones entre haplotipos, el fragmento de
153pb resulté atil para analizar las secuencias de los haplogrupos T, V y X asi como de
los subgrupos U5 y Jla, pero las secuencias de los haplogrupos restantes tienden a perder



su diferenciacion. En todo caso, contar con la caracterizacion de las muestras mediante
enzimas de restriccion ayuda a esclarecer las relaciones filogenéticas de las secuencias.

El conocimiento previo del haplogrupo al que pertenecen las secuencias también es muy
atil en la comparacion de los haplotipos de distintas poblaciones. Permite reducir el ruido
de fondo clasificando las secuencias y realizar una “diseccién” de la informacion al
analizar los haplogrupos separadamente.

Analisis filogenético

A pesar del origen comun de las poblaciones europeas, es posible detectar cierta
diferenciacion de algunas poblaciones. Sobre la base de la proporcion de haplogrupos,
las poblaciones de Barbagia, Galicia y Pais Vasco son significativamente diferentes del
resto de las poblaciones analizadas. Basandose en las secuencias de mtDNA, también se
detectd una diferenciacion importante de estas poblaciones asi como de las poblaciones
de Galura Cerdefa y Cataluia.

La comparacion de distintos indices de diversidad y de la distribucion de las diferencias
por parejas en las poblaciones europeas muestra caracteristicas compatibles con una
expansion poblacional en sentido este — oeste, tal y como han observado otros
investigadores.

El analisis por haplogrupos de las secuencias de las poblaciones, no muestra claramente
signos de la expansién post-glacial Mesolitica en sentido sur — norte propuesta por
algunos investigadores. Concretamente, la filogenia del haplogrupo T que por su
antigliedad es muy probable que existiera en Europa antes del mesolitico, no presenta
sefiales de esta expansion.

La hipo6tesis de que algunos haplogrupos han aumentado su frecuencia en detrimento de
otros, podria explicar las caracteristicas encontradas en sus filogenias. Bajo esta
hipotesis, los haplogrupos H, Ky V habrian aumentado su frecuencia, los haplogrupos T,
I, Wy X la habrian disminuido y los haplogrupos J y U habrian mantenido una
frecuencia mas o menos constante.

La edad de los haplogrupos y su entrada en Europa, no puede ser estimada de manera
fiable si han sufrido cambios importantes en su frecuencia. Por lo tanto, es fundamental
investigar si se han dado estos cambios, de preferencia mediante estudios de DNA
antiguo en poblaciones pre-neoliticas.

El andlisis de las diferencias por parejas en la poblacion actual Catalana, muestra signos
de una expansién ocurrida en tiempos similares a la ocurrida en otras poblaciones
europeas, presumiblemente durante el Paleolitico. No obstante, la forma de la
distribucion de las diferencias y el andlisis de méaxima verosimilitud, indican que la
expansion tuvo caracteristicas diferentes que podrian estar relacionadas con los procesos
demograficos ocurridos durante y después del ultimo glacial maximo, en el Mesolitico.

Estos resultados junto con los obtenidos por otros investigadores justifican la necesidad
de estudiar en mas profundidad la poblacion Catalana, analizando muestras tanto
actuales como antiguas de distintas épocas.



- De acuerdo a la distribucion de haplogrupos, la proporcién de haplotipos distintos y la
proporcién de sitios variables, no existen diferencias significativas entre la poblacion
antigua y actual de Catalufia. La reconstruccion filogenética basada en las secuencias de
la region de control corrobora este resultado mostrando a las dos poblaciones en una
misma rama. Este ultimo resultado es consecuencia de que comparten una proporcion
elevada de haplotipos mitocondriales.

- Todos los analisis aqui realizados muestran que la poblacion Catalana esta mas
relacionada con otras poblaciones mediterrdneas que con poblaciones ibéricas como las
de Galicia y Pais Vasco. Estas relaciones son consecuencia tanto de la expansion
primigenia que siguio la ruta del mediterraneo, como del reflujo genético ocurrido en
tiempos histéricos cuando la poblacion Catalana expandié su dominio por el
mediterraneo.

Consideracion final

La caracterizacion del DNA de poblaciones Europeas antiguas mediante secuenciacion y
enzimas de restriccion, utilizando criterios exhaustivos de autenticacion, es el método mas
fiable para la resolucion de las polémicas concernientes a los procesos demogréaficos
ocurridos en Europa durante los periodos Paleolitico y Neolitico. Ademas, los estudios de
este tipo pueden ser decisivos para calibrar la tasa de mutacién del mtDNA y para evaluar la
verdadera utilidad de esta molécula en el estudio de las poblaciones humanas.
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Abreviaturas

