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METODOS

1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

En la presente tesis doctoral se trabajo preferentemente con piezas dentales puesto
que ¢stas ofrecen mayores garantias a la hora de obtener informacion genética
(KUROSAKI et al. 1993; DeGUSTA et al. 1994; WOODWARD et al. 1994b; OOTA et
al. 1995; ZIERDT et al. 1996). Sin embargo en algunos casos también se obtuvo material

genético a partir de huesos.

El material fue enviado directamente al laboratorio desde su ubicacidn original. Al
no ser posible la participacion directa del investigador en las excavaciones se informd al
arquedlogo de las precauciones en materia de manipulacion para minimizar la
contaminacion de los restos. En este sentido se evité en la medida de lo posible tocar
directamente los restos con las manos mediante el uso de guantes desechables. Una vez
seleccionada la muestra ésta fue guardada en una bolsa de plastico o en un falcon de

plastico estéril, rotulada y finalmente enviada al laboratorio para su analisis.

Una vez en el laboratorio se seleccionaron del conjunto enviado las muestras para
el andlisis de DNA. Siempre que fue posible se eligieron piezas dentales preferiblemente
enteras, sin fisuras, y limpias superficialmente. No se escogid ningun tipo de pieza
preferentemente, aunque se intentd trabajar con aquellas de desarrollo completo. Cuando
no existian piezas dentales disponibles de un determinado resto de interés se seleccionaron
zonas de hueso compacto, preferentemente de huesos largos, como tibias y fémures. En
este caso se primo la seleccion de aquellos huesos que presentaban la superficie externa
lisa, brillante y aparentemente bien conservada. Todo el proceso de manipulaciéon fue

realizado con guantes estériles.
La muestra definitiva fue introducida en un tubo falcon de plastico estéril

convenientemente etiquetado con la referencia de laboratorio de la muestra. Las muestras

asi guardadas se conservaron en congelador a -20° C hasta su procesado.
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2. PROSPECCION MOLECULAR

El objetivo de los métodos de “prospeccion molecular” (MONTIEL 2001)
consiste en evaluar las posibilidades de éxito en la obtencion de informacion genética de

un determinado resto.

En la presente tesis doctoral fueron empleados tres de estos métodos de
“prospeccion molecular”: la racemizaciéon de aminodcidos, la cuantificacion de
secuencias especificas de DNA mitocondrial y la deteccion de moléculas inhibidoras de

la PCR en los extractos de DNA antiguo.
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2.1. Contenido total y racemizacion de aminoacidos

2.1.1. Muestras estudiadas

El objetivo del presente estudio es comprobar empiricamente si existe una
relacion entre el contenido total de aminoacidos y su grado de racemizacién con la
preservacion del DNA tal y como ha sido sugerido por otros autores (POINAR et al.
1996). Adicionalmente se pretende evaluar la influencia de ciertas variables como el

tipo de tejido, la antigiiedad y procedencia geografica de las muestras en estas estimas.

De las muestras ya estudiadas de las que existia un remanente fue seleccionado
un subconjunto representativo de los diferentes yacimientos que comprendia aquellas de
las que se habia obtenido algun tipo de informacion genética (secuencias de mtDNA,

medidas de cuantificacion...).

Se estimaron las cantidades de las isoformas L y D de 9 aminoécidos: Alanina
(Ala), Valina (Val), Isoleucina (Ile), Prolina (Pro), Leucina (Leu), Acido Aspartico
(Asp), Fenilalanina (Phe), Acido Glutamico (Glu) y Serina (Ser) en 39 muestras de tres
tipos de tejidos (hueso, diente total y dentina) de 31 individuos de diferente cronologia y

localizacidn geografica (Tablas ME1 y ME2).

En 7 casos (TMS5, TM6, H70, H35, H37, H57 y H43) se analiz6 la cantidad de
estos aminoacidos en dos tejidos de una misma muestra: diente y dentina.
Adicionalmente se calcularon estas mismas cantidades en dos muestras de diente total

de un mismo individuo (R 65-4 1I).

Este proceso fue llevado a cabo en colaboracién con los profesores Dr. José
Eugenio Ortiz y Dr. Trinidad de Torres del Departamento de Ingenieria Geologica de la

Escuela Superior de Ingenieros de Minas de la Universidad Politécnica de Madrid.
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Tabla ME1. Muestras para las que se estimo el contenido total y la
racemizacion de ciertos aminodacidos.

Procedencia Individuo Muestra Tejido
Abauntz AB23C AB9 Diente total
Abauntz AB17C ABl4 Diente total
Abauntz AB35E AB17 Diente total

Total Abauntz 3 3
Caldeirdo 010107 CA7 Diente total
Total Caldeirao 1 1
Dja’de SK-R 3 3DJ6 Hueso
Total Dja’de 1 1
Mari 1 1IMA1 Diente total
Mari 8 1MAS8 Diente total
Mari 12 1IMAI12 Diente total
Total Mari 3 3
Nerja NE-1829 SNE Dentina
Nerja NE-NMS§2.2 2NE Dentina
Total Nerja 2 2
Tell Halula H-25 2H25 Dentina
Tell Halula H-26 1H26 Dentina
Tell Halula H-30 2H30 Dentina
Tell Halula H-35 1H1 Dentina
Tell Halula H-35 1H1 Diente total
Tell Halula H-37 1H20 Dentina
Tell Halula H-37 2H20 Diente total
Tell Halula H-43 2H31 Dentina
Tell Halula H-43 2H31 Diente total
Tell Halula H-47 2H18 Dentina
Tell Halula H-48 1H33 Dentina
Tell Halula H-49 2H15 Dentina
Tell Halula H-52 1H19 Dentina
Tell Halula H-53 2H14 Dentina
Tell Halula H-54 2H34 Dentina
Tell Halula H-57 2H21 Dentina
Tell Halula H-57 1H21 Diente total
Tell Halula H-64 1H13 Dentina
Tell Halula H-65 1H10 Dentina
Tell Halula H-70 1HI11 Dentina
Tell Halula H-70 1HI11 Diente total
Total Tell Halula 16 21
Tell Ramad R65-4 11 TR9 Diente total
Tell Ramad R65-4 11 TRI11 Diente total
Tell Ramad R65-C8-SE B TR16 Diente total
Tell Ramad R65-1S TRI18 Diente total
Total Tell Ramad 3 4

Tres Montes TMS8 2TM6 Dentina

Tres Montes TMS8 1TM6 Diente total

Tres Montes ™11 2TM5 Dentina

Tres Montes T™M11 1TM5 Diente total

Total Tres Montes 2 4
Total general 31 39
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Tabla ME2. Tipos de muestras estudiadas de cada yacimiento.

Procedencia Diente total Dentina Hueso Total
Abauntz 3 - - 3
Tres Montes 2 2 - 4
Nerja - 1 1 2
Caldeirdo 1 - - 1
Tell Halula 5 16 - 21
Tell Ramad 2 - 2 4
Dja’de - - 1 1
Mari 3 - - 3
Total 16 19 4 39

2.1.2. Precauciones

2.1.2.1. Precauciones en la obtencion de la muestra

En condiciones normales no es necesario que la obtencion de la muestra se
realice en condiciones de esterilidad. Unicamente se requiere el uso de guantes para
evitar la contaminacidén de la muestra con aminodcidos exdgenos por contacto. Sin
embargo, cuando se desea extraer material genético del resto en cuestion (sea polvo
total de diente o hueso o dentina), deben emplearse las precauciones habituales para la
manipulacidn de restos antiguos:

- trabajo en el interior de una campana de seguridad bioldgica
- uso de bata, mascarilla y guantes
- empleo de material estéril. A este efecto en la obtencion de muestras de dentina

las brocas de diamante se desechan tras cada uso.

2.1.2.2. Precauciones en el proceso de racemizacion

2.1.2.2.1. Limpieza del material

La limpieza del material utilizado para el andlisis pretende también evitar la
contaminacion por aminoacidos exdgenos del manipulador o manipuladores. Para ello

es suficiente seguir unas sencillas normas:
- La muestra y el material de laboratorio empleado para su analisis debe ser manipulado

en todo momento con guantes de laboratorio. No es necesaria la manipulacion en el

interior de campanas de flujo bioldgico.
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- El material de vidrio empleado para los analisis (excepto las pipetas Pasteur) se limpia
por calcinacion en un horno a 500°C durante 2 h.

