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RESUMEN

Se ha recuperado DNA mitocondrial (regién 1 del D-loop) de tres individuos procedentes del yacimiento vasco de época alto-
medieval de Alto de la Ermita (Amézaga, Araba), mediante la técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Los dientes
se han mostrado como un excelente sistema de proteccién del material hereditario. El estudio del DNA de poblaciones antiguas
presenta numerosos problemas técnicos debido al alto grado de degradacion del DNA, la inhibicién de la amplificacién y Ia posi-
bilidad de contaminacién de las muestras. Sin embargo, el DNA antiguo proporciona informacion genética directa de las pobla-
ciones del pasado, y puede ser titil para establecer relaciones de afinidad de estas poblaciones con los grupos humanos actuales.
Hasta el momento, se han obtenido las secuencias de una zona de DNA de 228 bp, correspondientes a dos de los individuos estu-
diados. La informacién que proporcionan estas secuencias, sin embargo, no podré ser valorada adecuadamente hasta que no se
disponga de mds datos de DNA de poblaciones vascas actuales y pasadas.

SUMMARY

Mitochondrial DNA (region 1 of the D-loop) of three medieval individuals from the Alto de la Ermita site (Amézaga, Araba)
has been successfully extracted and amplified by the PCR technique (polymerase chain reaction). Teeth has been used as a sour-
ce for genetic material, proving to be an adequate material for DNA preservation. The study of ancient DNA presents numerous
technical problems due to the extreme degree of degradation of the DNA, to the inhibition of the amplification and to the possibi-
lity of contaminating the samples. Nevertheless, the ancient DNA yields direct genetic information of the past populations, and
can be useful to establish relationships between these populations and the present human groups. At this moment, a region of 228
bp has been sequenced in two of the studied individuals. However, this information can not be adequately assessed until more
DNA data from the past and present Basque populations were available.

LABURPENA

Goi erdi aroko “Alto de la Ermita” (Amezaga, Araba) deritzon aztarnategiko hezurrei PCR teknika aplicatu ondoren ADN
mitokondriala (D- looperen lehen aldean) berrezkuratu da, aldiberean hiru gizakien informazio genetikoa lortuz.
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INTRODUCCION

La posibilidad de extraer DNA de restos 6seos procedentes
de material arqueoldgico ha abierto en los tltimos afios un nue-
vo campo de investigacién, permitiendo la integracidn de di-
versas ramas del estudio de] hombre, como la antropologia, la
genética, la arqueologia o la paleopatologia, en el desarrollo de
una nueva disciplina, que algunos autores han Hamado argueo-
logia molecular, paleontologia molecular o paleogenética.

El estudio del DNA antiguo o DNA “fésil” (“ancient
DNA”), definido en el primer congreso sobre esta disciplina
que se celebrd del 8 al 10 julio de 1991 en Nottingham, como
“la recuperacion y estudio de secuencias de DNA obtenidas a
partir de material arqueoldgico o especimenes de museo”,
confiere a los estudios de DNA realizados a partir de mues-
tras actuales una dimensi6n temporal de la que forzosamente
carecfan hasta ahora. Este nuevo campo de estudio puede
contribuir a ampliar nuestros conocimientos sobre los cam-
bios genéticos asociados a migraciones del pasado y a carac-
terizar genéticamente grupos humanos ya desaparecidos. En
el plano tedrico, sus posibilidades son enormes, como la iden-
tificacién especifica de restos humanos de tamafio pequefio
que de otra forma serfa dificil clasificar, determinacion del
sexo (mediante una sonda del cromosoma Y), deteccién de
parentesco entre individuos de una misma necrépolis (me-
diante microsatélites) o deteccién de enfermedades del pasa-
do, tanto infecciosas como genéticas. Sin embargo, una de las
limitaciones de este tipo de estudio es el estado de conserva-
cién del material genético en restos antiguos, que parece de-
pender no sélo de su antigiiedad sino también de las condicio-
nes de preservacién de éstos.

