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ABSTRACT

Ancient DNA (ancient Deoxyribonucleic Acid, aDNA) is the DNA present in the
biological remains of already extinct or antique organisms, and is the main area of study
in palaeogenetics. Its analysis, based on the remains from different archaeological
contexts, has provided an opportunity to shed light on the evolutionary history of past
populations. However, due to the poor preservation of aDNA in cases, palaeogenetic
analysis requires great methodological precision, even demanding the establishment of
a specific procedure for each type of sample. Although the current lack of information
about the preservation of aDNA has been overcame thanks to the use of Next
Generation Sequencing (NGS) techniques, these limitations still represent an obstacle
in the evolution of sampling and extraction methods that allow an increased recovery of
specific aDNA. Thus, it is crucial to establish a precise palaeogenetic experimental
design in archaeological contexts, adapted to the conditions of each site and which
includes appropriate criteria for the execution of a successful sampling and efficient
extraction. Therefore, this review presents the different currently available aDNA
sampling and extraction techniques depending on the type of sample, testing them in a
case study and comparing them with the methods for degraded DNA analysis in forensic
contexts. Despite of more research still needs to be done on sample preservation to
overcome the existing limitations impeding the expansion of palaeogenetic applications,
the experimental design proposed in this work, together with its sampling and extraction
methods, can be satisfactory to extract the necessary amounts of aDNA for a big scale

palaeogenetic study.

Keywords: aDNA, degraded DNA, sampling methods, aDNA extraction

methods, processing of ancient skeletal samples.



RESUMEN

El DNA antiguo [Ancient DNA (Deoxyribonucleic Acid), aDNA] es el DNA
presente en los restos bioldgicos de organismos ya extintos o de cierta antigiiedad,
siendo el objeto de estudio de la paleogenética. Su analisis, a partir de los restos
encontrados en los diferentes contextos arqueolégicos, ha permitido esclarecer la
historia evolutiva de las poblaciones pasadas. Sin embargo, debido a que la
preservacién del aDNA acostumbra a ser deficiente, el analisis paleogenético conlleva
una gran precisién desde un punto de vista metodoldgico, requiriendo incluso establecer
un procedimiento especifico para cada tipo de muestra. Aunque actualmente las
limitaciones que presenta el estudio de aDNA se han superado gracias al uso de
Técnicas de Secuenciacion Masiva (Next generation Sequencing, NGS), estas siguen
suponiendo un obstaculo en la evolucion de las metodologias de muestreo y extraccion
que permitan aumentar el rendimiento de recuperacién del aDNA de interés. Asi, es
crucial el establecimiento de un buen disefio experimental paleogenético en contextos
arqueoldgicos, que se adapte a las condiciones de cada uno de los yacimientos y que
comprenda criterios para la ejecucion de un muestreo adecuado y una extraccion
eficiente. Por todo ello, esta revision expone las diferentes estrategias actuales de
muestreo y extraccién de aDNA en funcion del tipo de muestra, ademés de evaluarlas
en un caso-estudio y compararlas con las metodologias de andlisis de DNA degradado
en contextos forenses. A pesar de que todavia quede por investigar acerca de la
conservacion de las muestras y asi superar las limitaciones existentes que impiden una
aplicacion mas amplia de la paleogenética, el disefio experimental planteado en este
trabajo, junto con sus métodos de muestreo y extraccion, puede resultar satisfactorio
para extraer las cantidades necesarias de aDNA para un estudio paleogenético de gran

calibre.

Palabras clave: aDNA, DNA degradado, métodos de muestreo, métodos de

extraccién de aDNA, procesamiento de muestras esqueléticas antiguas.



ABREVIATURAS

o aDNA: DNA antiguo [Ancient DNA (Deoxyribonucleic Acid)]

e !4C: Carbono 14

e CT: Tomografia Computarizada (Computed Tomography)

e Cyth: gen del Citocromo b (Cytochrome b gen)

e EDTA: Acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid)

e EPI: Equipo de Proteccion Individual

e GUuSNC: Tiocinato de guanidinio (Guanidinium thiocyanate)

o mtDNA: DNA mitocondrial [Mitrochondrial DNA (Deoxyribonucleic acid)]

e NGS: Secuenciacion Masiva o de Nueva Generacion (Next Generation
Sequencing)

¢ NRY: porcion No-Recombinante del cromosoma Y (Non-Recombinant Y)

e pb: pares de bases (base pair, bp)

¢ PCR: Reaccion en Cadena de Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

e RUV: Radiacion Ultra Violeta

e SDS: Dodecilsulfato Sédico (Sodium Dodecyl Sulfate)

e SNP: Polimorfismos de Nucleétido Unico (Single Nucleotide Polimorphism)

e STR: Microsatélites (Short Tandem Repeats)

e TFM: Trabajo de Fin de Master

e UPV/EHU: Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas del DNA antiguo

El DNA antiguo [Ancient DNA (Deoxyribonucleic Acid, aDNA)] es el DNA
presente en los restos bioldgicos de organismos ya extintos o de cierta antigliedad, y la
ciencia que se encarga de su andlisis y recuperacion es la paleogenétical. La
informacion obtenida a partir del aDNA permite abordar cuestiones cientificas de diversa
naturaleza; entre otras, identificacion de individuos, reconstruccion de la filogenia de
especies extintas, la reconstruccion de la historia evolutiva y demogréfica de las

poblaciones pasadas y estudios de domesticacion de flora y faunal=.

Las células, cuando estan vivas, presentan sistemas de reparacién del DNA que
evitan o atentian su dafio. No obstante, cuando el organismo muere, la célula cesa
dichos mecanismos, y los agentes fisico-quimicos degradan el DNA (principalmente por
hidrélisis y oxidacion) sin ningin impedimento!3. Como consecuencia de ello, el DNA
recuperado de los tejidos antiguos se encuentra bastante dafiado y degradado, siendo
esta una de las principales caracteristicas del aDNA (Tabla 1). Los factores ambientales
también influyen en la preservacion del DNA, lo cual es relevante para el estudio del
aDNA. Las variables ambientales que aumentan la tasa de degradacion del DNA son,
principalmente, la elevada temperatura, el pH acido, la accién del oxigeno, el elevado
contenido de sales en el medio acuoso y la exposicion al agua y a la radiacion ultra
violeta (RUV)*°,

Caracteristicas del aDNA

Recuperacion de escasa cantidad. El aDNA representa Unicamente entre el 0,1-1%
de lo que se esperaria encontrar en una muestra actual.
Altamente degradado y fragmentado. La fragmentacion del DNA sucede a causa
de su degradacion, que principalmente se debe a los factores tafondmicos
acontecidos en el lugar del enterramiento. Existe una relacion exponencial inversa
entre la longitud de las moléculas y la concentracion de aDNA recuperado.
Elevado riesgo de contaminacion por DNA exdgeno de organismos presentes en
el lugar del enterramiento y/o por los materiales y reactivos empleados durante el
andlisis molecular, siendo el personal que manipula las muestras antes, durante y
después de la extraccion de aDNA la principal fuente de contaminacion.

Tabla 1. Principales caracteristicas del DNA antiguo®36.

Las caracteristicas inherentes al aDNA (Tabla 1), suponen una limitaciéon a la
hora de llevar a cabo su andlisis, lo cual obliga a seguir unos criterios de autentificacion
para dar fiabilidad a los resultados obtenidos®”. Algunos de estos son: i) uso de controles
negativos, tanto en la extraccion como en la amplificacion, con el fin de identificar

posibles contaminaciones. Se trata de muestras que carecen de restos biol6gicos y son




sometidas al proceso de extraccién y amplificacion, al igual que las muestras problema;
ii) cuantificacion del numero de moléculas de aDNA presentes en el extracto; iii) analisis
por duplicado de dos extractos diferentes de la misma muestra problema; y iv) andliss

del DNA del personal del laboratorio con el fin de identificar posibles contaminaciones’.

La fiabilidad del resultado obtenido depende de la comprobacién de la ausencia
de contaminacién de la muestra, independientemente del tipo de muestra que se trate’.
La contaminacién mas habitual se produce con DNA actual, tanto humano (procedente
de los arquedlogos que manipulan la muestra en la excavacién, el personal de los
centros de custodia o los museos y los investigadores que manipulan la muestra para
su analisis en el laboratorio) como microbiano, y puede enmascarar los resultados
obtenidos ocasionando interpretaciones y conclusiones erréneas®. Por consiguiente, se
han desarrollado protocolos de excavacion especiales® para minimizar estos riesgos,
como por ejemplo el uso de vestimenta aislante adecuada (Equipo de Proteccion
Individual, EPI), mascarillas, guantes, condiciones apropiadas de almacenamiento y

tratamiento (temperatura y humedad constante), etc.

Durante la extraccion y andlisis del aDNA en el laboratorio, la muestra también
puede contaminarse; por esta razén, los laboratorios de aDNA deben estar aislados de
otros laboratorios de andlisis de DNA actual o moderno y con espacios separados para
la manipulacion de muestras pre-PCR [Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(Polymerase Chain Reaction, PCR)] y post-PCR?. Asimismo, las instalaciones tienen
que estar sometidas a estrictos protocolos de limpieza; entre otras, la desinfeccién de
superficies con lejia al 3-10% y etanol al 70%, y la limpieza de aparatos, superficies y
reactivos (mediante el Cross-Linker) con RUV!. Ademas, es importante recalcar que la
extraccion de aDNA (y la consiguiente PCR) se realiza en camaras que presenten una
presion diferencial negativa, en las cuales los investigadores tienen que seguir un
riguroso protocolo de vestimenta (EPI) y limpieza que evite la contaminacién durante

todo el tiempo de manipulacién de la muestra.