- Los microtubos eppendorf de plastico y las pipetas Pasteur son de un solo uso y se
desechan en cada muestra.

- Los tapones y septa de Teflon se lavan cuidadosamente con éter de petroleo, acetona

y se enjuagan tres veces con agua ultralimpia.

2.1.2.2.2. Pureza de los reactivos

- Toda el agua empleada en los analisis es de calidad Mili-Q de Millipore.

- Los écidos fluorhidrico y clorhidrico y el anhidrido acido trifluoracético son de Merck
grado analitico. El cloruro de tionilo se obtuvo de Fluka AG.

- El alcohol isopropilico y el n-hexano son Merck calidad HPLC, el diclorometano es

Merck calidad espectroscopica.

2.1.3. Obtencion de la muestra

En la presente Tesis Doctoral se trabajo con tres tipos de material: hueso y/o
diente pulverizado y dentina. Los dos primeros fueron obtenidos triturando la muestra
en un molino refrigerado con nitrégeno liquido, tras limpieza superficial de la muestra
mediante una arenadora (Sand- Blaster Modelo Base 1 Plus) que inyecta 6xido de
aluminio erosionando su parte mds externa. La muestra de dentina se obtuvo
perforando el diente en la raiz, justo por debajo de la linea de cimentacién, con una
broca de diamante acoplada a un taladro eléctrico marca Dremel. El polvo de cemento
generado fue desechado. Para la recogida del polvo de la dentina se dispuso un trozo de
papel de aluminio con la cara mate hacia arriba y se fue rascando con la broca dejando
que el polvo cayera sobre el papel, procurando mover la broca a lo largo de la superficie
del diente para evitar el calentamiento excesivo de una determinada region. Una vez se
hubo obtenido una cantidad de polvo suficiente para el analisis (aproximadamente 20-
40mg), la muestra fue envuelta en el mismo papel de aluminio y guardada hasta su

procesamiento.
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2.1.4. Protocolo

Dialisis

Una vez obtenidas las muestras se dializaron para eliminar los aminoécidos
libres, no unidos a la matriz de colageno. Las estimas de racemizacidn corresponderan
por tanto unicamente a aquel porcentaje de aminoacidos que forman parte de esta matriz

(fraccion colageno insoluble o /C). Para la didlisis se sigui6 el siguiente procedimiento:

- Se cortaron tantos trozos de membrana de dialisis de 3.500 Daltons (Spectra/por mnco
3500 membrane) como muestras y se dejaron aproximadamente 2h en remojo en agua
ultrapura.

- Con ayuda de una espatula se pesaron entre 20 y 40mg de muestra en una bascula de
precision dentro de tubos de ensayo de vidrio con tapdn.

- Se anadieron 1ml de HCl 2N y 5ml de PBS (estabilizador de pH) a las muestras
pulverizada agitando a continuacion en el agitador vortex.

- Se sacaron las membranas de dialisis del agua, se anudd uno de sus extremos, y se
transfirio a su interior el contenido de cada tubo con ayuda de una pipeta Pasteur de
vidrio. Se anudo entonces el otro extremo de la membrana y se introdujo en un matraz
con agua ultrapura sujetandolo a su superficie con una pinza de madera o similar
envuelta en parafilm.

- Se coloco cada matraz encima de un agitador magnético y se conectd de forma que la
membrana se moviera en circulos.

- Se taparon los matraces con papel de aluminio y se dejaron 24h en agitacién a
temperatura ambiente.

- Se recuper6 el volumen del interior de la membrana de didlisis y se transfirié con una
pipeta Pasteur de vidrio a un matraz de vidrio.

- Se evapord la muestra durante toda la noche en un rotavapor.

Hidrdlisis

- Se disolvié el residuo seco en agua ultrapura.
- Se transfiri a tubos de ensayo con tapones de rosca recubiertos de Teflon y se afiadid
una mezcla de acido clorhidrico fumante 12 N (2.9 p I/mg de muestra) y de acido

clorhidrico 6 N (100 pl).
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- Se agit6 la mezcla en el agitador vortex.
- Se cerraron los tubos bajo atmosfera de nitrégeno.

- Se dejaron en un bloque calefactor a 100°C durante 20 h.

Desalinizacion

- Se transfirio la muestra a unos microtubos de andlisis cénicos eppendorf de 1.5 ml
con tapon y se afiadid acido fluorhidrico concentrado (1.25 pl/mg de muestra).

- Se mezcld bien con el vortex.

- Se centrifugd la muestra durante 4 min en una centrifuga Eppendorf a maxima
velocidad.

- Se transfirid el sobrenadante a otro Eppendorf nuevo de 1.5 ml y se congel6é en
nitrégeno liquido.

- Se evapord el sobrenadante a continuacion en un desecador de plastico.

- Se redisolvid el residuo en 100 pl de agua ultrapura y se mezcl6 a continuacion en un
agitador vortex.

- Se centrifugd y se transfirio a un vial de vidrio de 2 ml con septa de Teflon y tapon de
rosca.

- Se evapord el agua en un desecador de plastico dejando los tapones sin acabar de

desenroscar.

Derivatizacion

- La primera derivatizacioén de los aminoacidos consiste en su esterificacion. Para ello,
se afiadieron al residuo seco 250ul de cloruro de tionilo 3M. Debido a la elevada
toxicidad del compuesto esta reaccion debe ser llevada a cabo en el interior de una
campana de seguridad bioldgica.

- Se cre6 una atmosfera de nitrégeno dentro de los viales y se cierran fuertemente.

- Se transfirieron los viales a un bloque calefactor ajustado a 100°C, donde se dejaron
durante 1 h.

- Posteriormente los viales, abiertos pero sin destapar, se llevaron a sequedad en el
desecador de plastico al vacio.

- La segunda derivatizacion consiste en la N-trifluoracetilacion. Para llevarla a cabo se
afiadieron 200 pl de anhidrido trifluoracético (25% en diclorometano) a cada muestra.

- Se cred una atmosfera de nitrégeno dentro de los viales y se cerraron fuertemente.
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- Se calentaron a 100°C durante 5 min en el bloque calefactor.

- El diclorometano y el anhidrido trifluoracético sin reaccionar se evaporaron bajo flujo
de nitrogeno.

- Posteriormente las muestras se disolvieron en 100 pl de n-hexano y se transfirieron a

los viales de inyeccion.

Inyeccion de las muestras en el Cromatdgrafo de Gases

- Se inyectaron 0.2-4 pl de la muestra en un Cromatografo de Gases (GC) Hewlett-
Packard 5890. Durante la inyeccion de las muestras se mantuvo el puerto a una
temperatura constante de 215°C. Durante los primeros 75 s el aparato funciond en
modo splitless y a continuacidn se paso a modo split.

Se empled Helio como gas portador a una presion en cabeza de columna de 5.8 psi, y
una columna de silice fundida Chirasil-L-Val (0.25 pm x 25 m) de Chrompack. Los
gradientes de temperatura empleados fueron los siguientes: 50°C (1 min),
calentamiento a 40°C/min hasta 115°C, permanencia a 115°C durante 12 min,
calentamiento a 3°C/min hasta 190°C, permanencia a 190°C durante 10 min,
enfriamiento hasta 50°C permaneciendo a esta temperatura (80°C si el tiempo entre
pinchazos es largo-noche). La deteccién se realizd con un detector del tipo NPD

mantenido a 300°C.

Evaluacion de los resultados

La integracidon de las areas de los picos se realizd usando el programa de integracion

PEAK96 de Hewlett-Packard para PC.
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2.2. Cuantificacion de secuencias especificas de DNA mitocondrial por Real Time

PCR

Diversos autores han propuesto que la obtencién de informacion genética a partir
de extractos de DNA antiguo que contengan un niumero de copias de DNA inferior al
millar no proporciona resultados fiables ni reproducibles (GILBERT et al. 2003b;
HANDT et al. 1996). Para tratar de determinar la fiabilidad de la informacién genética
recuperada de las muestras antiguas estudiadas, se estim6 el niimero de moléculas de DNA
mitocondrial presentes en diferentes extractos mediante cuantificacion absoluta por Real
Time PCR, empleando para ello una sonda TagMan MGB especifica. Con este objeto se
construy6 un disefio especifico que permitia la cuantificacién de las mismas secuencias de
la region Hipervariable I que posteriormente serian amplificadas por PCR y secuenciadas
para determinar su variabilidad. La ventaja de este nuevo disefio de cuantificacion es que
permite estimar con bastante exactitud el nimero de las mismas moléculas que

posteriormente serdn “diana” de la reaccion de PCR.