>c 400 >

BSA
CRS
DNA
mtDNA
aDNA
dsDNA
ssDNA
ddNTP
dNTP
DTT
EDTA
HAM
HPLC
kb

Leu
Lys

ng

N-J

nm

pb

Pol |
RNA
rpm
sitios AP
T-N
Tris

Adenina

Guanina

Citosina

Timina

Uracilo

Almacenamiento frio

Acido aspartico

Albumina de suero bovino
Secuencia de referencia de Cambridge
Acido desoxirribonucleico

DNA mitocondrial

DNA antiguo

DNA de doble cadena

DNA de cadena sencilla
Trifosfato de didesoxinucleétido
Trifosfato de desoxinucleétido
Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético
Hombre anatémicamente moderno
Cromatografia liquida de alta resolucion
Kilobases

Leucina

Lisina

Nanogramos

Neighbor-Joining

Nanometros

Par de bases, pares de bases
DNA polimerasa |

Acido ribonucleico
Revoluciones por minuto

Sitios apurinicos/apirimidinicos
Tamura-Nei

Hidroximetil aminometano



UPGMA Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages
uv Ultravioleta
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Donde dice:

» 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 posicion vertical.

Debe decir:

» 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 horizontal.

Pagina 186

Donde dice:

» Después de cerrar el tubo, se agita unos segundos con vortice 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.

Debe decir:

» Después de cerrar el tubo, se agita unos segundos con vortice a baja velocidad
y se irradia con luz UV (254nm) colocando el tubo a 2 cm de la fuente de luz y en
posicion horizontal durante 8 min. y 45 seg.
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Donde dice:

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

oY, 2Gl X, 2T)=(Y, 2G)=d(X, #T)



por lo que

Debe decir:

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

o, 261 x, 27)=0(r, 2G)=Q(x, 2T)

siendoQ el conjunto de sucesos posibles, por lo que
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Donde dice:

Con este método se investiga una clase de modelo de expansion en el que una
poblacién 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 parametros: _ es el parametro de la poblacién en equilibrio en el pasado (proporcional al
tamafio que tenia la poblacién); _ es el tiempo en el que el tamafio poblacional comenz6 a

cambiar (medido en unidades de 1/); gefine la razén entre el tamafio actual y el tamafio
inicial de la poblacién. Si>1 la poblacién se ha expandido, sil la poblacion ha reducido

su tamafio. Si se iguala a 1, se obtiene el modelo basico de tamafio constante como un caso
especial del modelo de expansién; en cuyo caso el parametro _ queda sin especificar.

Debe decir:

Con este método se investiga una clase de modelo de expansion en el que una
poblacién 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 parametros: _ es el parametro de la poblacién en equilibrio en el pasado (proporcional al
tamafio que tenia la poblacién); _ es el tiempo en el que el tamafio poblacional comenzé a

cambiar (medido en unidades de 1/); gefine la razén entre el tamafio actual y el tamafio

inicial de la poblacion. Si>1 la poblacién se ha expandido, sil la poblacion ha reducido



su tamafio. Si se iguala a 1, se obtiene el modelo basico de tamafio constante como un caso
especial del modelo de expansién; en cuyo caso el parametro _ queda sin especificar.

Donde dice:

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

caracterizada por los tres parametros _,. y

Debe decir:

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

caracterizada por los tres parametros _,. y
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Donde dice:

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,
reduccién o equilibrio). Para jerarquizar la plausibilidad de un conjunto de parametros
(o_o» o) Se utiliza la razén de verosimilitud Ly( ,, ok,S)L,, dondeL, 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 parametros con la razén
L oo olk,S)/L%” dondeL?” es el valor maximo verosimil de todas las clases de historias

analizadas y corresponde a la historia demografica mas probable de la poblacion en estudio.
Debe decir:

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,
reduccién o equilibrio). Para jerarquizar la plausibilidad de un conjunto de parametros
(Lo»_or_o) Se utiliza la razén de verosimilitud Ly( ,, o|k,S)L,, dondeL, 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 parametros con la razén



L(_o_o_olk,S)/L%” dondeL’” es el valor maximo verosimil de todas las clases de historias

analizadas y corresponde a la historia demografica mas probable de la poblacion en estudio.

Donde dice:

El valor aproximado de la verosimilitud L(_,]k,s) para un conjunto de datos real
con media de diferencias por parefags posiciones variables se basajenl, ... ,B

simulaciones utilizando en cada una de ellas los mismos parametros especificados (_,_,

Debe decir:

El valor aproximado de la verosimilitud L(_,]k,s) para un conjunto de datos real
con media de diferencias por parefags posiciones variables se basajenl, ... ,B

simulaciones utilizando en cada una de ellas los mismos parametros especificados (_,_,
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Donde dice:

Para los datos de la poblacion Catalana actual, se realizé un analisis exhaustivo
mediante cuatro paneles correspondientes a valoresd#e 1,000, 10,000, 100,000 y

1,000,000 corB = 25,000 (Fig. R-20). Cada panel fue compuesto con 10 valoregdie
0.5 a 5) y 10 valores de (de 1 a 10), analizando asi 100 combinaciones de parametros

distintas. El valor maximo verosimiL{” ), que define la historia poblacional mas probable

de la poblacién Catalana actual, fue obtenido con los parametrds, =1y =10,000.