Los primeros estudios de DNA antiguo se orientaron hacia
los tejidos momificados, que parecian ser mds prometedores,
por lo que respecta a la preservacién del DNA, que los restos
Gseos. El verdadero inicio de la disciplina del estudio del
DNA antiguo puede situarse en 1984, con la recuperacion de
DNA del tejido de un tipo de équido extinguido, el quagga
(HIGUCHTI et al., 1984). Por otra parte, en el mismo afio, Pi4-
bo (1984; 1985a; 1985b), recuperd DNA de momias egipcias
de unos 2500 afios de antigiiedad. Mds tarde, en 1988, Péibo
fue el primer investigador que aplicé la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR), técnica que ha revolucionado la gené-
tica molecular, al estudio del DNA antiguo (ROSS, 1992).

Los restos de mayor antigiiedad que se han analizado con
€xito son, por una parte, una hoja f6sil de magnolia, de 17-20
millones de afios de antigiiedad, que se hallaba en unas condi-
ciones de conservacidn excepcionales (GOLENBERG et al.,
1990; GOLENBERG, 1991) y, por otra parte, insectos con-
servados en dmbar, de 25-30 millones de afios (DeSALLE et
al., 1992; ver también MORELL, 1992),

No fue hasta 1989 cuando se recuperé DNA directamente
a partir de restos 6seos, lo cual fue llevado a cabo indepen-
dientemente por dos equipos (HAGELBERG et al., 1989;
HORALI et al., 1989). En 1990, se afiadieron los trabajos de
tres equipos més (HANNI et al., 1990; WILLIAMS et al.,

1990, THUESEN and ENGBERG, 1990). Las primeras reac-
ciones en el campo cientifico fueron de escepticismo en algu-
nos investigadores, especialmente aquellos que habian orien-
tado sus estudios hacia el DNA in vivo. En 1991, HAGEL-
BERG et al. (1991 a), identificaron los restos esqueléticos de
una joven de 15 afios asesinada en 1981, a partir del DNA ex-
trafdo de los huesos. Fue la primera vez que la justicia britd-
nica aceptd como prueba en un tribunal los resultados de una
investigacién basada en DNA antiguo, lo que indica la cre-
ciente aceptacion de la fiabilidad de la técnica a nivel oficial.
El mismo planteamiento sirvié posteriormente para identifi-
car los restos de Josef Mengele (el dngel de la muerte de
Auschwitz) JEFFREYS et al. 1992).

En Espafia varios trabajos preliminares sobre DNA antiguo
han sido presentados en congresos internacionales (ESTIVILL
et al., 1991; PEREZ-PEREZ et al., 1992) o nacionales
(MARTINEZ de PANCORBO et al., 1992) y en una revista
especializada en DNA antigno (PEREZ-PEREZ, 1992). El pre-
sente estudio ofrece las primeras secuencias obtenidas a partir
de material arqueoldgico de la Peninsula Ibérica y, particular-
mente, del Pafs Vasco, donde los estudios paleogenéticos pue-
den contribuir al conocimiento de la antigiiedad y el origen de
las particularidades bioldgicas de las poblaciones vascas.

MATERIAL Y METODOS

El yacimiento de la necrépolis del Alto de la Ermita se en-
cuentra situado en la Llanada Oriental Alavesa, en las afueras
del pueblo de Amézaga, en una zona préxima al antiguo Ca-
mino de Santiago. Entre el lugar donde se encuentra el yaci-
miento y el Camino de Santiago se hallaban dos hospitales de
peregrinos, uno en Salvatierra y otro en Galarreta, cuya exis-
tencia junto con otros cementerios asociados a diferentes er-
mitas de la zona, es indicativa de su utilizacién por la pobla-
cién local. El funcionamiento de la ermita de Amézaga serfa
probablemente similar al de otras de la zona, con cementerios
de poca extensién y gran densidad de enterramientos que se
dejaron de utilizar anteriormente al siglo XVIII, en favor de
cementerios nuevos dependientes de los pueblos préximos. A
partir del siglo XVIII las ermitas, incluida la de Amézaga,
fueron remodeladas por motivos de culto amplidndose por su
lado oeste, lo cual supuso la destruccién de los enterramien-
tos adosados al muro del antiguo edificio. En cuanto a la cro-
nologia del cementerio se ha realizado en la Universidad de
Uppsala un andlisis de C,, sobre 2 individuos: el AZ94003;
Va-4120: 1.070 £ 70 BP y el AZ85004; Va-4121: 860 + 70
BP, lo que permite situar el uso de este cementerio del s. IX
al XTI, en un perfodo anterior a las remodelaciones de la er-
mita hechas entre los siglos XIII al XVIL.