2.2.1. Principios teoricos de la cuantificacion por Real Time PCR

La cuantificacion por Real Time PCR permite monitorizar la reacciéon de PCR al
mismo tiempo que éste tiene lugar. Otros métodos de cuantificacién basados en la PCR
miden la cantidad de producto generado al final de la reaccidon de amplificacion y luego
estiman la concentracién de DNA de los extractos. Sin embargo en la cuantificacion por
Real Time PCR la deteccién comienza durante los primeros ciclos de amplificacion,
cuando la cantidad de producto amplificado sobrepasa un determinado umbral. Cuanto
mayor es el numero de copias presentes en el extracto de DNA, antes se sobrepasa este

umbral y se inicia la deteccion.

Existen dos tipos de quimicas disponibles para realizar ensayos de cuantificacion
por Real Time PCR, SYBR-GREEN I y TagMan. El disefio de cuantificacion empleado
en el presente trabajo utiliza el segundo tipo de quimica. En este tipo de ensayos se
disefia una sonda especifica complementaria a una region del producto que se desea
amplificar (sonda TagMan). Esta sonda presenta un fluorocromo unido en el extremo 5’
6 reporter (FAM™, TET™ o VIC™) y otro unido en el extremo 3° 6 quencher

(TAMRA™). Cuando la sonda est4 intacta, la fluorescencia emitida por el reporter es
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absorbida por el quencher mediante un proceso conocido como energia de transferencia
de Forster (FORSTER 1948; LAKOWICZ 1983). Si la secuencia de DNA
complementaria a la sonda estd presente, se produce la union entre ambos. Cuando la
polimerasa inicia el proceso de copiado desde el extremo 3’ del cebador degrada la
sonda gracias a su actividad 5’ nucleésica. Esta degradacion hace que el reporter y el
quencher se separen, produciéndose un incremento en la fluorescencia que es recogido
y almacenado por el secuenciador. La separacidon de la sonda del DNA posibilita que el
proceso de extension del primer continte hasta el final. Este proceso se repite en cada
ciclo de la PCR, dando lugar a un incremento en la intensidad de la fluorescencia

proporcional a la cantidad de producto generado (Figura FMET1).

En ensayos de cuantificacion que requieren de una elevada especificidad resulta
recomendable el empleo de una variante de estas sondas TagMan: las sondas TagMan
MGB. A diferencia de las sondas convencionales, éstas presentan un segundo quencher
no fluorescente en el extremo 3’ e incorporan ademds en este mismo extremo un grupo
MGB (Minor Groove Binder). La funcion de este grupo es aumentar la temperatura de

fusién (Tm) de la sonda, permitiendo asi el empleo de sondas cortas.

Ademas de los cebadores y la sonda la mezcla de reaccién de Real Time PCR
incorpora una “referencia pasiva”, que es un marcador que permite normalizar la sefial
emitida por el reporter durante la recogida de datos, y corregir asi fluctuaciones en la
fluorescencia debidas a cambios en la concentracién o en el volumen de las diferentes

reacciones.

El parametro Rn se define como el cociente entre la intensidad de emision del

reporter y la intensidad de emision de la referencia pasiva.

El término Rn" define al pardametro Rn cuando la reaccién incorpora moléculas
de template, mientras que Rn" es el valor de Rn en ausencia de template o durante los
primeros ciclos de PCR, previamente al inicio del incremento en la sefial de
fluorescencia. La magnitud real de la sefial generada durante un ensayo viene definida

por incremento de Rn (ARn), que es la diferencia entre los valores de Rn" y Rn".
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La relacion entre estos tres términos se expresa de la siguiente forma:

ARn = (Rn")-(Rn)

R, = Intensidad de emision del reporter en presencia de DNA molde

Intensidad de emision de la “referencia pasiva”

en ausencia de DNA molde
o durante los primeros
Intensidad de emision de la “referencia pasiva” ciclos de PCR

R, = Intensidad de emisién del reporter

Durante los primeros ciclos de PCR se produce muy poco cambio en la sefial de
fluorescencia, formandose la linea base para la curva de amplificacion. Cuando se
produce un incremento en la intensidad de la fluorescencia sobre esta linea base se
inicia el proceso de deteccion. Ligeramente por encima de esta linea base puede fijarse
un umbral de deteccion de fluorescencia (7hreshold). El parametro Cy (Threshold
Cycle) o valor umbral se define como el ciclo de amplificacion en el que tiene lugar este
incremento significativo en la intensidad de la sefial de fluorescencia (ARn) y en el que
se inicia la deteccion. Este umbral puede calcularse como la desviacion estdndar de Rn

durante estos primeros ciclos multiplicada por un factor de ajuste.

Existen dos maneras de estimar la concentracion de DNA de una muestra
problema mediante Real Time PCR: la cuantificacién absoluta y la cuantificacion
relativa. En la cuantificacion absoluta la concentracion de DNA de las muestras que se
desea amplificar se estima intrapolando sus valores de Cr en una recta patrén construida
con estandares de concentracidon conocida. Este método requiere de la cuantificacion
previa del stock de DNA utilizado para la construccidn de la recta patron mediante otros
métodos como la espectrofotometria (medida de la Absorbancia a 260nm) o la

espectrofluorimetria.
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Figura FMEL1. Cinética de amplificacion y parametros empleados en la cuantificacion por Real Time PCR..
Modificada de “TagMan® PCR Reagent Kit With AmpliTaq Gold® DNA Polymerase: Protocol: Rev D”.(2003).

Hn*

Muestra

R

Umbral (Threshold)

Control sin DNA

Numero de ciclos

2.2.2. Muestras estudiadas

Se cuantificaron mediante Real Time PCR un total de 103 extractos de DNA
antiguo pertenecientes a 85 individuos de diferente procedencia y cronologia (Tabla
ME3). Fueron seleccionados aquellos extractos de los que existia un volumen remanente

que ya habian sido amplificados por PCR, independientemente del resultado obtenido.

Cada muestra fue cuantificada por duplicado dentro de una misma amplificacion de
Real Time PCR. La amplificacidon se repitid en aquellos casos en los que existia una gran
dispersion entre los valores de cuantificacion obtenidos de cada una de las réplicas
(muestras SNE y TM4), o en aquellos en los que habia fallado la amplificacion de una o

ambas réplicas (muestra 3NE).
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Tabla ME3. Muestras en las que se realizo una cuantificacion del DNA por Real Time PCR.

Procedencia Individuo Muestra Procedencia Individuo Muestra Procedencia Individuo Muestra

Abauntz AB27 AB3 Nerja NE-1829 SNE Tell Halula H-70 3HI11
Abauntz ABbI1.1 ABS Nerja NE-NM82.2 2NE Tell Ramad  R65-71 TR1
Abauntz ABb1.2 AB6 Nerja NE-NT79 3NE Tell Ramad R63-1 TR2
Abauntz AB29F 1AB8 Nerja NE-NAP 4NE Tell Ramad R65(8) TR3
Abauntz AB23C AB9 El Pirulejo 1PI 1PI Tell Ramad R65(8) TR4
Abauntz AB21E ABI11 El Pirulejo 2P1 2PI1 Tell Ramad  R65-10 TRS
Abauntz AB21D ABI13 Sant Pau 27608 SP2 Tell Ramad  R65-10 TR6
Abauntz AB17C AB14 Sant Pau 67214 1SP6 Tell Ramad R65-1 TR7

Abauntz AB35F ABI15 Sant Pau 67214 2SP6 Tell Ramad  R65-31 TR
Abauntz AB35E AB17 Sant Pau 77720 1SP7 Tell Ramad  R65-411 TR10
Abauntz AB25E AB20 Sant Pau 77720 2SP7 Tell Ramad  R65-411 TR11
Abauntz AB25D AB21 Sant Pau 18 7758 ISP18 Tell Ramad  R65-14 TR12