Debe decir:

Para los datos de la poblacion Catalana actual, se realizé un analisis exhaustivo

mediante cuatro paneles correspondientes a valoresd#e 1,000, 10,000, 100,000 y
1,000,000 corB = 25,000 (Fig. R-20). Cada panel fue compuesto con 10 valoregdie
0.5 a 5) y 10 valores de (de 1 a 10), analizando asi 100 combinaciones de parametros

distintas. El valor maximo verosimiL{” ), que define la historia poblacional mas probable

de la poblacién Catalana actual, fue obtenido con los parametrds, =1y =10,000.
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Donde dice:

la Figura R-20 se muestra una representacion grafica de los valores de la razon de

verosimilitud lik(_o,_o, ok,S)/L"” obtenidos con cada combinacion de pardmetros.

Debe decir:

la Figura R-20 se muestra una representacion grafica de los valores de la razon de

verosimilitud lik(_,,_o, o|k,S)/L” obtenidos con cada combinacion de parametros.

En el pie de la Figura R-20, donde dice:

La combinacion de parametros _ = 2.5, = 1=y10,000 dio el valor mas alto.
Debe decir:
La combinacion de parametros _ = 2.5, = 1=y10,000 dio el valor mas alto.
Donde dice:

Los valores maximo verosimiles que definen la historia de la poblacion Vasca,
estimados por Weiss y von Haeseler (1998), ser?2.25, =1y = 100. Estos resultados
nos indican que el tiempo en el que se expandieron ambas poblaciones (determinados por el
valor de_) fue similar, siendo quiz4 un poco mas antiguo para la poblacién Catalana.
Asimismo, este resultado sugiere que el tamafio inicial de las dos poblaciones (determinado
por el valor de ) era practicamente idéntico. Por lo tanto, la principal diferencia entre la
historia demografica de las dos poblaciones radica en sus respectivos valgregddo
cien veces mayor para la poblacion de Cataluia.

Debe decir:

Los valores maximo verosimiles que definen la historia de la poblacion Vasca,
estimados por Weiss y von Haeseler (1998), ser?2.25, =1y = 100. Estos resultados

nos indican que el tiempo en el que se expandieron ambas poblaciones (determinados por el
valor de ) fue similar, siendo quiz4 un poco mas antiguo para la poblacién Catalana.



Asimismo, este resultado sugiere que el tamafio inicial de las dos poblaciones (determinado
por el valor de ) era practicamente idéntico. Por lo tanto, la principal diferencia entre la

historia demografica de las dos poblaciones radica en sus respectivos valgregddo
cien veces mayor para la poblacion de Cataluia.
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Donde dice:

verosimilitud més alto en la poblacion Catalana se obtuvo en el panet d60,000 y el
tercer valor mas alto en el de= 1,000,000; por lo que la probabilidad de que exista un
valor verosimil mayor en un conjunto de paradmetros centre 10,000 y 100,000, es mayor

gue la probabilidad de que exista en un conjunto camtre 1,000 y 10,000.

Debe decir:

verosimilitud més alto en la poblacion Catalana se obtuvo en el panet d60,000 y el
tercer valor mas alto en el de= 1,000,000; por lo que la probabilidad de que exista un
valor verosimil mayor en un conjunto de paradmetros centre 10,000 y 100,000, es mayor

gue la probabilidad de que exista en un conjunto cemtre 1,000 y 10,000.

Donde dice:

El sondeo que realizamos con los datos de la poblacion Toscana nos indica que los
parametros maximo verosimiles que definen su historia se encuentran alreded@.8e

=1y =1,000.

Debe decir:

El sondeo que realizamos con los datos de la poblacion Toscana nos indica que los
parametros maximo verosimiles que definen su historia se encuentran alreded@.8e

=1y =1,000.
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En el pie de la Figura R-23, donde dice:

Arboles filogenéticos construidos con el método de N-J a partir de la matriz de distancias de
Tamura-Nei, para los fragmentos de 360 (izquierda) y 153pb (derecha) de la poblacién TOS.
Debe decir:

Arboles filogenéticos construidos con el método de N-J a partir de la matriz de distancias de
Tamura-Nei, para los fragmentos de 153 (izquierda) y 360pb (derecha) de la poblacién TOS.
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En el pie de la Figura R-25, donde dice:

Arboles filogenéticos construidos con el método de N-J a partir de la matriz de distancias de
Tamura-Nei, para los fragmentos de 360 (izquierda) y 153pb (derecha) de la poblacién
GALU.

Debe decir:

Arboles filogenéticos construidos con el método de N-J a partir de la matriz de distancias de
Tamura-Nei, para los fragmentos de 153 (izquierda) y 360pb (derecha) de la poblacién
GALU.