Al igual que el DNA, el aDNA se puede utilizar a modo de huella genética para
la identificacion individual'. La mayor parte del DNA en eucariotas se encuentra dentro
del nacleo celular [DNA nuclear (nuclear DNA, nDNA)]. En el caso de mamiferos, se
trata de una molécula lineal de doble cadena compuesta de unas 3.000 millones de pb,
empaquetada formando los cromosomas!’, heredados de ambos progenitores. Por otro
lado, en eucariotas, existe una pequefia porciéon de DNA que se encuentra dentro de

unos organulos citoplasmaticos denominados mitocondrias [DNA mitocondrial




(mitochondrial DNA, mtDNA)]. El mtDNA es una molécula helicoidal de unas 16.569 pb

que, a diferencia del NDNA, presenta una herencia exclusivamente materna®1°,

El mtDNA es uno de los marcadores genéticos mas utilizados en los estudios de
aDNA!, puesto que la célula presenta entre 2 y 10 moléculas de mtDNA por mitocondria
frente a las dos copias de nDNA?, por lo que podemos encontrar un total de entre 1.000-
10.000 copias de mtDNA por célula eucariota, facilitando asi su supervivencia. Esto
supone una gran ventaja cuando se trabaja con material genético antiguo y/o

degradado??, ya que hay una mayor probabilidad de éxito en la recuperacién de aDNA.

Otras de las caracteristicas que hacen que el mtDNA sea tan util para los
estudios de evolucion son su elevada tasa de mutacioén y su herencia exclusivamente
materna; esto garantiza que los cambios genéticos de una generacion a otra sean
debidos Unicamente a mutaciones y no a recombinaciones, permitiendo, asi, el analisis
de la historia evolutiva reciente de las poblaciones!. No obstante, en funcién del tipo de
estudio que se quiera llevar a cabo, estas caracteristicas pueden convertirse en
limitaciones, puesto que se trata de un Unico locus que informa solamente de la historia

evolutiva maternal.

El cromosoma Y es otro marcador genético utilizado en los estudios de aDNA,
principalmente la porciébn No-Recombinante (Non-Recombinant Y, NRY), dada su
herencia exclusivamente paterna y su naturaleza no recombinante. No obstante, su
estudio no es tan frecuente como el del mtDNA, puesto que existen Unicamente dos
copias de NRY por célula eucariota (diploide), convirtiendo este marcador en una
herramienta mas compleja de analizar en los estudios paleogenéticos; a esto hay que
afiadirle que la tasa de mutacién de este marcador es 5-10 veces menor que en el caso
del mtDNA10,

1.2. Breve resefia de los estudios de aDNA

Nuestro conocimiento de la vida pasada se basa, principalmente, en los fésiles.
El analisis filogenético de los restos fosiles se vio beneficiado por el desarrollo de las
técnicas de andlisis de DNA"!, dando lugar a un nuevo campo de investigacion: la

paleogenética’.

El primer estudio que inform6é de secuencias de aDNA —pertenecientes al
genoma mitocondrial de la piel de un Quagga de unos 140 afos de antigiiedad, por
Higuchi et al.*?>—, se publicé en 1984, antes de la implantacién de la técnica de la PCR*3,
Posteriormente, a finales de los 80, el descubrimiento de la PCR supuso un evento

crucial e importante en el impulso de la investigacion del aDNA, ya que permitié a los




investigadores la amplificacion del DNA de muestras con cierta antigiiedad (de hasta
varias decenas de miles de afios) y escasa cantidad de material genético, estando este
DNA muy fragmentado®*!4. Este avance metodolégico sirvié de base para el desarrollo
de la tecnologia actual del aDNA, convirtiéendose en una estrategia de investigacion

fiable que se utiliza en diferentes campos y para diferentes intereses cientificos!®.

Durante los Ultimos afios, con las recientes mejoras de los diferentes métodos
de extraccion del aDNA, asi como su analisis, se han conseguido superar algunas de
las limitaciones de la paleogenética (asociadas a las caracteristicas inherentes del
aDNA, Tabla 1) que restringen la investigacion del aDNA a meros fragmentos cortos de
MtDNA. No obstante, la mayor innovacion metodoldgica que ha revolucionado la
investigacion paleogenética ha sido la aparicién de las técnicas de Secuenciacion
Masiva o de Nueva Generacion (Next Generation Sequencing, NGS)*3, dando lugar al
desarrollo de la paleogenémica. Desde el desarrollo de la primera de estas tecnologias
en 2005, y su implementacion casi inmediata en la investigacion del aDNA, su practica
ha alcanzado hasta ahora su punto algido con la publicacién de genomas nucleares de,
entre otros, mamut (mas de 1 millén de afos de antigiiedad)®, caballo del Pleistoceno
Medio temprano (~560.000-780.000 afios de antigliedad)*®, humanos de la Sima de los
Huesos de Atapuerca (~430.000 afios de antigiiedad)!’, Neandertales europeos y
asiaticos (~40.000-150.000 afios)'®1°, oso de las cavernas (~360.000 afios de
antigiiedad)® y genomas de Denisovanos® y el primer hibrido Denisovano-

Neandertal®?.

1.3. Andlisis y aplicacion de las técnicas del aDNA en contextos

arqueoloégicos

El éxito en la obtencién de informacién genética a partir de muestras antiguas
recuperadas en contextos arqueoldgicos esta condicionado por los factores tafonémicos
asociados al lugar, el tipo de material de estudio y la metodologia de la excavacion
arqueoldgica’. Ademas, en cada contexto hay un nimero limitado de muestras a partir
de las cuales se extrae el aDNA. Por ello, y en funcién del interés y de los objetivos del
estudio, hay que establecer una metodologia de trabajo que se adapte a cada una de

las investigaciones.

El analisis del aDNA requiere una gran precision y dedicacién desde un punto de
vista metodolégico, puesto que la preservacion del aDNA, aunque no sea del todo
conocida®, acostumbra a ser deficiente e implica adaptar la metodologia al tipo de
muestra que se disponel. Pese a que los métodos de NGS han dado lugar no sélo a

una transformacion, sino también a una rapida expansion de la investigacion del aDNA




frente a los métodos convencionales* —aumentando la sensibilidad, la capacidad y el
rendimiento con mayor longitud de lectura?®, que incluso permiten el andlisis del genoma
nuclear hasta ahora limitado a muestras excepcionalmente bien conservadas!-, cada
una de estas técnicas conlleva unas ventajas y limitaciones caracteristicas que
determinan su idoneidad para determinados escenarios?®. Igualmente, no hay que
olvidar que se trata de técnicas caras y laboriosas, no siendo rutinarias. Por todo ello,
este trabajo pretende resaltar la importancia de plantear un buen método experimental,
destacando que debido a las condiciones del yacimiento arqueoldgico, del laboratorio y
de las muestras que se disponen, no siempre existe la necesidad y/o capacidad de
emplear NGS. Por consiguiente, se hace hincapié en que el desarrollo de un buen
método de extraccién, basado en la conservacion del aDNA en las muestras, que
presente una alta eficiencia en la recuperacion del material genético degradado para su
consiguiente andlisis con técnicas convencionales (menos costosas), es suficiente para

obtener toda la informacién necesaria para desarrollar un analisis de aDNA.

Asimismo, cabe destacar la existencia de importantes investigaciones sobre la
optimizacion de los métodos de extraccion de aDNA (sobre todo de muestras
esqueléticas)®'2?°, Sin embargo, se han realizado menos estudios acerca de la
identificacion de los mejores elementos de cada tipo de muestra a partir de las cuales
obtener una mayor cantidad y calidad de aDNA*, lo cual podria resultar interesante para
aumentar aiin mas el rendimiento de recuperacion de aDNA. Ademas, hay que tener en
cuenta que los analisis de DNA son intrinsecamente destructivos, siendo necesario
identificar, a ser posible, las muestras mas informativas de todo el conjunto de muestras
que abarque el yacimiento arqueoldgico; y todo ello sin poner en riesgo el patrimonio

historico®.

2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo de Fin de Master (TFM) se centra en
discutir y revisar las diferentes estrategias de muestreo y métodos de extraccién de
aDNA, estableciendo las ventajas y las limitaciones que presentan cada uno de ellos.
Asi, se pretenden plantear las bases para el desarrollo de nuevas variantes de los
métodos convencionales, que permitan recuperar aDNA con mayor eficiencia,

garantizando la preservacion estructural de las muestras.

Para ello, y con el fin de obtener la maxima informacion posible de las muestras
gue se encuentran con mayor frecuencia en contextos arqueoldgicos, se procedera a

revisar la bibliografia de la metodologia experimental que se sigue en un estudio




paleogenético, desde la toma de la muestra hasta la obtencién de aDNA, siguiendo las

siguientes fases:

i.  Seleccién de las muestras informativas sin dafiar el patrimonio historico.
i.  Almacenamiento y/o procesamiento de las muestras.
iii. Método de extraccion de aDNA adecuado para cada tipo de muestra.

iv.  Identificacion de la especie a nivel molecular.