Para el estudio del DNA se seleccionaron diversos indivi-
duos del yacimiento de Amézaga, de los que tres proporcio-
naron resultados positivos. De cada uno de los ellos se toma-
ron dos muestras: un diente y un fragmento de hueso. La
muestra estudiada fue la siguiente:
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INDIVIDUO MUESTRA SEXO EDAD
94003 a Myi Q Adulto
94003 b Peroné (epifisis distal)

85004 a Pmji Q Adulto
85004 b Metatarso (entero)

67003 a Ci Q Maduro
67003 b Tibia (didfisis)

Las muestras de hueso se obtuvieron realizando dos cortes
cruzados formando un 4ngulo de unos 90°, realizados con una
sierra de marqueterfa esterilizada. Posteriormente, la capa su-
perficial del fragmento de hueso (+ 1 mm) se elimind con
ayuda de una broca de dentista. La muestra (aproximadamen-
te 1 gramo) se pulverizé después con un molino refrigerado
por nitrégeno liquido con un impactador electromagnético
(Freezer Mill Spex 6700), para evitar que el calor dafiara el
DNA, hasta obtener un polvo muy fino, semejante a la harina.
La muestra se lavé sucesivas veces con EDTA (0.5 M, pH
8.0), desech4ndose los sobrenadantes. A continuacion, se in-
cubd la muestra en agitacién a 37° C durante 12 horas en 10
ml de solucién de lisis (EDTA 0.5 M pH 8.0-8.5, Tris 50
mM, SDS 0.5 % y Proteinasa K 50 pg/ml), y se centrifugo,
conservando el sobrenadante. La extraccion del DNA se rea-
lizé mediante fenol/cloroformo (3 extracciones sucesivas: fe-
nol, fenol/cloroformo (1:1), cloroformo) siguiendo el proto-
colo de SAMBROOK et al. (1989). El componente proteico
de la muestra se desnaturaliza o deviene insoluble, mientras
que los 4cidos nucleicos quedan en solucién en la fase acuo-
sa. Después se concentrd la muestra mediante didlisis por
centrifugacién con Centricon-30 (Amicon), resuspendiéndola
en 300 pl y conservdndola a -20° C.

La amplificacién se llevé a cabo con un bloque termosta-
tizado de ciclos (Perkin-Elmer Cetus: modelo PCR Thermal
Cycler). Se programaron 35 ciclos de PCR (desnaturalizacién
a 94° C durante 1 minuto, reasociacion a 55° C durante 1 mi-
nuto y extensién a 72° C también durante 1 minuto). El proto-
colo de amplificacién utilizado es estdndar (HAGELBERG et
al., 1989; PAABO, 1990; GINTHER et al., 1992) con algu-
nas modificaciones. Se hicieron reacciones generales de 300
ul, alicuotadas en reacciones de 25l por muestra, con los si-
guientes componentes: Tamp6n 1x, Tris-HCI 20 mM pH 8.0,
dNTP’s 200 uM, MgCl, 1.5 mM, BSA 2-20 pg/ ml, cebado-
res 200 pmoles/100ul, Tag DNA Polimerasa (Cetus) 5
u/100W] de reaccién. Junto a las muestras con DNA, se afia-
dieron siempre dos blancos de control, uno obtenido durante
el proceso de lisis y extraccién, y otro utilizando sdlo los re-
activos del PCR. Estos blancos se utilizaron como controles
de contaminacién por parte de DNA exdgeno, y sélo se dio el
visto bueno al estudio cuando salieron negativos. Los cebado-
res utilizados fueron el D2 (equivalente al D6 de HIGUCHI
et al., 1988 y al H16401 de VIGILANT et al., (1989) y el
D18, (HIGUCHI et al., 1988). El segmento determinado por
estos cebadores tiene una longitud de 228 bp, y se localiza en
la regién 1 del D-loop.