Acikli 7 AH&9 10SK4 Sant Pau 18 7758 2SP18 Tell Ramad R65-C8-SEA  TR13
Acikli 8a AH89 16SK2 Sant Pau 19 7928 SP19 Tell Ramad  R69(2) TR14
Acikli AH95 2¢-1  SK106 Tell Halula H-3 TH1 Tell Ramad  R69(2) TRI15
Acikli AH95 2¢-3  SK109 Tell Halula H-3 TH2 Tell Ramad R65-C8-SEB  TR16
Caldeirao 012 194 CA4 Tell Halula H-4 TH3 Tell Ramad  R65-1S TR18
Caldeirdo 010 107 CA7 Tell Halula H-4 TH4 Tell Ramad R66-N4-400 TRI19
Dja’de SK-A2 DIJ1 Tell Halula H-7 THS Toledo  Toledo K-13  TO1
Dja’de SK-D4 16 DJ3 Tell Halula H-7 TH6 Tres Montes T™-2 2TM1
Dja’de SK-N4 1DJ4 Tell Halula H-8 TH7 Tres Montes T™-3 1TM2
Dja’de SK-R3 1DJ6 Tell Halula H-8 THS8 Tres Montes T™-5 ™3
Dja’de SK-R3 2DJ6 Tell Halula H-37 2H20 Tres Montes T™-6 1TM4
Mari 1 IMAL1 Tell Halula H-45 1H17 Tres Montes TM-6 2TM4
Mari 2 2MA2 Tell Halula H-47 1HI8 Tres Montes TM-8 1TM5S
Mari 3 1MA3 Tell Halula H-49 1HI15 Tres Montes  TM-11 1TM6
Mari 4 1MA4 Tell Halula H-53 1H14 Tres Montes  TM-14 ™7
Mari 4 2MA4 Tell Halula H-56 1H16 Tres Montes  TM-15 T™MS8
Mari 5 IMAS Tell Halula H-57 1H21 Tres Montes  TM-17 TM10
Mari 6 IMAG6 Tell Halula H-64 2H13 Tres Montes  TM-18 T™M11
Mari 8 1IMAS Tell Halula H-65 2H10 Tres Montes  TM-19 ™12
Mari 10 2MA10  Tell Halula H-66 1H9 Tres Montes  TM-20 TM13
Mari 11 3MAIll Tell Halula H-66 2H9 Total 85 103
Mari 12 IMA12  Tell Halula H-68 HI2
Nerja NE-1829 INE Tell Halula H-70 2H11

2.2.3. Diserio de los cebadores y de la sonda

La pareja de cebadores de la reaccion de amplificacion y la sonda TagMan MGB
fueron disefiados mediante el programa ‘“Primer-Express” para MAC de Applied
Biosystems en la Unitat de Sequenciacid de los antiguos Serveis Cientifico-Tecnics,
actualmente Unitat de Genomica del Parc Cientific de la Universitat de Barcelona. Dada la
sensibilidad de la técnica, para su disefio fueron tenidos en cuenta un conjunto de

parametros:
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Longitud del amplicon comprendida entre 150-160 pares de bases, dentro de la
zona de la region Hipervariable I del mtDNA amplificada en las muestras antiguas
de la presente tesis doctoral.

Minima distancia entre la sonda y los cebadores sin llegar al solapamiento.
Contenido de G-C de los cebadores y de la sonda entre 20-80%. Un elevado
contenido en G-C dificulta la desnaturalizacion de las cadenas durante la
amplificacidn, resultando en una disminucion de la eficiencia de la reaccion.
Temperatura de fusion de los cebadores elevada, entre 58-60°C, para garantizar la
especificidad de su union.

Temperatura de fusion (Tm) de la sonda también elevada, de 8 a 10°C superior a la
de los cebadores, entre 68-70°C.

Ausencia de regiones de autocomplementariedad dentro de los cebadores, para
evitar la formacion de estructuras secundarias dentro de cada cebador y el
apareamiento entre la pareja de cebadores (primer-dimer).

Longitud de los cebadores entre 20-25 pares de bases.

Ausencia de G en el extremo 5’ de la sonda, puesto que dificulta su separacion del
DNA. Esto puede resultar en una disminucién de los valores de fluorescencia
normalizados (ARy).

Ausencia de mas de dos G o C en los ultimos 5 nucleétidos del extremo 3’ de
cualquiera de los dos cebadores, ya que favorece la formacién de subproductos
inespecificos de la reaccion de amplificacion.

Seleccion de la cadena de DNA que proporciona una sonda con un mayor
contenido de Cs respecto a Gs debido a que observaciones empiricas han

demostrado que esta combinacion produce valores mas elevados de AR,,.

Tras introducir los datos en del programa, €ste genera multitud de combinaciones

primers-sonda y las ordena en base al valor optimo. Para esta seleccion el programa tiene

en cuenta la mayor parte de los pardmetros mencionados. Sin embargo otros, como la

seleccion de la cadena que proporcione un mayor contenido de Cs respecto de Gs en la

sonda y la presencia de mas de dos de estas Cs 6 Gs en los ultimos 5 nucledtidos de los

cebadores, deben comprobarse manualmente. De forma adicional se evit especialmente

que en la zona de hibridaciéon de los cebadores y de la sonda existieran puntos

mutacionales frecuentes en poblaciones europeas, puesto que esto podia disminuir la
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eficiencia de su hibridacion y del proceso en general. Finalmente se selecciond la siguiente

combinacion (Tabla ME4):

Tabla ME4. Caracteristicas de los cebadores y de la sonda empleados para la cuantificacion por Real Time
PCR.

Secuencia Longitud | Tm %GC | Longitud
amplicén
L16124 (forward) | ACTGCCAGCCACCATGAATATT 22 59.3°C | 455 149pb
H16231 (reverse) | TGGAGTTGCAGTTGATGTGTGA 22 58.8°C | 455
Sonda AATACTTGACCACCTGTAGTAC 22 69°C

En la Figura FME?2 se detallan la region de hibridacién de estos cebadores y sonda
respecto a los cebadores disefiados en esta Tesis Doctoral para el andlisis de la variabilidad

mutacional de la region Hipervariable I en muestras antiguas.

1
6
0
9
3 100 110 120 130 140 150 160
TTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCATAFATACTTGACCACCTGTAGTMCAT
AAGCATGTAATGACGGTCGGTGGTACTTATAACATGCCATGGTATTTATGAACTGGTGGACATCATGTA
170 180 190 200 210 220 230
AAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTA
TTTTTGGGTTAGGTGTAGTTTTGGGGGAGGGGTACGAATGTTCGTTCATGTCGTTAGTTGGGAGTTGAT
240 250 260 270 280 290 30
TCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTA
AGTGTGTAGTTGACGTTGAGGTTTCGGTGGGGAGTGGGTGATCCTATGGTTGTTTGGATGGGTGGGAAT
0 310 320 330 340 350 360 3
ACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCAT
TGTCATGTATCATGTATTTCGGTAAATGGCATGTATCGTGTAATGTCAGTTTAGGGAAGAGCAGGGGTA
70 380 390 400 410 420 430
GGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGT
CCTACTGGGGGGAGTCTATCCCCAGGGAACTGGTGGTAGGAGGCACTTTAGTTATAGGGCGTGTTCTCA

Figura FME2. Detalle de la zona de la region Hipervariable I del DNA mitocondrial estudiada en la
presente tesis doctoral. Los ocho cebadores utilizados en este estudio aparecen marcados en cursiva y
negrita (cebadores externos) y en cursiva (cebadores internos). Los cebadores utilizados para la
cuantificacion de DNA por Real Time PCR aparecen subrayados y la sonda enmarcada. Se resaltan en
negrita en la cadena forward aquellas posiciones mas variables dentro de las poblaciones europeas.