El segundo objetivo pretende analizar la metodologia derivada de la
investigacion paleogenética en contextos arqueoldgicos en otra area cientifica, como es

la ciencia forense, por la confluencia de intereses, métodos y aplicaciones.

Finalmente, se expondra un caso practico que siga el procedimiento

experimental planteado, confirmando la utilidad de la metodologia propuesta.

3. MATERIALES Y METODOS

Este proyecto se basa en una revision bibliografica de las investigaciones
cientificas existentes en publicaciones relevantes, fundamentalmente de articulos en
revistas y libros especializados. También se han consultado revisiones de especialistas
y otros trabajos presentados en actas de Congresos. La temética ha sido siempre el
aDNA en su amplio espectro. A esto se suma la experiencia adquirida durante la
estancia en el grupo de investigaciéon Human Evolutionary Biology del Departamento de
Genética, Antropologia Fisica y Fisiologia Animal de la Universidad del Pais Vasco

(UPV/EHU), que resulté de gran ayuda dada su experiencia en el analisis de aDNA.

En referencia a la estrategia empleada para la selecciéon de la documentacion,
se realizé una busqueda exhaustiva de la literatura relacionada con el tema a tratar. La
mayor parte de los articulos cientificos, ademéas de los libros Ancient DNA Typing.
Methods, Strategies and Applications y Métodos y Técnicas de Andlisis y Estudios en
Arqueologia Prehistorica, fueron facilitados por el grupo de investigacion Human
Evolutionary Biology de la UPV/EHU. El resto de los articulos (en su gran mayoria
revisiones) fueron obtenidos a través de diversos buscadores online como PubMed. Se

introdujeron los siguientes comandos de busqueda:
PubMed

- “Ancient DNA” [All Fields]

- “Ancient DNA” [All Fields] AND “extraction” [All Fields]
- “aDNA’ [All Fields] AND “Human” [All Fields]

- “aDNA” [All Fields] AND “Soil” [All Fields]




- “aDNA” [All Fields] AND “Cytochrome b” [All Fields]

Entre toda la literatura recopilada (unos 70 articulos), se intentd seleccionar la
mas actual e innovadora. A continuacion, se leyeron los abstract de estas fuentes pre-
seleccionadas, con la finalidad de decidir si la informacién que contenian era la que los
objetivos de esta revisidn precisaban. Después, se prosiguié con la lectura de las
referencias definitivas (unos 50 articulos). Teniendo en cuenta los objetivos de este
trabajo, se escogi6 la informaciéon mas relevante para la redaccion del proyecto y se

clasificd en base a los diferentes apartados.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Disefio metodol6gico para el analisis paleogenético en contextos

arqueoldgicos

Los pasos a seguir a la hora de realizar un andlisis paleogenético de los restos
recuperados en un yacimiento arqueolégico dependen de las condiciones del escenario
hallado. Se seguird una metodologia especifica en funcion del tipo de muestra y del
origen de esta, pero todas las investigaciones siguen un procedimiento general (Figura
1): i) registro de las muestras recuperadas (esqueléticas y de sedimento, entre otras), ii)
realizar un muestreo representativo, iii) almacenar el material de estudio, iv) procesar la
muestra para la consiguiente extraccion de aDNA vy v) determinar molecularmente su
especie cuando a nivel morfolégico no sea posible. Ademas, un buen disefio
experimental conlleva el establecimiento de unas medidas preventivas que eviten la
contaminacién y deterioro de la muestra en todos los pasos que impliquen su

manipulacion.
i. Toma de muestra

El estudio del aDNA implica trabajar con muestras que presentan una escasa
cantidad de DNA, estando este material genético fragmentado y degradado.
Dependiendo de las cuestiones que se planteen en el propio yacimiento, las muestras
a seleccionar pueden ser diferentes; principalmente suelen ser esqueléticas o de
sedimento. En la mayoria de los casos, los tejidos seleccionados para la extraccion de
aDNA son huesos y dientes, dada su robustez fisica y quimica que protege o atenda la
degradacion del material genético y les permite, a su vez, su propia conservacion a lo
largo de los afios’. En este trabajo nos hemos centrado en tres tipos de muestra: hueso,
diente (pudiendo contener sarro, que es una importante fuente de informacion) y

sedimento del lugar del enterramiento.




Entre todas las muestras esqueléticas, y teniendo en cuenta que los andlisis de
DNA son intrinsecamente destructivos, se han de seleccionar aquellas que tengan
potencial de extraccion, es decir, una elevada probabilidad de recuperacion de aDNA,
ademas de procurar de que no se destruya informacién clave para el resto de estudios
sobre la misma muestra (morfologicos, cronoldgicos, isotopicos, etc.). Para ello, se
siguen una serie de criterios expuestos en la Tabla 2. Lo mismo ocurre en el caso de las
muestras de sedimento, ya que se recogen de diversas zonas, tanto donde se
encuentran los restos esqueléticos como de otras donde se prevé que puede haber

presencia de DNA.

Estudio paleogenético en
contexto arqueoldgicos

Reqistro y seleccion de las muestras en funcion de

su potencial informativo v toma de muestra. Tipos de
Muestreo muestra:

Diente Hueso Sedimento

Almacenar las muestras para garantizar su

B preservacion y procesarlas para obtener el maximo

LULECCUE LU EL CR U - dimiento de extraccion de aDNA.
procesamiento

Diente: Semidestructivo | Hueso: Destructivo y
y No-destructivo Semidestructivo

Métodos vy protocolos de extraccion diferentes en
funcion del tipo de muestra a analizar:

Extraccion Diente: Hueso: Sedimento:  PowerMax
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cloroformo la silica Isolation

Identificacion de la especie a nivel molecular
mediante el analisis del Cifocromo b en mamiferos y
RNA 165 en microorganismos.

Determinacion de la
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Figura 1. Diagrama resumen del disefio experimental planteado para el analisis
paleogenético en contextos arqueoldgicos. Se expone la metodologia a seguir en
funcion del tipo de muestra recuperada. Todas las muestras se almacenan en las mismas
condiciones. Mientras las muestras esqueléticas (hueso y diente) necesitan ser
procesadas para la realizacion de la extraccion, las muestras de sedimento no suelen ser
tratadas.

Cuando se parte de muestras esqueléticas (huesos y dientes), los dientes son el
material preferente por ser los mas abundantes y contener el DNA mejor preservado y
protegido por el esmalte dentario. Los dientes presentan en su capa mas externa un
esmalte dental, acelular y avascular, compuesto por calcificaciones minerales (cristales
de hidroxiapatita en su gran mayoria); caracteristica que les proporciona esa propiedad

de dureza o resistencia para proteger el material genético que albergan en su interior,




en la cavidad pulpar (Figura 2a)’. No obstante, y aunque la mayor parte del aDNA que
se ha conseguido recuperar esta presente en dicha cavidad de la raiz, también se ha
conseguido extraer cierta cantidad de DNA de la dentina?*. Ademas de este DNA
enddgeno, también se ha logrado extraer DNA y aDNA exdgeno® (de microorganismos)
de los célculos dentales o sarro*?.

Criterios de seleccion de muestras esqueléticas para el analisis de aDNA

Los huesos y los dientes no han de tener fisuras o ataques microbianos (caries).
Se seleccionan preferentemente los dientes con una raiz bien conservada.

Los huesos han de ser duros y compactos. Son preferibles los huesos largos (tibia
y fémur) a los huesos porosos (a excepcion del hueso petroso).

Cuando se trabaja con un gran namero de individuos, es recomendable tomar el
mismo elemento anatémico de todos ellos, con tal de evitar su doble tipado.

Las muestras quemadas o expuestas a una elevada temperatura no son apropiadas.

Tabla 2. Criterios para la ejecucién de un buen muestreo*’.

El hueso (Figura 2b) se compone, principalmente, de proteinas y minerales; la
parte mineral (hueso compacto), estd compuesta mayormente de hidroxiapatita® —que
proporciona soporte a la parte proteica compuesta por colageno y osteocalcina—,
excluyendo asi fisicamente agentes o enzimas extracelulares que dafian esta parte
interior organica’. Aunque es cierto que se ha demostrado que el estado diagenético del
hueso del que se extrae el aDNA estd relacionado con la supervivencia y la
conservacion del aDNA, los mecanismos de deterioro biomolecular, asi como la
localizacién del DNA dentro de la estructura microscdépica del hueso, siguen siendo poco

conocidos®’.