A continuacién se realizé un PCR asimétrico, con un vo-
lumen de 200 ul por cada muestra, usando los mismos com-
ponentes de la primera amplificacién, pero con un solo ceba-

dor (D2) y sin BSA. De esta forma, se obtuvo un DNA de ca-
dena sencilla que se purificé separdndolo de los nucleétidos y
cebadores no incorporados, mediante los mismos Centrico-
nes-30 (también se pueden utilizar columnas de resina tipo
Magic-Preps de Promega). Para la secuenciacién del DNA la
muestra se precipit6 con acetato aménico y etanol y se resus-
pendi6 en 7 pl de Hy0. La secuenciacién se llevé a cabo si-
guiendo el método de SANGER et al. (1977), utilizando el
sistema de Sequenasa (USB), con $35-dATP como nucledtido
radiactivo. Las secuencias se resolvieron en geles de poliacri-
lamida al 6%, en 7 M urea y 1x TBE, a 100 W, 1900-2000 V
y unos 55° C, durante aproximadamente 1.5 horas. El gel se
fij6 con 10% de 4cido acético y 10% de metanol en agitacion,
y se secé en la estufa a 80° C, durante 2 horas. La autorradio-
graffa se realiz sobre un film Kodak (X-OMAT AR) durante
16-72 horas.

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestra la capacidad inhibidora de la
amplificacién por parte de alicuotas de extracto de DNA anti-
guo. Se ha amplificado un segmento de 500 pb de una regién
del genoma del bacteri6fago A siguiendo las condiciones es-
tdndar especificadas por Perkin-Elmer, Cetus. A cada muestra
del fago se le afiadi6 una alicuota creciente de DNA antiguo
(0.2pl, 0.4pl y 0.8pl). Puede observarse cémo con 0.2 pl de
DNA antiguo, la amplificacién es menos eficiente que en la
muestra que sélo presenta DNA del fago, mientras que con
s6lo 0.4 pl, 1a inhibicién ya es total.

En la Figura 2 se muestra un gel de agarosa 1% con seis
de las muestras (94003 a y b, 85004 a y b, 67003 a y b) antes
de la amplificacién. Puede observarse c6mo las muestras de
hueso presentan una gran cantidad de DNA, generalmente de
elevado peso molecular, muy probablemente de origen micro-
biano. En cambio, las muestras de dientes aparecen muy lim-
pias, con excepcién de la muestra 67003 a, que presenta un
ligero smear y que fue la dnica que necesité BSA para ser
amplificada.

En la Figura 3 se presentan los resultados de la amplifica-
ci6n de seis de las muestras analizadas (94003 a y b, 85004 a
y b, y 67003 a y b). Puede observarse cémo sélo en los tres
dientes se ha formado una débil banda del tamafio esperado
(228 bp). Las dos primeras muestras de dientes pudieron ex-
presarse directamente sin necesidad de BSA. En las dos tilti-
mas fue necesaria una reamplificacién antes de llevar a cabo
el PCR asimétrico. Las bandas inferiores corresponden a los
cebadores, mientras que las bandas intermedias son debidas a
dimeros de cebador (primer-dimers). Estos artefactos se for-
man por la unién de ambos cebadores cuando el DNA molde
es especialmente escaso o de pobre calidad (PAABO, 1990).
No legan a impedir su amplificacién, aunque la eficiencia de
la reaccién es inferior a la esperada. Por otra parte, puede ob-
servarse ¢cémo los dos blancos (blanco de extraccién y blanco
de PCR) estdn limpios y por tanto indican que no existe con-
taminacion.