2.2.4. Obtencion de estiandares
2.2.4.1. Clonacion del producto de amplificacion

Para producir un stock de DNA de concentracion conocida para la fabricacion de la
recta patrdn se clon6 el producto generado tras la amplificacion de una muestra de DNA

extraida de sangre con los cebadores externos L16112 y H16380, que proporcionan un
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producto de amplificacion de 352 pb. Este amplicon contiene la secuencia de 150 pb
amplificada durante la Real Time PCR. Para ello se siguid el protocolo de clonacion

descrito en el correspondiente apartado de esta tesis doctoral.

2.2.4.1.1. Cuantificacién del producto

Una vez producido el producto clonado (plasmido + fragmento mtDNA) fue

cuantificado mediante dos métodos independientes:

2.2.4.1.1.1. Cuantificacion en gel

El proceso experimental es el siguiente:

- Se lineariza el producto digiriéndolo con la enzima Sac I 1 hora a 37°C.

- Se fabrica un gel de agarosa al 0.7%, 0.5x TBE.

- Se cargan diferentes volumenes de la muestra (1 y 2ul) junto con uno o dos marcadores
de peso molecular (1ul A HindIIl 250ng y 1ul A HindIII/Eco RI 250ng) en los que se
conozca la cantidad de DNA de cada una de las bandas de peso molecular.

- Se corre el gel (50V, 2:30 horas) y se visualiza en un transiluminador.

La cuantificacion se realiza comparando la intensidad de banda de las diferentes
cantidades de muestra con la intensidad de las diferentes bandas de los marcadores. La
cantidad de DNA presente en la muestra serd aproximadamente igual a la que contenga

aquella o aquellas bandas de los marcadores de intensidad similar.

Segun este método, se estimo que la concentracion del stock de DNA resultante de

la clonacion era de aproximadamente 80-90 nanogramos (ng).

2.2.4.1.1.2. Cuantificacién por espectrofluorimetria

La cuantificacion por espectrofluorimetria requiere de la fabricacion de una recta
patrdn a partir de diluciones de un stock de DNA de concentracion conocida.
- A partir de un stock de pGEM3Z de 50ng/ul se fabrican diluciones de 0, 100,200, 300 y
400ng.
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- Las diluciones del estandar y aquellas muestras que se desean cuantificar se incuban con
DABA 200mg/ul durante 45 minutos a 60°C.

- Una vez transcurrido el tiempo, se para la reaccion afiadiendo HCI IN.

- Se leen las muestras en un espectrofluorimetro.

- A partir de las diferentes diluciones de concentraciones conocidas y de los valores de
espectrofluorimetria obtenidos se construye una recta patrén. La intrapolacion de los
valores de las muestras dentro de esta recta proporciona una estima de su concentracion de
DNA. En la Tabla ME5S se muestran los diferentes valores de fluorimetria y

concentracion obtenidos para el conjunto de diluciones y muestras.

Tabla MES. Valores de fluorimetria y concentracion de DNA de los estandares y de las

muestras.
Volumen Valor Cantidad ng/ pl Promedio
fluorimetria DNA (ng) ng/ pl
Dilucién 1 1ul 138.054 0 0
Dilucién 2 1l 183.649 100 100
Dilucion 3 1l 229.88 200 200
Dilucion 4 1l 276.41 300 300
Dilucion 5 1ul 338.105 400 400
Muestra 1l 175.135 82.148 82.148
Muestra 1ul 176.505 84.928 84.928 87.195
Muestra 2ul 227.806 189.02 94.51

2.2.4.1.2. Estima del niimero de copias

Los dos métodos de cuantificacion proporcionaron estimas similares de la
concentracion del stock de DNA, entre 80 y 90 ng/ ul el primero y en torno a 87 ng/ ul el
segundo. Se tomd el valor de 87 ng/ ul como promedio de ambas medidas de
cuantificacion, cantidad que fue utilizada para el célculo del nimero de moléculas por

microlitro.

El DNA stock esta formado por el plasmido mas el inserto de DNA mitocondrial.

En pares de bases esto es :

Plasmido: pBluescript + SK =2961pb
Inserto: Region Control mtDNA = 305pb (16095-16399)
Plasmido recombinante = 2961 + 605 = 3266pb
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Teniendo en cuenta que 1 mol de pares de bases pesa 3265g y que cada mol
contiene 6.023 x 10* moléculas, puede concluirse que el peso de cada molécula de

plasmido recombinante es de aproximadamente 3.58 x 10 picogramos (pg).

Segun esto, un stock original de concentracion 87 ng/ul, contiene

aproximadamente 24.3 x 10° moléculas.
2.2.4.2. Diluciones

A partir de este stock de 24.3 x 10° moléculas se construyeron stocks de 200 pl que
contenian 109, 108, 107, 106, 10° , 10%, 103, 10% 10 y 1 copias. Estos stocks fueron
alicuotados y almacenados en el congelador a —20°C. La concentracidon en nanogramos de

cada uno de estos stocks es (Tabla MEG6):

Tabla ME6. Concentracion y numero
de moléculas de DNA de cada uno de
los estandares empleados en la
cuantificacion por Real Time PCR.

N° moléculas/ pl ng/ ul

10° 3.5
108 3.5x10™
107 3.5x107
10° 3.5x107
10° 3.5x10™
10* 3.5x10°
10° 3.5x10°°
107 3.5x107
10 3.5x10%
1 3.5x10°
0 0

2.2.5. Construccion de la recta patron

Los diferentes estandares de concentracion conocida (0-10° copias) se amplificaron
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2.7.2. del presente capitulo. Una vez
finalizada la reaccion de amplificacion se analizaron los resultados con el programa
“SDS”. Este programa calcula una recta de regresion entre el nimero de copias de los
diferentes estandares y sus valores correspondientes de Ct . Sobre esta recta se intrapolan
los valores de Ct obtenidos para aquellas muestras que se desea cuantificar, obteniéndose

el nimero de copias correspondiente. Para que esta estima resulte lo mas exacta posible es
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condicion necesaria que exista una buena relacion entre el niimero de copias de los
estandares y sus valores de Ct. La medida de esta relacion viene determinada por el valor

. ., 2 .y
del coeficiente de correlacion (r”) calculado para cada recta de regresion.

Tras sucesivas amplificaciones de los diferentes estandares se comprobd que para
valores inferiores a 10* copias se perdia la linearidad de la relacion entre el numero de
copias y el valor de Ct. Esto puede estar relacionado con el limite de deteccion de la
técnica, que para este tipo de material genético no permite cuantificar por debajo de 10°
copias (3.5x10” ng). También puede deberse a que existe un error en el proceso de
construccion de los diferentes estandares mediante diluciones seriadas que se acentua en
aquellas diluciones de orden inferior, en este caso por debajo de 10* copias. Ante la
imposibilidad de obtener valores fiables de cuantificacion por debajo de 10 copias se opté
por construir una recta patron a partir de este orden de dilucidn, es decir, formada por los

estandares 10*, 10°,10°%,107,10%, 10°.

2.2.6. Optimizacion de las concentraciones de cebadores y de sonda

Mediante el ajuste de las concentraciones de cada uno de los cebadores y de la
sonda empleados en la cuantificacion por Real Time PCR puede determinarse aquella
combinacion que proporciona los menores valores de Cty los mayores valores de AR;,.
Aunque los valores de Cr son el parametro por el que se asignan los valores de
cuantificacion, los valores de AR, son importantes cuando se intenta obtener la maxima

sensibilidad y reproducibilidad.

Para determinar la concentracion 6ptima de cada uno de los cebadores fueron
ensayadas por triplicado las siguientes 9 combinaciones de concentracidon con unas

concentraciones fijas de sonda (250nM) y de DNA (10® copias):

Tabla ME7. Concentraciones de cebadores ensayadas para optimizar
la reaccion de amplificacion.

Primer Primer Forward

Reverse 50nM 300nM 900nM
50nM 50/50 50/300 50/900
300nM 300/50 300/300 300/900
900nM 900/50 900/300 900/900
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Segtin los proveedores, el empleo de las concentraciones Optimas de cada uno de los
cebadores definidas a partir del ensayo junto con una concentracion de sonda de 250nM
proporciona resultados inmejorables. En algunos casos, sin embargo, puede conseguirse la
misma eficiencia con concentraciones menores de sonda, con un consecuente
abaratamiento de los costes, de ahi la utilidad de definir un experimento de optimizacién
de la concentracion de so

Para determinar la concentracion dptima de sonda fueron ensayadas por triplicado
concentraciones desde 50 a 250nM a intervalos de 50 con una concentracion fija de DNA
(10® copias) y la cantidad 6ptima de cada uno de los cebadores definida en el experimento

anterior.