‘
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Figura 2. Anatomia del hueso y del diente. a) A la izquierda se observa la anatomia del
diente; el DNA esta presente en las células que componen la pulpa (fibroblastos,
macrofagos y linfocitos, entre otros), también en aquellas que forman el cemento y la
dentina (cementoblastos y odontoblastos). b) A la derecha, se pueden ver las partes que
componen el hueso. El DNA esta presente en el interior de la médula 6sea; cuantas mas
trabéculas conformen el hueso esponjoso (mas denso sea), mayor seré la probabilidad de
que alberguen DNA en su interior2®:30:31,




Sin embargo, no siempre se pueden analizar este tipo de muestras, ya sea
porque no Se recuperan o0 por ser escasas o0 piezas Unicas. Una alternativa seria recoger
muestras de sedimento en el lugar de enterramiento, tomando determinadas
cantidades de sedimento de diferentes cuadrantes del lugar con el fin de obtener una
muestra representativa. Este tipo de andlisis sedimentologico de aDNA puede ser util
para determinar la presencia de especies animales y bacterianas en los suelos, ademas
de en el caso de que se quiera llevar a cabo un estudio de posibles contaminaciones de
las muestras encontradas en el yacimiento?®?’, ya que ocasionalmente estas pueden
contaminarse por el medio que las rodea’. En este tipo de analisis hay que tener en
cuenta que la dificultad radica en que se suelen obtener muestras con diferentes perfiles
genéticos. Este inconveniente esta siendo superado por el desarrollo de nuevos
protocolos de extraccibn para este tipo de muestras, obteniendo resultados
prometedores. Un ejemplo de ello es la reciente extraccion de nDNA y mtDNA
neandertal a través de NGS, a partir de muestras de sedimento de diferentes cuevas
del Pleistoceno Superior (hace ~70.000-15.000 afios)?®. No obstante, queda todavia
mucho que investigar en relacién a la eficiencia de recuperacién de aDNA de los
sedimentos, para llegar a desarrollar variantes mejoradas de los protocolos de

extraccion actuales.

En la investigacion paleogenética, los restos esqueléticos (huesos y dientes) han
sido y son los sustratos mas estudiados. Sin embargo, dada la naturaleza compacta y
resistente de estos tejidos y su antigiiedad, la cantidad de DNA que presentan no es tan
elevada como lo puede ser en otros tejidos con mas componente organico y mas
recientes, lo que ha implicado una busqueda extensa de estrategias para maximizar la
recuperacion de aDNA enddgeno de especimenes esqueléticos antiguos®. Ejemplo de
ello son estudios recientes que han demostrado el gran potencial de extraccion de aDNA
de algunos huesos poco densos, anteriormente subestimados, como, por ejemplo, la
porcién petrosa del hueso temporal®. Asimismo, otros estudios afirman haber obtenido
elevadas cantidades de aDNA a partir del andlisis de cabello antiguo* de, entre otros,
humanos®?*, Otros ejemplos serian el cuero, las barbas, las garras y las plumas de
animales, elementos compuestos por capas de colageno o queratina, que aunque
suelen descomponerse cuando se depositan bajo tierra, se han descrito algunos
contextos extraordinarios (como, por ejemplo, enterramientos con muestras
conservadas en el permafrost de bisonte®* y de buey almizclero®) en los que estos
elementos pueden conservarse en el registro arqueolégico reteniendo el aDNA del

huésped®. No obstante, la recuperacion de este tipo de muestras suele ser excepcional,
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puesto que no se suelen preservar asi como lo hacen las muestras esqueléticas a lo

largo de los afios.

Se sabe que las tasas de éxito para obtener un perfil genético varian entre las
diferentes porciones esqueléticas®’. Esta limitacion en el muestreo recae en la escasa
informacién que se tiene acerca de la conservacion del material genético en las
muestras antiguas, sobre todo en las muestras dseas, ya que se desconoce coOmo se
degrada el DNA en el colageno mineralizado del hueso, o dénde sobrevive en aDNA en
la arquitectura de este material®. La densidad del hueso es un factor importante que
influye en la preservacion del DNA®*', ya que la exclusion fisica de los microorganismos
y otros contaminantes externos pueden ser caracteristicas importantes en la
supervivencia del material genético®>%, y también que el DNA puede quedarse atrapado
en las superficies externas de las fibrillas de colageno (en el proceso de mineralizacién
del hueso) o en la superficie de los cristales de hidroxiapatita en desarrollo®. Al contrario,
esta problematica no es tan limitante en el caso de las muestras dentarias, puesto que
el diente presenta una estructura externa mas compacta que protege el DNA en su
interior, siempre y cuando no presente fisuras o caries que dejen la cavidad pulpar al

descubierto.

Por todo ello, y con el objetivo de seleccionar las mejores muestras del conjunto
recuperado en un yacimiento, los investigadores han tratado de desarrollar nuevos
métodos de muestreo en base a toda la informacion desarrollada con anterioridad. A
modo de ejemplo, tenemos una estrategia de muestreo que ayuda en la seleccién de la
mejor muestra de hueso y/o porcién del hueso basado en la Tomografia Computarizada
(Computed Tomography, CT)*¢, método ampliamente utilizado para medir con precision
la variacion de la densidad en los tejidos biolégicos. Un estudio reciente® ha afirmado
que la CT pudo optimizar la seleccién de las regiones mas eficientes para la extracciéon
de aDNA de la porcion petrosa del hueso temporal, mediante la revelacién de las zonas
mas densas del propio hueso. No obstante, esta técnica es cara y laboriosa, y no esta
presente en la mayoria de los laboratorios paleogenéticos, por lo que es necesario
seguir investigando e ir resolviendo las cuestiones limitantes acerca de la conservacion
del aDNA en las muestras bioldgicas, con el fin de establecer unos criterios de seleccién

mas 6ptimos no basados en suposiciones.

En resumen, existe una necesidad acuciante de modelos de seleccibn mas
refinados basados en el conocimiento de la conservacién del aDNA en muestras
esqueléticas (sobre todo en hueso) y de herramientas que permitan maximizar el

rendimiento de la extraccion de aDNA y su posterior andlisis. A medida que avance este
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conocimiento en la conservacién del material genético en los restos esqueléticos y se
disponga de herramientas para abordar los limites actuales, se aprovechara el potencial
de los sustratos descuidados o subexplotados para proporcionar una vision Unica de la

filogenética, la evolucidon microbiana y demas procesos evolutivos®2,
ii. Almacenamiento y/o procesamiento de las muestras

Antes de abordar el protocolo de extraccion de aDNA, se deben de procesar las
muestras para optimizar la recuperacion del material genético. Para ello, es
recomendable seguir una serie de instrucciones que ayuden a la preservacion de las

muestras y, que al mismo tiempo, eviten su contaminacion.

Desde el momento del hallazgo de los restos a analizar, estos deben ser
manipulados con guantes para evitar su contaminacion. Cada una de las muestras
recogidas se depositara en una bolsa de plastico independiente, y en el caso de que las
muestras se encuentren hiumedas y no puedan ser transportadas en condiciones de
humedad y temperatura adecuadas, se han de trasladar en bolsas de papel para evitar
su deterioro. Una vez se quiera almacenar el material de estudio, para minimizar el
riesgo de contaminacién post-excavacion y degradacion de aDNA, las muestras se han

de conservar en oscuridad, a temperatura y humedad constante’.

Antes de llevar a cabo el analisis paleogenético de las muestras, es aconsejable
realizar un registro fotogréfico de todas aquellas muestras esqueléticas que se han
seleccionado, ya que, en ocasiones, se destruyen parcialmente o por completo para
poder realizar la extraccion de aDNA. Ademas, es importante evitar el lavado de las

muestras, ya que el agua degrada el DNA por hidrélisis’.

Las muestras esqueléticas, a diferencia de las muestras de sedimento, requieren
de una previa preparacion antes de realizar la extraccion de aDNA. Ademas,
dependiendo de la importancia de la muestra, se seguira un método destructivo,
semidestructivo o no destructivo. Por un lado, la metodologia habitual para el
procesamiento de los dientes implica lavar su superficie con acidos y RUV?, para
después: i) método semidestructivo: serrarlos transversalmente en la zona del cuello
cervical (Figura 3) y posteriormente limar la cavidad pulpar que queda al descubierto; o
ii) método destructivo: la pulverizacién completa del diente, manual o automéaticamente
(Freezer Mill)?°. No obstante, no siempre es viable la destruccién completa o parcial del
diente; es por ello que se han ido desarrollando nuevos métodos méas conservadores
para su andlisis. Estudios recientes®*® afirman que se puede obtener aDNA de los
dientes sin tener que destruirlos, basdndose en la extraccion del material genético del

cemento (tejido mineralizado que recubre la raiz, Figura 2a), a través de una incubacion
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del diente en su totalidad, dejando expuesta la raiz (impermeabilizando el resto del
diente con parafiim) en un tampén de lisis?*°. Otro ejemplo seria el método no
destructivo desarrollado por Hervella et al., 2015?° (Figura 3), el cual consigue extraer
aDNA de los dientes (caninos y molares, principalmente) mediante perforaciones

cervicales que dejen la cavidad pulpar al descubierto.

#~ = >» OCCLUSSAL PERFORATION
L 2EREE » CERVICAL PERFORATION
CERVICAL CUT
Figura 3. Método de procesamiento de diente (modificado de Hervella et al., 2015).
Método semidestructivo: corte cervical del diente. Método no destructivo: perforacién
cervical y oclusal del diente®.