En la Figura 4 se muestran las secuencias de las dos
muestras de DNA antiguo (94003 a y 85004 a) y de una
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Figura 1:

Estimacién de la capacidad de inhibicién del DNA antiguo. A la amplificacién estindar de una regién de 500 bp del bacteriéfago A
(cebador 1: nucledtidos 7131-7155, cebador 2: nucleétidos 7606-7630), siguiendo las recomendaciones de Perkin-Elmer Cetus, se
han afiadido cantidades crecientes de la muestra 94003 b de DNA antiguo. 1: Bacteriéfago A sin DNA antiguo, 2: + 0.2 il de DNA
antiguo, 3: + 0.4 il de DNA antiguo, 4: + 0.8 ul de DNA antiguo. 5: Blanco de PCR, 6: Marcador de Peso Molecular (miiltiplos de
123 bp, BRL).
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Figura 2:

Andlisis de extraccién (Sizing) de tres de las muestras estudiadas de Amézaga, realizado en un gel de agarosa al 1 %, tefiido con Bro-
muro de Etidio y observado con luz UV. Se puede observar cémo las muestras de hueso que no se amplificaron muestran una mayor
cantidad de DNA, presumiblemente debido a contaminaciones microbianas y fiingicas. 1: Marcador (mdltiplos de 123 bp), 2: 94003

a (diente), 3: 94003 b (hueso), 4: 85004 a (diente), 5: 85004 b (hueso), 6: 67003 a (diente), 7: 67003 b (hueso), 8: marcador de peso
molecular A Hind[II/EcoRI. (de mayor a menor 21226bp, 5148/4973bp, 3530bp, 2027bp).
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muestra de DNA actual, cuya secuencia coincide con la de
ANDERSON et al. (1981).

DISCUSION

El DNA de restos antiguos presenta numerosos problemas
para su amplificacién, ya que se encuentra oxidado (especial-
mente las pirimidinas) (PAABO, 1989) y notablemente frag-
mentado (PAABO, 1985 a; HAGELBERG et al., 1989;
HANNI et al., 1990), lo que puede favorecer la aparicién de
artefactos, como los primer-dimers (SAMBROOK et al.,
1989), y el efecto jumping PCR (PAABO et al., 1989; PAA-
BO, 1990). Pero el principal problema proviene de la presen-
cia de 4cidos himicos del suelo en las muestras, que inhiben
total o parcialmente la amplificacién. Para intentar eliminar
en parte esta inhibicidn, se afiade BSA (seroalbimina bovina)
a los componentes habitnales del PCR (PAABO et al., 1988;
HAGELBERG et al., 1989), y que actiia como estabilizante
de la reaccién. Una estrategia alternativa consiste en diluir
progresivamente la muestra, aunque hay que llegar a un com-
promiso entre la dilucién del escaso DNA presente y la de los
inhibidores (PAABO, 1990). Sin embargo, en determinadas
muestras no llegé a conseguirse la amplificacién, ni siquiera
afiadiendo BSA, especialmente en aquéllas que presentaban
una coloracién marronosa, descrita en estudios anteriores de
DNA antiguo y que cabe atribuir a una importante presencia
de 4cidos himicos. Al tratarse de una técnica tan compleja y
costosa, puede resultar mds rentable eliminar estas muestras y
centrar los esfuerzos en las que sean incoloras de entrada.

