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Aplicacions de I'ADN antic

en arqueologia.

La nova «arqueologia molecular

Eva Fernandez Dominguez, Eduardo Arroyo-Pardo i Daniel Turban

El gran aveng de les tecniques de biologia
molecular ha fet possible la recuperacié de ma-
terial genetic de restes biologiques antigues, fo-
namentalment a partir de restes Ossies i peces
dentals. Lestudi d’aquest tipus de material (ADN
antic), abundant en el registre fossil, ha permes
donar una resposta a incodgnites que dificilment
es podrien resoldre d’'una altra manera. En el
present treball mirarem d’aprofundir en les apli-
cacions d’aquesta nova disciplina —denominada
«paleogenetica» o «arqueologia molecular— en
el camp de I'arqueologia i en discutirem les pos-
sibilitats i les limitacions.

Aplicacions de la tecnologia de I'ADN antic a
l'arqueologia

Entre les possibles aplicacions dels estudis
d’ADN antic en el camp de 'arqueologia desta-
quen el diagnostic molecular del sexe, I'establi-
ment de relacions familiars, la identificacié
personal i la caracteritzacié genetica de les po-
blacions del passat.

Diagnastic molecular del sexe

Lassignaci6 genetica del sexe té un interes es-
pecial en aquells casos en que la preservaci6 de les
restes no fa possible un diagnostic anatdmic, tal i
com acostuma a passar amb individus infantils o
quan es troben peces esqueletiques aillades.

El diagnostic molecular del sexe es fa a través
de lestudi del gen de 'amelogenina, situat en

els cromosomes sexuals X 1Y, i per tant, present
tant en homes (XY) com en dones (XX). La téc-
nica aprofita lexistencia de diferéncies en
aquest gen entre el cromosoma Y i el cromoso-
ma X per determinar el sexe de I'individu d’una
manera senzilla i rapida (SULLIVAN [er 2/],
1993).

Relacions familiars

La determinacié de les relacions familiars
existents entre individus exhumats pot ajudar
en la comprensié dels patrons socials d’enterra-
ment de la poblacié en qiiestié. Aquesta in-
ferencia resulta especialment interessant en els
enterraments multiples i en necropolis.

Per establir les relacions de parentiu s'em-
pren habitualment marcadors nuclears —situats
en els cromosomes—, ja que presenten una varia-
bilitat més gran en la poblacié i, conseqiient-
ment, una capacitat discriminatoria també més
gran. La preservacié de 'ADN nuclear o cro-
mosdmic, situat al nucli de la cel-lula, és habi-
tualment pitjor que la d’altres tipus de material
genetic cel-lular: TADN mitocondrial. Aquest dl-
tim es troba fora del nucli cel-lular, dins uns
organuls denominats mitocondries, les «maqui-
nes» productores d’energia de la cel-lula. Cada
mitocdndria conté entre 1.000 i 10.000 copies
d’ADN mitocondrial. Contrariament, només hi
ha dues copies d’ADN nuclear per cél-lula, de
manera que l'estudi només és possible en aque-
lles restes amb una preservaci6 excel-lent, proce-
dents generalment d’ambients freds (KEYSER-
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Figura 1. Obtencié i estudi
d’ADN antic.

TRACQUI [er 24], 2003; GARCIA-BOUR [e7 2/),
2004). En algunes ocasions s’ha combinat la in-
formacié de ’ADN nuclear i de ’ADN mitocon-
drial per aconseguir una discriminacié més gran
en la determinacié de les relacions familiars en-

tre individus (GILL [ez 2/], 1994).

Identificacio personal

La tecnologia de ’'ADN antic ha estat aplica-
da amb éxit en la identificaci6 personal a partir
de restes ossies i dentals (JEFFREYS [er 2/],
1992). Entre els estudis d’aquest tipus, el de
més difusié mediatica va ser sense dubte el de
la familia imperial russa (GILL [ez 2/], 1994).
En aquest treball es van emprar, amb éxit, tec-
niques d’identificacié i d’establiment de rela-
cions familiars mitjangant I'estudi de diferents
marcadors genétics: ADN mitocondrial i ADN
nuclear. Lestudi genetic va revelar que dos dels
esquelets eren els pares de tres dels altres. Els
dos individus restants, no relacionats genética-
ment amb la resta, corresponien, probable-
ment, als dos servents assassinats amb la fami-
lia. La comparaci6 de 'ADN mitocondrial de les
mencionades restes amb el de descendents vius
actuals per linia materna va servir per demos-
trar que es tractava de les de la familia imperial
russa.

Una altra aproximacié interessant és la ca-
racteritzacié genetica de personatges historics.
E1 2001 es va publicar una seqii¢ncia d’ADN mi-
tocondrial d’unes restes atribuides a I'evangelista
Lluc, procedents d’un sepulcre de Padua (VER-
NESI [ez #/], 2001).

Epidemiologia

Una altra aplicacié de 'ADN antic és la carac-
teritzacié genetica de virus i bactéries. Aquestes
analisis permeten, per una banda, veure 'evolu-
cié dels patdogens amb el temps i, per una altra,
determinar la incidencia de malalties infeccioses
en les poblacions del passat.