Por otro lado, en el caso de los huesos, la muestra se limpia por abrasion?.
Dependiendo de las condiciones y necesidades del estudio, se puede optar por
diferentes métodos de procesamiento: i) método no destructivo: perforacion del hueso;
0 ii) método destructivo: pulverizacion de un fragmento de hueso. Cuando el registro de
muestras esqueléticas encontradas en el yacimiento es escaso, la metodologia
escogida se basa en minimizar al maximo la destruccion de la muestra; se prosigue a
perforar la pieza 6ésea con una broca de dentista, para poder pulverizar la matriz
esponjosa de su interior y no dafiar la estructura exterior del hueso. En otras ocasiones,
cuando las muestras esqueléticas no son limitantes, es permisible pulverizar una pieza
Osea al completo (costilla) o parte de ella (fragmento de hueso largo) para poder sacar
el maximo rendimiento de la extraccion. La pulverizacion de toda la pieza se realiza
manual o automaticamente (Freezer Mill); la pulverizacién automatica se lleva a cabo

mediante un molino de impacto electromagnético refrigerado con nitrégeno liquido.

Estudios acerca de la conservaciéon del aDNA en tejidos antiguos* afirman que

una “predigestion” enzimatica breve basada en la incubacion con Acido

Etilendiaminotetraacético (EDTA, Ethylenediaminetetraacetic acid) de los huesos
pulverizados aumenta de manera notable la cantidad y calidad de aDNA end6geno

recuperado, puesto que el EDTA —tampo6n que desmineraliza la capa superficial del
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hueso— puede recuperar el aDNA retenido en la hidroxiapatita. También indican que, en
el caso del diente, la extraccion de aDNA de las células de la capa externa de la raiz
(cemento) es mas eficiente, en cuanto a la recuperacion de aDNA, que la de las células

de la dentina interna®.
iii. Extraccion de aDNA en funcién del tipo de muestra a analizar

El paso mas importante en los estudios paleogenéticos es la extraccién de
aDNA. La busqueda del método mas apropiado para la obtencién de aDNA de muestras
antiguas ha sido considerable; existen muchos métodos de extraccion de aDNA de
muestras antiguas, puesto que cada laboratorio adapta y varia los protocolos existentes
en funcién de sus necesidades, limitaciones y experiencia. Sin embargo, la mayoria de
las publicaciones tienen como objetivo maximizar el rendimiento de la recuperacion de
aDNA, en lugar de realizar investigaciones sistematicas dirigidas a la mejora y
comprension del propio protocolo* para estandarizar el método de extraccion. Ademas,
las muestras antiguas son individuales, cada una requiere un procedimiento especifico
y, aunque por muchas razones no es posible ni recomendable realizar un protocolo
individual para cada muestra, es dificil concretar un método de extraccion que sea util

para muestras con DNA de calidades completamente diferentes4,

La extraccibn de aDNA, a rasgos generales, se basa en un proceso de
decalcificacién y/o desmineralizacion [p. ej. con EDTA y/o Dodecil Sulfato Sédico
(Sodium Dodecyl Sulfate, SDS)] y posterior hidrélisis de posibles membranas celulares
y/o proteinas (mediante proteasas o0 agentes reductores, p. €j. proteinasa K) remanentes
unidas al DNA recuperado de una muestra antigua, con el objetivo de aislar el material
genético. Este proceso sigue una metodologia diferente en funcién del tipo de muestra
a analizar; dada la busqueda bibliografica realizada, se proponen los siguientes
protocolos de extraccién que actualmente mas se utilizan en los estudios de aDNA, por
el hecho de presentar un mayor numero de ventajas que de limitaciones: la extraccion
de aDNA a partir de diente por el método del fenol-cloroformo, la extraccion de aDNA
de muestras esqueléticas por el método de Rohland & Hofreiter (basado el método de
la silica) y la extraccion a partir de sedimento por kits comerciales como PowerMax Soil
y Soil gDNA Isolation. Segin Rohland & Hofreiter**, 2007, muchos productos quimicos
utilizados en los diferentes métodos de extraccion, afectan de forma negativa al
rendimiento de recuperacion de aDNA, incluso hay veces que lo disminuyen. Por ello,
se procedera a exponer el método de extraccion optimizado por estos autores que
supera a todos los demas métodos en términos de rendimiento de extraccion. Sin

embargo, a raiz de este, han surgido otros métodos mas especificos y novedosos para
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cada tipo de muestra, los cuales mejoran algunos aspectos limitantes del método

tradicional.
a) Método del fenol-cloroformo para muestras dentarias

La extraccion de DNA basada en el método del fenol-cloroformo ha tenido éxito
en muchos tipos de materiales como, por ejemplo, huesos, dientes y heces*. El fenol
es un potente agente desnaturalizante, necesario para romper las histonas que
empaquetan el nDNA y poder llegar a obtener, asi, no sélo el mtDNA sino también el
nDNA!. Teniendo en cuenta que los dientes tienen una estructura externa muy
mineralizada y compacta que preserva el DNA en su interior, ademés de aislarlo de
agentes inhibidores, es més probable extraer nDNA o fragmentos de DNA de mayor
tamafio, asi como coextraer menos inhibidores, de este tipo de muestras que de otras
muestras organicas (menos conservadas). Por ello, y dado que la extraccién en base
de silica es preferible para la recuperacion de fragmentos de DNA mas pequenios, es el
método del fenol-cloroformo el que se emplea, sobre todo, en las muestras dentarias.
No obstante, en comparacién con el método en base de silica, el método del fenol-
cloroformo coextrae mas inhibidores, lo cual puede generar problemas a la hora de
realizar la PCR.

En referencia al protocolo, primeramente, y una vez la pieza dental esté
procesada (serrada o pulverizada), hay que incubar la muestra en una solucién de lisis
(0,5M EDTA; 0,5mM Tris HCI; SDS 0,5%; 200uL proteinasa K) durante 2h a 56°C (u
over night a 37°C), con rotacion mecanica. A continuacion, se procede a extraer el DNA
de los restos celulares con la adicién de la solucion de fenol por un lado y la de
cloroformo por otro; el fenol hace que la parte proteica del extracto se desnaturalice y
guede disuelta en la parte fendlica, mientras que el DNA permanece en la parte acuosa.
El cloroformo también tiene la funcién de separar el DNA de las proteinas a la que esta
molécula se pueda unir, mediante cambios en el pH del extracto que desnaturaliza las
proteinas. La parte acuosa recuperada serd, después, purificada y concentrada
mediante filtraciéon, con el uso del Centricon-30?°4?, Ademds, en cada tanda de
extraccion se incluye, como minimo, un blanco de extraccion, o un blanco de extraccion

por cada cuatro muestras*?.

Este método, por lo tanto, se basa en un procesamiento semidestructivo o
destructivo de la muestra, ya que hay que cortar o pulverizar, respectivamente, el diente
para dejar la cavidad pulpar al descubierto y que el tampon de lisis trate el DNA que
alberga en su interior. A pesar de que el método semidestructivo permita la

reconstruccion de la muestra para poder realizar otro tipo de analisis sobre la misma
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(antropolégicos, morfologicos, etc.) —lo cual hace que sea mas usado que el método
destructivo—, no siempre es permisible cortar la muestra dentaria; es por ello que los
investigadores se han esforzado para obtener variaciones de los métodos ya
establecidos que sean méas conservadores y poder mejorar asi la ejecucion del
muestreo. Ejemplo de ello es el mismo método desarrollado por Hervella et al., 2015%°,
el que demuestra que, a través de las perforaciones realizadas en el procesamiento de
la muestra (sobre todo la cervical) y la ayuda de diferentes herramientas que atraviesan
el diente por ambos orificios (orificio cervical y orificio del &pice), es posible la extraccion
del aDNA que la cavidad pulpar alberga gracias a un sistema de irrigacion endodontico;
este sistema introduce el tampon por un orificio y hace que salga del otro, recuperando
a su paso el aDNA retenido en el interior, aunque la cantidad de aDNA que se extrae de
esta manera suele ser menor en comparacion al resto de los procedimientos de

procesamiento.

Aunque es cierto que las muestras dentarias presentan una menor cantidad de
inhibidores de la PCR en comparacion, por ejemplo, con las muestras 6seas, una de las
mayores limitaciones del método del fenol-cloroformo es la falta de eliminacién de dichas
impurezas. Con el fin de solucionar este inconveniente, y debido a la alta cantidad de
aDNA recuperado con el método del fenol-cloroformo®, se podria plantear una
estrategia combinada: para aquellas muestras dentarias en las que se prevé una
elevada cantidad de inhibidores, se podria emplear, inicialmente, el método de
extraccién del fenol-cloroformo para recuperar la maxima cantidad de aDNA; y una vez
extraido el material genético, y con el fin de eliminar los posibles inhibidores, el extracto
resultante se podria purificar mediante una re-purificacion ya planteada en algunos
métodos de extraccion forenses (basados en el método de purificacion de la silica)®’. No
obstante, y teniendo en cuenta que el protocolo de extraccién del método del fenol-
cloroformo ya es, de por si, laborioso, esta re-purificacion del extracto aumentaria el
tiempo de andlisis, aumentando también la manipulacion y la probabilidad de
contaminaciéon de la muestra. En definitiva, hay que tener en cuenta las ventajas y las
limitaciones que cada uno de los métodos desarrollados ofrece, para que después el
analista, en funcion de las condiciones tanto del yacimiento como de las muestras,

seleccione uno u otro.

b) Método de la silica de Rohland y Hofreiter para muestras

esqueléticas

Segln Rohland & Hofreiter*!, 2007, la mayoria de los productos quimicos

afadidos de manera rutinaria en los diferentes métodos de extraccion de aDNA no
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presentan efectos positivos en el rendimiento de recuperacion del material genético.
Ejemplo de ello son los surfactantes utilizados para la lisis de las membranas celulares,
ya que en las muestras antiguas no se esperan encontrar células intactas o que
conserven su membrana celular (a excepcion de especimenes conservados
procedentes del entorno del permafrost). De hecho, determinaron*! que ninguno de los
productos quimicos afiadidos al tampdn de extraccion, a excepcién del EDTA y la

proteinasa K, tienen un efecto positivo en el rendimiento de obtencion de aDNA.