La capacidad de inhibicién de la amplificacién del DNA
antiguo varfa, pues, de una muestra a otra, dependiendo pro-
bablemente de la cantidad de dcidos hidmicos de ésta y por
tanto, de las condiciones de enterramiento y de la propia na-
turaleza de la muestra. Los dientes y las didfisis de los huesos
largos, especialmente el tercio medio del cértex (HAGEL-
BERG et al,, 1991), parecen ser el tipo de muestra m4s ade-
cuado para obtener DNA. El tejido esponjoso de los huesos,
que ha estado sometido a abundantes lavados y que ha permi-
tido la infiltracién de dcidos humicos del suelo, se revela co-
mo muy poco adecuado en este tipo de estudios. Las condi-
ciones de enterramiento parecen ser factores mas importantes
en la conservacién del DNA de los huesos que no la propia
antigiiedad de éstos, al menos dentro de unos limites tempo-
rales razonables, que sin embargo todavia no estdn bien esta-
blecidos.

La contaminacién es otro de los grandes problemas de los
estudios de DNA antiguo, ya que la baja calidad del DNA
presente y la poca cantidad en que se encuentra en las mues-
tras hace que se esté trabajando en los limites de sensibilidad
de la técnica de PCR, lo que favorece la aparicién de falsos
positivos. La contaminacién provocada por el fendmeno del
carry-over (contaminacién de reactivos por productos de am-
plificaciones anteriores) parece ser la mds importante (IVIN-
SON and TAYLOR 1991), y probablemente, la més cara, di-
ficil y compleja de combatir. La contaminacién mediante ae-
rosoles puede ser importante, especialmente referida a las su-
perficies de trabajo en el laboratorio, a las pipetas, a las mi-
crocentrifugas, a los reactivos y al propio aparato de PCR

(PRINCE and ANDRUS 1992). También la descamacién de
las células epidérmicas del propio investigador parece que
puede provocar contaminacién en el PCR (KITCHIN et al.
1990). Sin embargo, la contaminacién puede evitarse o elimi-
narse mediante una estricta metodologia de laboratorio
(SAMBROOK et al. 1989), esterilizacién del material, uso de
radiaciones ultravioletas (SARKAR and SOMMER 1991),
alicuotado de los reactivos, separacidn fisica de las fases de
pre y post PCR, cambio frecuente de guantes, empleo de mas-
carilla, etc), y puede comprobarse su ausencia mediante el
uso de controles. En todos los procesos de obtencién de
muestras, es recomendable disponer siempre de un blanco de
extraccién y un blanco de PCR. Por otra parte, las muestras
obtenidas a partir de yacimientos arqueolégicos, pueden estar
contaminadas por haber sido manipuladas sin precaucién du-
rante la excavacién o el almacenamiento posterior, bdsica-
mente debido a la descamacién de las células epidérmicas.
Aunque este problema se puede solventar con la eliminacién
de la capa superficial de las muestras de hueso, es igualmente
recomendable seguir una serie de normas durante la excava-
cién. Es aconsejable seleccionar previamente un hueso del es-
queleto para estudios de DNA antiguo, que serd desenterrado
con guantes, se guardard en bolsas estériles, no se lavard con
agua y se dejard secar en un sitio seco y poco concurrido
(BROWN and BROWN, 1992).

Un aspecto interesante de nuestro estudio es la comproba-
cién de que los dientes parecen proporcionar un DNA de mejor
calidad que el extraido de los propios huesos del mismo indivi-
duo. La explicacién de este fenémeno, puede atribuirse a que el
diente, que es el tejido de mayor dureza del cuerpo, actda como
un estuche protector de las células de la cavidad pulpar, ricas
en DNA (GINTHER et al., 1992). Aunque el esmalte es casi
completamente inorgdnico, la cavidad pulpar del diente estd
abundantemente irrigada e inervada, y de alli provendria el
DNA extraido. Hasta ahora, s6lo dos estudios de DNA anriguo
han recuperado DNA de dientes. HANNI et al., (1990), lo ob-
tuvieron a partir de un canino humano de 4500-5000 BP, y
GINTHER et al., (1992), a partir de dientes extraidos por den-
tistas, de una antigiiedad maxima de 20 afios.