Caracteritzacio genética de les poblacions del passat

La possibilitat de recuperar informacié gene-
tica de restes antigues permet analitzar directa-
ment la variabilitat genetica de les poblacions
del passat. Aixd fa possible I'estudi temporal
dels canvis genetics en aquestes poblacions i
permet, a més, verificar les hipotesis plantejades
des d’altres disciplines referents a migracions
antigues i barreja poblacional. Aixi, I'estudi de
poblacions aborigens americanes antigues ha
permes coneixer millor el procés de poblament
d’America (GARCIA-BOUR [ez 2/], 2004). De la
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mateixa manera, sha comparat la composicié
genetica de les poblacions neolitiques de Siria
amb l'actual per tal de determinar I'impacte de-
mografic de la difusié neolitica a Europa
(FERNANDEZ, 2005).

Limitacions dels estudis d’AbN antic

Lobtencié d’informaci6 genetica a partir de
restes antigues no sempre és possible. Hi ha cer-
tes limitacions, relacionades amb l'estat de pre-
servacié de la mostra o relatives a la técnica
d’analisi, que dificulten o impedeixen, en deter-
minades ocasions, la consecucié dels estudis
amb exit. A continuacié citarem les més impor-
tants.

Degradacid del material genétic

Després de la mort de 'organisme, comenga
un procés de degradacié molecular que afecta
també 'ADN. Les principals manifestacions de la
degradacié del material genetic sén la fragmen-
tacié de les cadenes i certes modificacions qui-
miques que poden afectar o no la informacié
continguda. La magnitud i la velocitat de degra-
dacié del DNA ve determinada per les condi-
cions de I'entorn de deposicid, essencialment la
temperatura i la humitat.

La presencia de temperatures baixes durant
la deposicié afavoreix la preservacié del material
genetic (BURGER [er #/], 1999). Aixd és degut
al fet que, a temperatures baixes, s’alenteixen les
reaccions quimiques responsables de la degra-
dacié organica. S’ha calculat que una reduccié
en la temperatura de 20° C provoca una dismi-
nucié d’entre 10 i 25 cops en la taxa d’aquestes
reaccions (HOSS [e 2/], 19964). De fet, les
mostres més antigues de les quals sha aconse-
guit recuperar DNA de manera reproduible pro-
cedeixen de llocs amb baixa temperatura.
Aquest és el cas dels exemplars de mamut ana-
litzats (WILLERSLEV [ez 2/], 2003; DEBRUYNE
[er 2/], 2003), d’alguns dels espécimens de
Neandertal estudiats fins a la data (KRINGS [ez
2L), 1997; SCHMITZ [et 2/], 2002) o de '’home
del Tirol (HANDT [e£ 2/], 1994). S’ha postulat

també que la presencia d’elevades temperatures
després de la deposicié d’una resta poden afavo-
rir la deshidratacié parcial del DN4, i protegir-lo
de la degradaci6 (LINDAHL, 1993).

Un cop exhumades les restes, la temperatura
a la qual semmagatzemen també juga un paper
important en el procés de degradacié del mate-
rial genetic. En general és recomanable que la
mostra, un cop exhumada, sigui processada
com més aviat millor. Si aix0 no és possible, es
recomana un emmagatzematge en fred, a —20°
C, ja que sha demostrat que aquelles restes que
han romas durant un temps llarg a temperatura
ambient presenten alteracions de 'ADN que
molts cops impossibiliten I'obtencié d’informa-
cié genetica fiable.

Pel que fa a la humitat, un excés té un efecte
advers sobre la preservacié del material genetic,
ja que afavoreix les reaccions de degradacié.

Inhibicio

Una bona preservacié del material genetic és
condicié necessaria perd no suficient per garantir
la recuperacié d’informacié genética mitjangant
tecniques convencionals de biologia molecular.
La tecnica de la PCR (Polymerase Chain Reaction o
‘reaccié en cadena de la polimerasa), que permet
seleccionar i obtenir multples copies de la regié
del DNA que es vol analitzar, pot resultar inhibida
per alguns compostos coneguts amb el nom
generic d’inhibidors. La preseéncia d’inhibidors
en els extractes de DNA d’os, dent o teixit antic és
molt comuna i estd documentada des de l'inici
de la disciplina de la paleogenetica. La naturalesa
d’aquests inhibidors és encara desconeguda, perd
shan proposat diverses molécules candidates, es-
sencialment compostos del sol, com els acids hi-
mics o fulvics, o subproductes de la degradacié
organica. S’han descrit diverses modificacions
dels protocols tecnics convencionals per aillar els
inhibidors, o mirar de contrarestar-ne els efectes.
Bona part d’aquestes mesures incrementen el risc
de contaminacié de la mostra amb DNA exogen, i
no resulten per tant recomanables. Una forma
que s’ha provat efectiva és 'emmagatzematge dels
extractes en fred durant alguns dies abans de fer
la PCR (MONTIEL [ez 2/, 1997).
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Contaminacio

La contaminacié de la mostra amb ADN d’o-
rigen extern és I'etern problema dels estudis
d’ADN antic. Lelevada sensibilitat de la técnica
de PCR fa que, en abséncia o quan hi ha una
quantitat molt baixa d’ADN endogen, es pro-
dueixi 'amplificacié preferent d’ADN d’un altre
origen. Les etapes en que es pot produir la con-
taminaci6 sén:

1. Durant la deposicié de les restes, per
traspas d’ADN entre organismes proxims.

2. Durant I'excavacié, per part del personal
arqueologic.

3. Durant el diposit de la mostra en un mu-
seu, per part del personal encarregat de la
conservacio.

4. Durant 'analisi genetica al laboratori, per
part del personal investigador o per mate-
rial genetic d’anteriors treballs.