La problematica expuesta se puede reflejar en la existencia de diferencias en la
recuperacion de aDNA entre los diversos métodos o protocolos utilizados para las
extracciones de muestras antiguas, ademas de en la capacidad de eliminar las
impurezas o inhibidores de la PCR*. También es de considerar el efecto (aunque
menor) que pueden tener tanto la temperatura como los tiempos de incubacion, puesto
que al estar el material genético degradado, hay que aumentar ambas condiciones para
compensar la recuperacion de aDNA. No obstante, hay que tener en cuenta que los
métodos de extraccion de aDNA también tienen que evitar tratamientos demasiado
agresivos, incluyendo las elevadas temperaturas o el uso de detergentes fuertes, puesto
que, aunque estos tratamientos podrian aumentar la liberacién del aDNA, disminuirian
el rendimiento general de la recuperacion del material genético al infringir mas dafios a

dichas moléculas®.

En base a todos estos factores, Rohland & Hofreiter*®, 2007, se centraron en
desarrollar un método que alcance la maxima recuperacién de aDNA. Basado en el
método de la suspensién de la silica, consiste en someter a incubacién el polvo
esquelético utilizando un tampon de lisis que contiene Unicamente EDTA y proteinasa
K. La purificacién del DNA mediante su unién a la matriz de silice se realiza en presencia
de altas concentraciones de tiocinato de guanidinio (GuSNC), para que, después, en el
paso de la elucién, se consiga optimizar al maximo la recuperacion de aDNA®1143, Este
método proporciona un equilibrio entre la liberacién del DNA, la degradacion del DNA
durante la extraccion y la separacién del DNA y los inhibidores, maximizando el aDNA

disponible para las consiguientes aplicaciones®.

Una de las grandes ventajas de este método es su amplia aplicabilidad a
muestras 0seas y dentales en un tiempo relativamente corto, aunque también es una de
sus grandes limitaciones, puesto que es especifica para este tipo de muestras debido a
las altas concentraciones de EDTA necesarias para disolver las matrices 6seas y
dentales compuestas de hidroxiapatita. No obstante, existe una variaciobn de este

método de extraccion desarrollado por el mismo Rohland et al., 2018, el cual también
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abarca la extraccion de aDNA a partir de muestras sedimentolégicas, gracias a la
adopcion de nuevos tampones para la union del DNA a la silice, ademas de reducir los
tiempos de incubacion para las muestras sedimentolégicas. Otra de las limitaciones
puede ser la falta de uso de columnas pre-fabricadas que contienen las matrices de
silice en su interior, lo que hace que el procedimiento de la extraccién se facilite, ademas
de que disminuya el tiempo de manipulacion de la muestra; es el caso de los métodos
de extraccion de DNAzol?” (para muestras 6seas) y de Svensson et al., 20214 (para
muestras esqueléticas), los cuales presentan en sus protocolos las columnas de

extraccion de QIAgen y Roche.

En conclusion, y en comparacion con otros métodos publicados y anteriormente
desarrollados, este protocolo presenta, en promedio, los valores mas altos de aDNA
amplificable*®. Esto no quiere decir que, para determinadas muestras, otros protocolos
no puedan dar mejores resultados, sino que dado su rendimiento superior y en ausencia
de un conocimiento previo de qué método funciona mejor con la muestra a analizar, este
puede considerarse como el método de extraccibn mas prometedor o apropiado para
comenzar el andlisis de las muestras antiguas*. De hecho, esté método y sus variantes
son los mas utilizados para la extraccion de aDNA que, posteriormente, se pretende
analizar mediante NGS (p. €j. el descubrimiento de los Homo Sapiens més antiguos de

Europa en la cueva Bacho Kiro, Bulgaria®).
e Método del DNAzol para muestras 6seas

Una de las variaciones del método de Rohland & Hofreiter es el método de
extraccion de aDNA a partir de hueso pulverizado mediante el reactivo DNAzol (Applied
Biosystem), empleado en el laboratorio de aDNA de la UPV/EHU. A diferencia del
método del fenol-cloroformo, y tal y como algunos estudios indican!4, este método
recupera fragmentos de aDNA de menor tamafo, por lo que acostumbra a utilizarse con
muestras 0seas; esto se debe a que presentan una estructura externa menos compacta
gue la estructura de los dientes, siendo mas vulnerables a los factores tafonémicos
acontecidos a lo largo de los afios, haciendo que el DNA que albergan en su interior
esté mas fragmentado y presente una mayor concentracion de inhibidores. Por ello, el
método basado en la silica obtendra& méas facilmente los fragmentos del aDNA
degradado del interior del hueso. Asimismo, a causa de que este protocolo de extraccion
comprende un numero elevado de filtraciones (para eliminar impurezas), la cantidad de
inhibidores recuperados a partir de este método es mucho menor que en el caso del

método del fenol-cloroformo, lo cual beneficia la posterior amplificacion de las muestras
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por PCR. Sin embargo, esto también supone una limitacién, ya que se puede perder

parte del aDNA recuperado en estas filtraciones seriadas.

El protocolo de extraccion se inicia con la incubacion del hueso pulverizado con
el reactivo DNAzol durante tres dias en oscuridad, con agitacion manual y periddica. El
DNAzol contiene GUSNC, un desnhaturalizante de proteinas o agente caotrépico que
ayuda en el aislamiento de los &cidos nucleicos que conforman el DNA. Tras la
incubacion, el sobrenadante se concentra y se purifica mediante columnas recolectoras
que contienen unas bolas de silice a modo de filtro (QIAquick Gel Extraction Kit,
QIAGEN); el DNA recuperado se une a la matriz de la silice y asi, finalmente, al afiadir
el tampon de elucién, se aisla el DNA retenido en ellas?’#2, Al igual que en la extraccion
de diente, se afiade como minimo un blanco en cada tanda de extraccién, o uno por

cada cuatro muestras.

La problematica que limita el rendimiento de las extracciones de aDNA a partir
de huesos es la escasa informacién que se tiene respecto a como se degrada el DNA
en el colageno mineralizado del hueso, o sobre donde sobrevive el aDNA en la
arquitectura del material®. Como ya se indicado, se sabe que la exclusion fisica de los
microorganismos y otros contaminantes externos pueden ser caracteristicas
importantes en la supervivencia del material genético®38, también que el DNA puede
guedarse atrapado en las superficies externas de las fibrillas de colageno (en el proceso
de mineralizacion) o en la superficie de los cristales de hidroxiapatita en desarrollo. En
base a toda esta informacién recopilada acerca de la diagénesis del DNA en el hueso,
se han propuesto dos posibles mecanismos para la conservacion o estabilizacion del
DNA en las muestras 6seas: la union i) al mineral (hidroxiapatita) y ii) al colageno®. Sin
embargo, aunque estas hipétesis propuestas tienen importantes implicaciones para el
desarrollo de métodos de extraccion de DNA mas eficientes, algunos protocolos

implican la eliminacion y el descarte de la fase mineral®.

Segun el estudio llevado a cabo por Campos et al., 2011°, cualquier método de
extraccion (o procesamiento) que implique descartar el sobrenadante que contiene
hidroxiapatita tras la desmineralizacién es menos eficiente en términos de recuperacion
de DNA que aquellos métodos que lo retienen; es por ello que los métodos de extraccion
(o procesamiento) que se basan en el uso de EDTA para liberar DNA, o que combinan
EDTA con proteinasa K, son tan eficientes (como es el caso de los métodos de
extraccion basados en la silica desarrollados por Yang et al.*®, 1998; Rohland &
Hofreiter*?, 2007; Dabney & Meyer®, 2019).
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En resumen, la extraccion de aDNA a partir de hueso mediante el método del
DNAzol (tanto con un procesamiento destructivo como con un procesamiento no
destructivo) ha resultado exitoso en muchos estudios paleogenéticos (p. €j. en el estudio
de los factores genéticos y ambientales en la génesis de la espondiloartritis en muestras
antiguas de la necrépolis de la catedral de Vitoria/Gasteiz, por Laza et al., 2020%?), por
lo que es un método a considerar a la hora de realizar un estudio paleogenético a partir
de estas muestras. No obstante, cuando la muestra 6sea no se presente en buenas
condiciones y/o los resultados con este método no sean concluyentes o satisfactorios,
una de las alternativas podria ser emplear otra de las variaciones mas novedosas del
método de extraccion tradicional de Rohland & Hofreiter?® o Yang et al.*%; el método de
extraccion de aDNA desarrollado por Svennson et al., 2021%, que también permite la

extraccion de aDNA de diente.

c) Métodos de PowerMax Soil y Soil gDNA Isolation para muestras
de sedimento

Debido a que muchos yacimientos carecen de restos biolégicos, el alcance de
los andlisis genéticos se ha visto limitado durante muchos afios. Incluso, en ocasiones,
cuando se encuentran muestras antiguas, a menudo no cubren todo el rango
cronoldgico que el yacimiento abarca?®. Esta limitaciéon ha supuesto un gran problema a
lo largo de la historia de los estudios paleogenéticos, lo que ha empujado a que los
investigadores busquen nuevos caminos para el andlisis y conocimiento de las
poblaciones pasadas. La reciente publicacién de Vernot et al., 202128, ha demostrado la
viabilidad de la secuenciacion de no sélo mtDNA, sino también de nDNA de humanos a
partir de sedimentos de cuevas de la época del Pleistoceno, evidencia que verifica la
posibilidad de realizar un analisis genético detallado para muchos mas yacimientos

arqueoldgicos de lo que antes se pensaba.