En las Figuras FME3 y FME4 pueden observarse los resultados de ambos
experimentos de optimizacion. Aunque todas las combinaciones de concentracion de los
cebadores proporcionan valores de Cr similares, los valores de AR;, varian ampliamente.
En general, los valores menores de AR, corresponden a aquellas combinaciones en las que
uno de los dos cebadores estd a una concentracion inferior a 300nM, especialmente cuando
¢sta corresponde al primer Forward. Las combinaciones que proporcionan mejores valores
de AR, son aquellas en las que la concentracion de ambos cebadores esta entre 300 y
900nM. De todas ellas la combinaciéon 900nM de primer Forward / 300nM de primer

Reverse es la que ofrece una mayor intensidad de la sefial de fluorescencia.

Todas las concentraciones ensayadas de sonda, excepto la menor (50nM),
proporcionan valores de Cr similares, sin embargo, tal y como sucedia para los cebadores,
existen diferencias significativas en la intensidad de la sefial de fluorescencia (ARy),

correspondiendo los mayores niveles a la concentracion mas elevada (250nM) de sonda.
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2.2.7. Diserio experimental

2.2.7.1 Componentes del kit

Para minimizar la manipulacion, se utiliza una master mix especifica (TagMan
Universal PCR Master Mix) que contiene todos los componentes de la mezcla de

reaccion a excepcion de la sonda y los cebadores. Su composicion es la siguiente:
- AmpliTag Gold DNA Polimerasa

- Amp Erase UNG

- dNTPs con dUTP

- Referencia pasiva

- Tampdén de PCR

La AmpliTaq Gold Polimerasa es una enzima termoestable que presenta
actividad exonucleésica en el sentido 5° 3’ pero no en 3” 5° (INNIS et al. 1988;
HOLLAND et al. 1991). Esta polimerasa se activa unicamente cuando se alcanza la
temperatura de 94°C y permite el empleo de la estrategia de Hot Start PCR, que puede
resultar muy ttil cuando se prevé que el tiempo transcurrido entre la preparacion de las
reacciones y su depdsito en el termociclador o secuenciador va a ser mas o menos largo.
Esta técnica hace innecesario el uso de hielo durante la preparacion de estas reacciones
y minimiza las amplificaciones inespecificas que pueden tener lugar durante este lapso

temporal.

El kit incorpora ademas otra enzima, la AmpErase UNG que ayuda a prevenir la
contaminacion por carry over durante la fase de preparacion de las reacciones de
amplificacion. Debido a la elevada sensibilidad de la PCR, los amplicones generados en
anteriores reacciones pueden servir como sustrato de nuevas amplificaciones, resultando
en la contaminacion de nuevas muestras. Junto con esta encima, se suministra una
mezcla de dNTPs que presenta en lugar de dTTP su andlogo dUTP. Durante la
amplificacion este nucleodtido sustituird al dTTP en las nuevas cadenas en formacion, de
manera que el producto final presentard dUTP en lugar de dTTP en estos lugares. La
AmpErase UNG es una Uracil-N-glicosilasa que rompe las cadenas de DNA en
aquellas posiciones en las que existe un Uracilo. El tratamiento con esta encima evita la

contaminacion por carry over ya que degrada especificamente aquellos productos

191



Eva Fernandez Dominguez

resultantes de reacciones anteriores pero no el DNA template, puesto que so6lo los

primeros contienen dUTP.

2.2.7.2. Preparacion de las reacciones de amplificacion

Las reacciones de amplificacion se preparan teniendo en cuenta todas las
precauciones relativas a la contaminacion para muestras de DNA antiguo (apartado
9.2.2.1. del presente capitulo). Cada muestra fue amplificada por duplicado en la misma

placa.

Se fabrican dos mezclas de reaccion independientes para las muestras y la sonda en
dos tubos eppendorf de 1.5ml autoclavados. La composicion de la mezcla de reaccion es la

siguiente:

Tabla MES. Composicion de la mezcla de reaccion de Real Time PCR.

Concentracion Concentracion Volumen/ reaccion Volumen/reaccion

stock final muestras patrones
TagMan Universal 2x Ix 12.25 ul 12.25 ul
PCR Master Mix
Primer Forward 20 uM 900 nM 1.125 ul 1.125 ul
Primer Reverse 20 uM 300 nM 0375l 0375l
Sonda 5uM 250 nM 1.25ul 1.25 ul
DNA S5ul 10 ul
Agua S5ul -
Total 25 ul 25 ul

2.2.7.3. Cargay cerrado de la placa

Para este tipo de ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos (96-Well Reaction Plate
with Barcode) tapadas con una cubierta Optica adhesiva. El proceso de carga y cerrado de
la placa se realiza de la siguiente forma:

- Se coloca la placa en un soporte de 96 pocillos (una caja vacia de puntas de pipeta de
200l puede servir).

- Una vez preparadas las mezclas de amplificacion sin DNA, se reparten en los diferentes
pocillos de la placa a razén de 15 pl para las patrones y 20 ul para las muestras, cargando

primero los pocillos de la recta patron.
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- Se afiade en cada pozo el DNA de los patrones (10ul) comenzando por los de menor
orden de dilucion .

- Se afiade entonces el DNA de las muestras que se desean cuantificar (5 pl).

- Se tapa la placa con la cubierta optica adhesiva, para ello se dobla por los extremos y se
levanta cuidadosamente el papel que la cubre. Se coloca entonces la cubierta encima de la
placa sujetandola por los extremos y se ajusta presionando sobre la superficie con la ayuda
de un aplicador suministrado con la placa. Presionando con el aplicador, se cortan los
extremos que sobresalen de la cubierta por las lineas de puntos.

- Una vez tapada la placa se coloca encima la almohadilla de compresion, también
suministrada con la placa.

- Se coloca la placa en el bloque térmico del sistema de deteccion correspondiente.

2.2.7.4. Preparacion del Sistema de Deteccion

Para la deteccion se utilizo en régimen de usuario un Sistema de Deteccion de
Secuencia ABI Prism 7700 de la Unitat de Seqiienciacid de los antiguos Serveis
Cientifico-Teécnics de la Universitat de Barcelona, actualmente Unitat de Genomica del
Parc Cientific de la misma universidad. El instrumento debe encenderse al menos dos
horas antes de su uso. El proceso empleado es el siguiente:

- Se inicia el programa SDS (MAC). Se selecciona “New Plate” y se definen las siguientes
opciones:
Plate Type: Single Reporter.

Plate Format: Standard Plate.
Run: Real Time, O.K.

- Se revisan las condiciones del programa de PCR (Thermal Cycle Conditions).

- Se introduce el volumen de reaccion: 25 pl.

- Se revisa la recoleccion de datos (Data Collection).

- Se introduce la placa en el bloque térmico del aparato, colocando encima la almohadilla
de compresion.

- Se cierra apretando la cubierta térmica.