En la Figura 2 puede observarse c6mo las muestras que no
se amplificaron en absoluto presentan una abundante concen-
tracién de DNA, que hay que atribuir a contaminacién bacte-
riana o fiingica. Esta relacién inversa entre presencia de DNA
contamninante no-humano y facilidad de amplificacién ya fue
observada anteriormente (HAGELBERG et al., 1991 b).

Por el momento se han secuenciado dos de las tres mues-
tras amplificadas (Figura 4). La primera que se obtuvo fue la
94003 a. El fragmento que se pudo leer estd comprendido en-
tre las posiciones 16420 y 16400 del DNA mitocondrial,
abarcando 160 pares de bases. Esta secuencia presenta dos
polimorfismos en las posiciones 16294 y 16296, consistentes
en una substitucién de una C de la secuencia de referencia
(ANDERSON et al., 1981) por una T. De la muestra 85004 a
se pudo leer aproximadamente el mismo fragmento, si bien la
secuencia presenta indeterminaciones en las zonas 16242-45
y 16266-69. Se observé la delecién de una C en las posicio-
nes 16278 o 16279 (se trata de dos C seguidas), y una substi-
tucién de una T por una A en la base 16249.
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Figura3:  Gel de agarosa al 1%, donde se observan las tres muestras que se pudieron amplificar. Las dos primeras se amplificaron sin necesi-
dad de afiadir BSA. En todos los casos la sefial es muy débil (especialmente en la muestra 7), si se compara con muestras de DNA
actual. 1: Marcador (miltiplos de 123 bp), 2: 94003 b, 3: 94003 a, 4: 85004 b, 5: 85004 a, 6: 67003 b, 7: 67003 a, 8: blanco de ex-
traccion, 9: blanco de PCR.
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Figura 4:

LALUEZA, C. - PEREZ-PEREZ, A. - PRATS, E. - ARENAL, L. - VALDES, L. - MORENQ, P. - TURBON, D,

Secuencias del DNA mitocondrial (regién 1 del D-loop) obtenidas de dos de las muestras amplificadas previamente con las varian-
tes polimdrficas encontradas: 1; 94003 a, 2; secuencia de referencia d¢ ANDERSON et al. (1981), 3; 85004 a.
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Las posiciones 16294 y 16296 son altamente polimérfi-
cas, tal como se ha descrito en algunos trabajos (HORAI and
HAYASAKA 1990, DI RIENZO and WILSON 1991, STO-
NEKING et al. 1991). El haplotipo T>C (16294)/T>C
(16296), hallado en el individuo 94003 a, se ha observado
idéntico (al menos en los 160 bp disponibles) en el individuo
caucasoide SB26 (Francia) (HORAI and HAYASAKA
1990), y en los individuos 56 y 79 provenientes del Préximo
Oriente (DI RIENZO and WILSON 1991). En cambio, los
mismos autores no encuentran, en una muestra de 88 indivi-
duos, que la posicién 16249 sea polimérfica. HORAI and
HAYASAKA (1990), describen una transicidén en esta posi-
cién. En el individuo de Amézaga (85004 a), se ha hallado
una transversién, fenémeno mucho menos frecuente. En Ia
posicién 16278 se ha descrito un polimorfismo (T>C) en va-
rios individuos (DI RIENZO and WILSON 1991, HORAI
and HAYASAKA 1990), pero ninguna deleccién, como la
observada en el individuo 85004 a., aunque podria tratarse,
en este caso, de una replicacion defectuosa de la polimerasa.

Obviamente, la informacién que en este momento nos
proporcionan estos datos esta seriamente limitada por la im-
posibilidad de compararlos con otros de las poblaciones ac-
tuales y pasadas. Actualmente se estdn estudiando, con resul-
tados positivos, muestras de] Pafs Vasco de la Edad del Bron-
ce. Es de suponer que en el futuro, cuando se disponga de se-
cuencias de la poblacién vasca actual y de otras poblaciones
de la Peninsula Ibérica, se podrdn valorar adecuadamente es-
tos resultados preliminares.
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