Sin embargo, en referencia a los métodos de extraccion a partir de muestras de
sedimento, los protocolos no estan tan establecidos o definidos como en el caso de las
extracciones de muestras esqueléticas, puesto que se trata de un nuevo procedimiento
paleogenético relativamente novedoso. Es por ello que investigaciones las recientes?®
gue emplean esta estrategia, se basan en la elevada sensibilidad de métodos de andlisis
paleogendmico para obtener resultados (es decir, en el uso de las técnicas NGS),
debido a la dificultad y a la escasa cantidad de aDNA recuperado en los métodos de
extraccion en muestras antiguas. El método de extraccion empleado por Vernot et al.,
2021%, se basa en una actualizacion del método de extraccion de Rohland & Hofreiter,

20074, desarrollado por Rohland et al., 2018, que no solo sirve para muestras dseas
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y dentarias, sino que también para las muestras de sedimento. Este método, basado en
la suspension de perlas magnéticas de la silica que permiten extraer el DNA sin
necesidad de centrifugacion, se diferencia en una seleccion de tampones de unién de
DNA a las matrices de silice que permite adaptar la recuperacion de secuencias de
aDNA a de diferentes tamafios en funcién del interés del investigar. No obstante, este
método esté dirigido al procesamiento en paralelo de un gran nimero de muestras,
ademas de su consiguiente andlisis mediante NGS. Seria interesante, por lo tanto, un
impulso en la investigacion para el desarrollo de una metodologia de extraccion eficaz

y sencilla para este tipo de muestras.

En la actualidad, existen diversos kits de extraccibn de DNA a partir de
sedimento. El grupo de investigacion Human Evolutionary Biology de la Universidad del
Pais Vasco (UPV/EHU) (Ferrandiz Jiménez, 2020)?%, se centré en estudiar y comparar
la utilidad de dos kits comerciales en analisis paleogenéticos: el método de extracciéon
de MO BIO’s PowerMax Soil DNA Isolation kit (QIAgen)*’ y el método de extraccion de
NZY Soil gDNA Isolation kit (Nyztech)*.

Por un lado, con el método de extraccion de PowerMax Soil, las muestras de
sedimento se afaden (en cantidades elevadas) a un tubo de extraccién, que contiene
microesferas de silice, con un tampdén propio suministrado por el fabricante, para una
homogeneizacion rapida y su consiguiente lisis celular. A continuacion, el DNA extraido
se captura en la membrana de silice en formato de columna de centrifugado; ademas,
este filtro permite la limpieza de contaminantes disueltos. Finalmente, se realizan una

serie de lavados y se eluye el DNAZ647,

Por otro lado, con el método de extraccion de Soil gDNA Isolation, se recomienda
dividir la muestra en dos submuestras, ya que el kit proporciona dos tampones de
disolucién inicial alternativos. Las muestras se disuelven y se lisan mecanicamente
mediante la adicion de uno de los buffer y aditivos potenciadores proporcionados por el
fabricante, en unos tubos de extraccién con doble filtro: el primer filtro (de perlas de
ceramica) impide el paso de sustancias que no sean &cidos nucleicos en el extracto,
mientras que el segundo (de microesferas de silice) separa el DNA del resto de
sustancias no filtradas en el primero; asi, las proteinas y otros inhibidores de la PCR se
eliminan eficazmente en los pasos de lavado. Finalmente, con la adicion del eluyente,

se obtiene el extracto de DNA2648,

De acuerdo con los resultados obtenidos por Ferrandiz Jiménez, 2020%, aunque
se afiadi6 mas cantidad de muestra en el kit de PowerMax Soil (0,5-10g de sedimento),

la eficiencia de extraccion de aDNA por cantidad de sedimento fue mucho mayor en el
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caso del método de Soil gDNA Isolation (0,25g de sedimento para cada uno de los
tampones). Se concluy6 que lo que probablemente marque la diferencia entre los dos
kits, respecto a la eficiencia de recuperacion de aDNA (en cuanto a cantidad), es la
limpieza de los contaminantes en disolucién, ya que el método de extraccion de Soil
gDNA Isolation presenta dos filtros, mientras que el método de extraccion de PowerMax
Soil sélo comprende uno. Por todo ello, los resultados apuntan a que es preferible utilizar
la base metodoldgica del protocolo de Soil gDNA Isolation para el andlisis de muestras
antiguas, aunque seria sugerente la realizacion de futuros andlisis que respaldaran y

dieran fuerza a los aqui concluidos.
iv. Identificacion de la especie

Una vez se recupera el aDNA de las muestras problema, y en el caso de que se
desconozca la especie a la que pertenecen los restos esqueléticos o sedimentoldgicos,
el primer paso es la identificacion de la especie. Por un lado, la antropologia fisica se
encarga del estudio de la variabilidad humana de los caracteres biol6gicos, tanto de los
fenotipicos como de los genotipicos, y en relacién a los contextos arqueolégicos,
interesa, sobre todo, la informacién que aporta en el estudio de los restos 6seos®. En el
caso de que se traten de restos humanos, la identificacion de la especie se puede
realizar a través de un inventario y un estudio morfologico. Asi, la determinacion de la

especie en muestras humanas puede realizarse incluso antes de la extraccion aDNA.

Si no se trata de restos humanos, se debe realizar una identificacion
zooantropoldégica de la especie animal a la que pertenezca la muestra. No obstante, la
identificacion definitiva y certera que ayuda en la distincién de las diferentes especies
de mamiferos es el analisis del gen mitocondrial Cytb (Figura 4). Este gen presenta
considerables niveles de variabilidad o polimorfismos entre las diferentes especies de
mamiferos, clasificAndolos taxondmicamente; esto lo convierte en una herramienta ideal
para las investigaciones inter-especie'**°. La identificacion de la variabilidad del Cytb se

realiza mediante la secuenciacion directa del fragmento mitocondrial en cuestion4.

Por otro lado, puede ser que no haya ningun resto del que, a priori, podamos
obtener aDNA en el lugar del enterramiento. En estos casos, se puede optar por recoger
muestras de sedimento del lugar donde hay evidencias de que puedan hallarse restos
biologicos. El aDNA de estos suelos sera extraido por protocolos especificos para este
tipo de muestra®®, como los comentados anteriormente!'4"8; una vez recuperado el
aDNA, seran necesarios, por un lado, el andlisis del Cytb para identificar la existencia
de DNA de especie animal y, por otro lado, el uso de determinados primers (16S)%62’

para la identificacion de microorganismos con el fin de identificar la especie o especies
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presentes en la muestra. Este mismo analisis se puede realizar en el sarro recuperado
de algunos dientes, cuyo fin puede ser identificar infecciones sufridas, asi como
determinar la dieta del individuo al que pertenecia la muestra, tal y como se descubrié
en un estudio paleogenético a partir de muestras de sarro y de abscesos dentarios en
los neandertales de la cueva del Sidron (Pilofia, Asturias), que incluso permitieron

indicar el uso de plantas medicinales®.
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Figura 4. Alineamiento multiple del gen del Citocromo-b. Los puntos que sustituyen
nucledtidos en las secuencias indican que son coincidentes con la secuencia humana?“.

5. APLICACIONES EN EL AMBITO FORENSE

Hoy en dia, los laboratorios de genética forense contribuyen en muchos procesos
judiciales realizando, entre otras, pruebas de paternidad, exoneracion de inculpados,
acciones humanitarias (identificacion de personas desaparecidas o de tragedias en
grandes catéstrofes) y prevencion y resolucion de muchos actos delictivos. Un error en
sus resultados puede provocar una conclusion errébnea que conducira a una sentencia
incorrecta e injusta, por lo que es imprescindible realizar cuidadosamente todos los
pasos del analisis que estas muestras juridicas impliquen. Esta meticulosidad en la
metodologia hace que las etapas que comprenden el estudio de las evidencias juridicas

sean muy similares al estudio de las muestras antiguas en contextos arqueoldgicos.

——
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La genética forense, al igual que la investigacion del aDNA, tiene una gran
limitacion: la escasa cantidad de DNA enddgeno disponible en las muestras a analizar®.
Esto se debe a que los estudios genéticos forenses, al igual que los paleogenéticos,
comprenden muestras con DNA degradado, con una cantidad y calidad baja de material
genético, mezclas de perfiles genéticos de mudltiples contribuyentes y presencia de
inhibidores de la PCR®°. Todos estos factores dificultan el andlisis de las muestras a
través de los métodos convencionales, dando lugar a perfiles genéticos de baja cantidad
y calidad, insuficientes para las respectivas comparaciones posteriores con las muestras

indubitadas.