La contaminacié durant la primera etapa fa
referéncia, essencialment, a la colonitzacié de
les restes per microorganismes, fongs i fauna
Figura 2. Laboratori d’ADN antic. putrefactiva diversa. La contaminacié amb ADN
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d’una especie diferent de la que es pretén estu-
diar no suposa un problema si la regié d’aquest
ADN que es vol analitzar estd diferenciada pel
que fa a especie.

La contaminacié amb ADN huma resulta
molt més problematica, ja que pot ser responsa-
ble de I'aparicié de falsos positius si no s'aconse-
gueix identificar la font d’origen. Ltinica mane-
ra de controlar aquest tipus de contaminacié és
disposar de la informacié genetica de la regié de
I'ADN que es vol estudiar. En el cas concret del
personal d’excavacié, es recomana seguir un
conjunt de mesures per tal d’evitar-la i/o mini-
mitzar-la:

1

Seleccionar quan sigui possible peces esque-
letiques netes i sense fissures i exhumar-les
en primer lloc.

- Durant I'exhumacié i processat de les mos-
tres, fer ds de guants i mascara i emprar ins-
trumental net i, si pot ser, d’un sol Us.

- Deixar assecar el material humit en una ha-
bitacié aillada abans de guardar-lo, per tal
d’evitar la proliferacié de microorganismes.

- No netejar el material excavat, perque les
substancies emprades en la neteja, si no es-
tan tractades convenientment, poden ar-
rossegar ADN contaminant o inhibir la PCR
en cas de penetrar en la mostra.

- Dipositar la pega, un cop neta i eixuta, a

I'interior de recipients esterils.

Per mirar de controlar la contaminacié in-
troduida durant el processament de la mostra al
laboratori, a més de la citada caracteritzacié
geneética del personal investigador, és obligat
I"ds de «blancs» o «controls», que contenen no-
més els reactius emprats en les analisis i que es
processen paral-lelament a les mostres.

A pesar de les citades limitacions, inherents a
la técnica d’analisi i imposades per I'estat de
preservacié de la mostra, sén molts els treballs
que evidencien que I'obtencié d’informacié ge-
netica a partir de mostres arqueologiques és
possible. En el camp de I'arqueologia, 'ADN an-
tic ofereix moltes i interessants possibilitats. El
treball conjunt d’arquedlegs i paleogenetistes
sembla, doncs, necessari per a la comprensié del
passat de les poblacions humanes.

Per a més informacié sobre ADN antic reco-
manem visitar la pagina web:
http://www.ucm.es/info/genforen/index.htm

Abstract

Applications of ancient DINA in archacology.
The new «Molecular Archaeology»

The possibility of recovering genetic information
from fossil remains, offers a unique opportunity
to solve certain common questions in archaeology.
Between all possible applications of ancient DNA
technology in archaeology and anthropology, it
should be emphasized the sex diagnosis, the esta-
blishment of kinship among exhumed indivi-
duals, personal identification, and genetic charac-
terisation of past populations. The preservation of
DNA in the analyzed remains will condition the
success in the performed analysis. Other technical
limitations are the co-extraction, with genetic ma-
terial, of compounds capable of inhibiting the ex-
perimental processes needed to obtain genetic in-
formation, and also contamination of samples
with exogenous DNA. These difficulties, however,
can be usually solved by means of the application
of several simple precautions.

Resumen

Aplicaciones del ADN antigno en arqueologia.
La nueva «argueologia moleculary

La posibilidad de recuperar informacién genética
a partir de restos fésiles ofrece una oportunidad
tinica para dar respuesta a algunas cuestiones plan-
teadas desde otras disciplinas.

Entre las aplicaciones de interés de la tecnologfa del
ADN antiguo en el campo de la arqueologfa y la an-
tropologia destacan el diagnéstico molecular del
sexo, el establecimiento de relaciones familiares en-
tre individuos exhumados, la identificacién perso-
nal y la caracterizacién genética de las poblaciones
del pasado. El éxito en la consecucién de estos
estudios estd condicionado principalmente por el
estado de preservacién del ADN en los restos analiza-
dos. Otras limitaciones de la técnica son la extrac-
cidn, junto con el material genético, de moléculas
que pueden inhibir los procesos experimentales ne-
cesarios para obtener la informacién genética y la
contaminacién de las muestras con ADN procedente
de otras fuentes. Con todo, estas dltimas citadas di-
ficultades pueden controlarse mediante la aplica-
cién de ciertas sencillas precauciones.
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