- En el programa se pulsa “Show Analysis”. Cuando el estado del aparato (Instrument
status) marque “idle” y la temperatura de la tapa (cover temperature) alcance 104°C puede
iniciarse la amplificacion marcando “Run”. El programa de amplificacion dura

aproximadamente dos horas.
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2.2.7.5. Obtencion de los resultados en bruto

Una vez el programa ha finalizado, los resultados brutos se guardan en el disco
duro del ordenador.
- Se abre el programa SDS.
- Se revisan las condiciones del programa de amplificacion y de la recogida de datos.
- Se selecciona la placa y se selecciona la opcién “Analyze” del menu de andlisis. El
programa analiza los datos recogidos por el sistema de deteccion y elabora la curva de
amplificacion.
- Se visualizan los datos en escala linear haciendo doble click sobre el eje vertical y
cambiando la escala a linear.
- Se ajusta la linea base si es necesario. El area de la curva comprendida dentro de la linea
base (por defecto entre los ciclos 3-15) debe ser igual a 0. Si no es asi puede estrecharse el
rango de ciclos modificando el valor final. Una buena aproximacion consiste en determinar
en qué ciclo comienza la amplificacion, restarle dos unidades e introducir este valor como
valor final.
- Se vuelve a la vision logaritmica haciendo doble click sobre el eje vertical y cambiando
la escala de linear a logaritmica.
- Se define el umbral de deteccion (Threshold). Este debe posicionarse aproximadamente
en la mitad del tercio inferior de la parte visible de la fase exponencial de la amplificacion.
- Una vez realizados estos cambios, se guarda el fichero mediante la opcion “Save” del
menu “File”. El programa calcula una recta de regresion entre el nimero de copias de cada
muestra patron y el valor de Ct obtenido para cada una de ellas. Una vez obtenida la recta
de regresion se intrapolan los valores de Ct obtenidos para cada una de las muestras,
obteniéndose el nimero de copias correspondiente.
- Para exportar los resultados al programa Excel se selecciona la opcion “Export results”

del menu “File”

2.2.7.6. Edicion y andlisis de los resultados

El fichero Excel generado por el programa SDS contiene los valores de ARn y de
Ct obtenidos para cada reaccion (muestras y patrones) asi como los valores de
cuantificacion de las diferentes muestras (expresados en nimero de copias) resultantes de

la intrapolacion de sus valores de Ct en la recta patrén.
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Si la relacidn entre el nimero de copias de DNA de los patrones y los valores de
Ct se ajusta a una recta de regresion de primer orden con un buen coeficiente de
regresion (superior a 0.9), el numero de copias estimado por el programa SDS en los
extractos de DNA antiguo puede considerarse correcto. En la Figura FMES se
representan las rectas patréon empleadas para calcular el nimero de copias en los

extractos de DNA antiguo.
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2.3. Deteccion de inhibidores de la PCR

2.3.1. Inhibicion de PCR con DNA fresco

2.3.1.1. Muestras estudiadas

Mediante la deteccion de la presencia de inhibidores de la PCR en algunos de
los extractos de DNA antiguo analizados se pretendia relacionar la capacidad inhibidora
con ciertas variables tales como la eficiencia de amplificacion, la procedencia del

extracto o su antigiiedad.

Con este objetivo se seleccionaron 112 extractos pertenecientes a 99
individuos representativos de los diferentes yacimientos de los que existia un volumen
remanente y con los que se habia intentado la amplificacion de secuencias de mtDNA
independientemente de su resultado. En la Tabla ME9 se detallan los individuos y

extractos analizados de cada yacimiento.
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Tabla ME9. Muestras ¢ individuos en los que se evalud la presencia de inhibidores mediante la inhibicion de
una PCR con “DNA fresco”.

Procedencia Individuo Muestra  Procedencia Individuo  Muestra Procedencia  Individuo  Muestra
Abauntz AB29F 1ABS Mari 7 IMA7
Abauntz AB23C AB9 Mari 8 IMAS
Abauntz AB21E ABI1 Mari 10 2MA10 Tell Halula H-57 1H21
Abauntz AB21D ABI13 Mari 11 3MAL1l Tell Halula H-64 2H13
Abauntz AB17C AB14 Mari 12 IMA12 Tell Halula H-65 2H10
Abauntz AB3S5F ABIS Total 11 12 Tell Halula H-66 1H9
Abauntz AB3SE ABI17 Muge TAS 168 TAl Tell Halula H-66 2H9
Abauntz AB25E AB20 Muge TAS 214 TA2 Tell Halula H-68 H12
Total 8 8 Muge TAS 216 TA9 Tell Halula H-70 2H11
Agikli 8a AH89 16SK2 Muge TAS 216 TA3 Total 26 31
Agikli 8b AH89 13SK3 Muge TAS168 TA7 Tell Ramad R65-1 TR7
Agikli A952¢-2  SK107-3 Muge TAS168 TAS8 Tell Ramad R65-C8-SEA  TRI3
Total 3 3 Total 4 6 Tell Ramad R65-411 TR
Amir Abdallah  AA397 AAl Nerja NE-1829 INE Tell Ramad R65(8) TR4
Amir Abdallah  AA418 AAI2 Nerja NE-NMS§2.2 2NE Tell Ramad R65-71 TR1
Total 2 2 Nerja NE-NT79 3NE Tell Ramad R69(2) TR14
Atxuri AX-12 AT24 Nerja NE-NAP 4NE Tell Ramad R69(2) TR15
Atxuri AX-14 AT26 Nerja NE-NMS2.1 SNE Total 6 7
Atxuri AX-15 AT27 Total 4 5 Toledo K-13 TO1
Total 3 3 Sant Pau 27608 SP2 Total 1 1
Caldeirdo 011 77b CAl Sant Pau 67214 1SP6 Tres Montes T™M-2 2TMI1
Caldeirdo 010 107 CA7 Sant Pau 77720 1SP7 Tres Montes T™M-3 1TM2
Caldeirdo Q12207 CAS Sant Pau 77720 2SP7 Tres Montes TM-6 1TM4
Total 3 3 Total 3 4 Tres Montes TM-6 2TM4
Dja’de SK-A2 DJ1 Tell Halula H-3 THI1 Tres Montes TM-8 1TM5
Dja’de SK-D4 16 DI3 Tell Halula H-3 TH2 Tres Montes TM-11 1TM6
Dja’de SK-N4 2DJ4 Tell Halula H-4 TH3 Tres Montes TM-14 ™7
Dja’de SK-R 3 1DJ6 Tell Halula H-4 TH4 Tres Montes TM-15 T™MS
Dja’de SK-R 3 2DJ6 Tell Halula H-7 TH5 Tres Montes T™-17 TM10
Total 4 5 Tell Halula H-8 TH7 Tres Montes TM-18 T™I11
El Pirulejo 2PI 2PI Tell Halula H-8 THS8 Tres Montes TM-19 ™12
Total 1 1 Tell Halula H-24 1H24 Tres Montes TM-20 TM13
Garai G3 GA3 Tell Halula H-25 2H25 Total 11 12
Garai Gl1 GAl1 Tell Halula H-26 1H26 Zafarraya 7ZA13 7ZA13
Garai G135 GALS Tell Halula H-28 1H28 Zafarraya 7ZA16 7ZA16
Garai Gl6 GAl6 Tell Halula H-30 1H30 Total 2 2
Garai G23 GA23 Tell Halula H-35 1H1 Total general 99 112
Garai G24 GA24 Tell Halula H-36 1H2
Garai G50 GAS0 Tell Halula H-37 2H20
Total 7 7 Tell Halula H-43 2H31
Mari 1 IMALI Tell Halula H-44 1H32
Mari 2 2MA2 Tell Halula H-47 1H18
Mari 3 IMA3 Tell Halula H-48 1H33
Mari 4 1IMA4 Tell Halula H-49 1H15
Mari 4 2MA4 Tell Halula H-53 1H14
Mari 5 IMAS Tell Halula H-54 2H34
Mari 6 IMAG6 Tell Halula H-56 1H16
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2.3.1.2. Protocolo experimental

Se prepararon reacciones de PCR de 25ul de volumen final con una cantidad
fija de DNA obtenido de individuos vivos (“DNA fresco”) a las que se afiadieron tres
volumenes diferentes de cada uno de los extractos de DNA antiguo. En la Tabla ME10

se detallan las condiciones de la reaccion de amplificacion.

Tabla ME10. Condiciones de las reacciones de amplificacion empleadas para detectar
la presencia de moléculas inhibidoras en los extractos de DNA antiguo. Reactivos de

Biotools®.
Reactivos Concentracion Concentracion Volumen
stock en reaccion afiadido
Tampdn de PCR 10x Ix 2.5ul
MgCl, 50mM 2mM Il
dNTPs 10mM 0.2mM 0.5ul
cebadores 100pmol/ul Spmol/ul 0.1ul
Tag polimerasa Tu/ul 0.05u/pl 1.25ul
DNA “fresco” 100ng/ul - lul
DNA antiguo - - 5,256 1pl
Agua - - 13.55,16.05 6 17.55ul
Total 25ul

En la amplificacioén se emplearon los cebadores externos del primer segmento de
la HVRI del mtDNA analizado en la presente tesis doctoral (posiciones 16112-16262).
Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 2%, interpretandose la ausencia o
disminucion de la banda de amplificacién como signo de la presencia de inhibicién para

dicha cantidad y dicho extracto de DNA antiguo.