Tanto la recogida, la caracterizacién, la conservacion y la recuperaciéon del DNA
de las muestras son de vital importancia para obtener un resultado satisfactorio,
independientemente del procedimiento de tipificacion de DNA utilizado con
posterioridad; si las muestras no se manipulan de manera adecuada en estas fases
iniciales de la investigacién, ninguna de las etapas finales del analisis o de la

interpretacion de los datos podra compensarlo®,

Por un lado, la recogida y almacenamiento de las muestras en contextos
forenses debe llevarse a cabo siguiendo un estricto protocolo, estableciendo una cadena
de custodia que indique constantemente el estado y lugar de la muestra, con el fin de
producir perfiles genéticos de DNA que sean significativos y legalmente aceptados en
los tribunales*®. Estas medidas, elaboradas por el Instituto Nacional de Justicia, estan
expuestas en un folleto titulado “What Every Law Enforcement Officer Should Know
About DNA Evidence™, que contiene consejos Utiles para el personal policial que es el
primero en llegar al lugar del delito. Estas medidas son muy similares a aquellas
empleadas en los protocolos de excavacion especiales dirigidos al analisis
paleogenético en contextos arqueoldgicos®, puesto que ambas tienen el objetivo de
minimizar al maximo la probabilidad de contaminacién de las muestras problema,

ademas de favorecer su preservacion.

Por otro lado, la existencia de eficientes métodos de extraccion para la obtenciéon
del DNA que las muestras problemas albergan también es esencial en la genética
forense, debido a que, al igual que el aDNA, las muestras que se investigan suelen
presentar un material genético especialmente degradado y en un bajo ndmero de
copias®. Las causas de esta degradacion acostumbran a ser diferentes en el ambito
paleogenético y forense, a excepcidn de algunos casos como pueden ser las acciones
humanitarias, donde los huesos y/o dientes de los desaparecidos pueden encontrarse

dafiados a causa de los factores tafonémicos asociados al lugar.
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Tradicionalmente, los enfoques de la genética forense para analizar los restos
0seos se han centrado en los métodos de extraccién convencionales, no especificos
para muestras antiguas®. No obstante, en los casos donde los restos de las personas
desaparecidas hayan estado durante un largo periodo de tiempo sometidos a diferentes
condiciones ambientales, estos métodos® no resultan tan eficientes. A pesar del
establecimiento de diversos procedimientos de extraccion para muestras antiguas, la
adopcion de nuevos protocolos en los laboratorios forenses parece ser un proceso mas
lento y laborioso, debido al requerimiento de diversas y rigurosas pruebas de validacion
y rendimiento con el fin de evaluar su gama de aplicaciones dentro de los flujos del
trabajo forense. Por ello, las limitadas aportaciones de polvo de hueso que pueden
presentar los protocolos para muestras antiguas (como por ejemplo Dabney & Meyer®,
2019, que pueden disminuir el rendimiento del analisis) y la recuperacion de fragmentos
relativamente cortos de DNA (insuficientes para los andlisis de STRs y su consiguiente
aprobacién en los tribunales), pueden resultar una limitacién para su aceptacion en este

campo®®,

Sin embargo, una publicacién reciente de Parson et al., 2021%°, ha demostrado
que la combinacion de los métodos de extraccion de DNA de hueso empleados en
muestras antiguas y los métodos de extraccion de DNA de hueso utilizados en contextos
forenses, ambos basados en la técnica en base de silica, aportan resultados
prometedores para las futuras investigaciones forenses que requieran la identificaciéon
genética de muestras degradadas. Por lo tanto, existe la necesidad de investigar mas
acerca de este tema, con tal de desarrollar un método permisible que llegue a

establecerse en los contextos forenses.

Otro ejemplo seria el caso de los restos dentales humanos encontrados en los
casos criminales, de personas desaparecidas o0 en las tragedias por grandes
catastrofes. Aunque estas muestras no siempre son la primera opcion a analizar,
constituyen una valiosa fuente de informacién para la tipificacion del DNA, puesto que
en dichos casos no siempre se suele disponer de tejidos blandos adecuados, tampoco
de huellas dactilares. Estas muestras dentarias pueden ser dificiles de analizar con los
métodos tradicionales, ya que suelen resultar dafiadas por diferentes razones, lo que da
lugar a secuencias de DNA de baja cantidad y/o calidad, obteniendo, en consecuencia,
perfiles insuficientes para las posteriores comparaciones. Por lo tanto, es necesario
examinar el rendimiento de estos métodos de extraccién con el fin de mejorar la

recuperacion de este material genético*’.
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Ejemplo de ello es el estudio desarrollado por Carrasco, Inostroza and Didier,
2019%, que a través del kit de procesamiento de DNA DFK Kit (basado en perforar y
extraer el tejido que contiene DNA con una herramienta rotativa y limas endodonticas,
semejante al método desarrollado por Hervella et al., 2015%°) consiguieron recuperar
DNA de una manera eficiente de los tejidos de la pulpa dental y del cemento de la raiz,
al mismo tiempo que se preservaba la estructura dentaria (para posibles estudios
antropolégicos forenses). No obstante, su método esta testado mediante el uso de
técnicas NGS para la amplificacion de las muestras, por lo que seria interesante realizar
estudios que validen este procedimiento de procesamiento y consiguiente extraccion de
DNA con técnicas convencionales, ademas de investigar para un futuro desarrollo de
posibles métodos mas sencillos y eficientes, parecidos a los que se llevan a cabo en el

estudio paleogenético.

6. CONCLUSIONES

La revision y discusion realizada de las diferentes estrategias de muestreo y de
extraccion de aDNA en contextos arqueolégicos, junto con la aplicacion experimental de

la metodologia planteada, ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

1.- Los criterios vigentes aplicados para la seleccion de aquellas muestras que
sean mas oOptimas para la obtencion de aDNA en contextos arqueoldgicos resultan
validos. Sin embargo, dada la complejidad de los procesos tafonémicos que pueden
afectar a las distintas muestras arqueoldgicas y, por tanto, a la preservacion del DNA
contenido en las mismas, resulta dificil disefiar un protocolo Unico de muestreo que
permita optimizar la seleccién de aquellas muestras (o las mejores porciones de éstas)
gue tengan alta probabilidad de preservar el material genético. Es preciso, por lo tanto,
disponer de mas investigaciones para desarrollar unos criterios que permitan valorar el
estado de preservacion del DNA en muestras antiguas antes de realizar la extraccion,
con el fin de abordar las limitaciones actuales y aprovechar el potencial de los sustratos

descuidados o infra-utilizados.

2.- Los métodos de extraccion revisados, discutidos y evaluados en este trabajo,
son Optimos para extraer las cantidades necesarias de aDNA para realizar estudios
paleogenéticos en contextos arqueoldgicos, siendo los siguientes métodos los que
ofrecen mejores resultados en los estudios paleogenéticos: el método semidestructivo
del fenol-cloroformo para muestras dentarias, el método semidestructivo en base de
silica (DNAzol) para muestras 6seas y el método de Soil gDNA Isolation para muestras
de sedimento. Sin embargo, se propone una mejora en alguno de estos métodos, de

forma que se engloben diferentes tipos de muestras para realizar la extraccion de aDNA;
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p. €j. se recomiendan las variantes del método de Rohland & Hofreiter?, tales como el
método de Svensson et al.,*? y el método de Rohland et al.’°, en donde los mismos

protocolos pueden aplicarse a muestras esqueléticas y/o de sedimento.

3.- Las metodologias de procesamiento de las muestras no destructivas (0
semidestructivas) permiten mantener la integridad de la muestra al mismo tiempo que
posibilitan la extraccion de una cantidad suficiente de aDNA; estos métodos pueden ser
muy Utiles en el caso de las piezas “Unicas”, asi como para el caso en el que las
muestras puedan ser objeto de estudios multidisciplinares (genéticos, isotdpicos,
antropoldgicos, cronométricos, etc.). En resumen, es el investigador el que tiene que
definir un método de procesamiento u otro, en funcion de las condiciones de la muestra
y del yacimiento, de la importancia de la muestra y la potencialidad de la misma para un

enfoque pluridisciplinar, entre otras variables.

4.- Los métodos de extraccion de aDNA en contextos arqueolégicos pueden
aplicarse en el &mbito forense, dado que comparten el mismo tipo de problematica en
cuanto a la degradacion del DNA. Ademas, son dos campos cientificos que muestran
otros aspectos en comun, como la metodologia analitica, lo cual implica que los avances
tecnolégicos y metodolégicos en uno de estos ambitos son de beneficio mutuo. Por lo
tanto, aungue la validacion de los protocolos empleados en la genética forense sea mas
laboriosa y rigurosa, hay que potenciar el interés por realizar mas estudios comparativos
y colaborativos entre ambos campos. Asi, se podria acelerar la introduccién de nuevos
métodos de extraccion y toma de muestra (como los probados y validados en la
investigacion de aDNA), mejorando las dos disciplinas e impulsando el estudio del DNA

degradado.
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