Para preparar las reacciones de amplificacion no se siguieron las medidas de
esterilidad propuestas para las muestras antiguas. Todas las reacciones fueron
preparadas en la mesa de laboratorio con material autoclavado pero no radiado y con

guantes.
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2.3.2. Espectros de absorcion de luz

Para determinar si el patron espectrofotométrico normal de un DNA fresco se ve
alterado por la presencia de inhibidores se seleccionaron tres muestras procedentes de
diferentes yacimientos y con diferente capacidad inhibidora: TA3 (Muge); ZA16
(Zafarraya) y GA3 (Garai) y se determin6 su patron espectrofotométrico. Se diluyo una
alicuota de cada uno de los extractos para obtener un volumen final de 100ul y se midié
su espectro de absorcidon de luz para una longitud de onda comprendida entre 200 y

400nm en un espectrofotometro Beckman de doble haz.
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3. LIMPIEZA SUPERFICIAL DE LAS MUESTRAS

La limpieza superficial permite eliminar la mayor parte de la suciedad
procedente del enterramiento que suele acompafiar a la pieza dentaria u désea. Asi
mismo, elimina posibles moléculas de DNA contaminante procedentes de los
arquedlogos encargados de la excavacion y/o de los antropdlogos responsables del

estudio morfologico.

3.1. Limpieza con arenadora

La limpieza se realiza con una arenadora o “sandblaster” Dentalfarm modelo
Base-1 Plus de C.I.E. (Figura FMEG6) que inyecta un material abrasivo a presion sobre
la superficie de la pieza provocando la eliminacion de la capa més externa. La muestra
se introduce por una abertura lateral de la cdmara y se manipula introduciendo las
manos enfundadas en unos guantes de goma a través de dos orificios situados en la parte
frontal. Un compresor de aire incorporado al aparato (modelo M-220-S) inyecta a presion
al interior de la cabina un material abrasivo que puede variar segun el grado de abrasién
deseado (Figura FME?7). En nuestro caso el abrasivo utilizado fue 6xido de aluminio del
tipo Al 203-150. Este se coloca en un depdsito lateral que contiene una resistencia
eléctrica donde debe calentarse y deshidratarse a 50°C durante como minimo 3 horas

antes de su uso.

El polvo eliminado y el material abrasivo son adsorbidos desde la cabina de trabajo
hasta un deposito de agua situado en la parte posterior del aparato, donde se inmovilizan en
forma de sedimento. El fondo de la cabina de trabajo se rellena con 6-7 kg de corindon,
que actia inmovilizando los detritos producidos en la camara durante el proceso de
arenacion y que puede extraerse accionando un conmutador situado en el interior de la
cabina de trabajo. Este material es aun mas abrasivo que el 6xido de aluminio, y puede
usarse en casos determinados, por ejemplo si se desea eliminar un depdsito de célculo

dental o incrustaciones de carbonatos de la superficie del diente.

La limpieza se produce por abrasion directa del 6xido de aluminio, que impacta
en la pared del diente o hueso y elimina la capa mas superficial. Conviene que la

abrasién sea intensa, pero no demasiado, ya que podria perforar la superficie
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permitiendo el acceso a la camara radicular, en el caso del diente, o al interior del hueso,

aumentando el riesgo de contaminacion con DNA exogeno.

El proceso es el siguiente:

- Se rellena el depdsito con el material abrasivo hasta la medida recomendada y se
conecta a la corriente aproximadamente tres horas antes de su utilizacidén para su
deshidratacion.

- Se abre la véalvula del tubo de alimentacion neumatica de la arenadora y se pone en
marcha el compresor de aire.

- Se activa el interruptor de iluminacién de la cabina de trabajo situado en la parte
superior de la cabina.

- Se activa el interruptor de puesta en marcha del sistema de evacuacion (y destruccion)
del polvo generado durante el proceso de limpieza situado también en la parte superior
del aparato.

- Por la abertura lateral se introduce el tubo falcon que contiene la muestra en el interior
de la cabina de trabajo. Se introducen entonces las manos en los guantes acoplados a la
cabina, se saca la muestra del falcon y se deposita éste en el exterior a través de la
abertura lateral. Una de las manos sujetara la muestra con cuidado mientras que la otra
sostendra el proyector de abrasivo.

- Para limpiar la muestra se aprieta con el pie el pedal de puesta en marcha del sistema
de arenacion de manera que el aire del compresor llegue al proyector mezclado con el
abrasivo. Dirigiendo el proyector sobre la superficie del diente o hueso se erosiona su
superficie en mayor o menos grado dependiendo de su suciedad.

- Se guarda la muestra en el interior de un nuevo falcon estéril que se introduce por la

abertura lateral.
3.2. Irradiacion con luz ultravioleta

Una vez realizada la limpieza superficial con la arenadora conviene exponer la
muestra a luz ultravioleta (254nm) durante 15 minutos por cada cara. Se abren para ello

los tubos falcon en el interior de la campana de seguridad bioldgica, se depositan las

muestras dentro de los correspondientes tapones sin tocarlas y se conecta la luz
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ultravioleta situada en el interior de la campana. Pasados 15 minutos se voltean las

muestras con ayuda de unas pinzas previamente lavadas con lejia e irradiadas con UV.

Figuras FME6 y FME7. Aparataje empleado para la limpieza superficial de las muestras. Arenadora
modelo Base 1 Plus (izquierda) y compresor de aire (derecha).

Figura FMES. Molino refrigerado con nitrégeno liquido (Spex
6700) empleado para la trituracion de las muestras de la presente
tesis doctoral.
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4. PULVERIZACION DE LAS MUESTRAS

4.1. Limpieza del material

Los viales de plastico asi como la barra percutora y las piezas de los extremos de

acero inoxidable se lavan de la siguiente manera:

- Un primer lavado con detergente, preferiblemente anidnico, tras el cual se aclaran con
agua del grifo.

- El percutor y las piezas de los extremos de acero inoxidable se limpian entonces con
un trozo de papel de filtro impregnado primero en etanol 70% y luego en lejia 70%.
Tras cada limpieza conviene secar bien las piezas para que no queden residuos de
ninguno de los dos compuestos. Tras la ultima limpieza con lejia se aclaran con agua
del grifo.

- Se enjuagan abundantemente todas las piezas con agua mili-Q y se secan con papel de
filtro.

- Se enjuagan abundantemente todas las piezas con agua estéril para inyectables
(Braun).

- Tras la limpieza se autoclavan las piezas y se depositan en una camara con luz UV,

donde permanecen durante al menos 3 horas.

4.2. Trituracion

Una vez limpiadas las muestras, se pulverizan mediante un molino de
impactacion electromagnética modelo “Freezer Mill, Spex 6700 refrigerado con
nitrégeno liquido (Figura FMES). El nitrogeno liquido congela la muestra facilitando
asi su pulverizacion y evita la posible degradacion del material genético del hueso por

el exceso de calor generado con la trituracion mecénica.

La muestras se depositan en el interior de unos viales especiales que se introducen
en el molino. Cada uno de los viales consta de un tubo transparente de plastico de unos 10
cm de largo con un diametro aproximado de 2 cm, dos extremos metalicos que se encajan
a ambos lados del vial y un percutor también metalico que se coloca en el interior del

mismo junto con la muestra. Al poner en marcha el aparato se crea una corriente magnética
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entre los dos extremos metalicos del vial de manera que el percutor se mueve impactando
contra los mismos y pulverizando la muestra situada en el interior. La velocidad y el
tiempo de impactacion pueden regularse mediante unos mandos situados en el exterior del
molino. Un minuto a maxima frecuencia suele ser suficiente para triturar completamente

una muestra.

El nitrégeno liquido se recoge de los servicios centrales de la facultad y se
almacena en un deposito exterior. De ahi pasa al interior del molino gracias a la presion
generada por una bombona rellena de nitrégeno gaseoso que conecta con el deposito de

nitrogeno liquido a través de un tubo de pléstico.

La presion se regula a través de tres valvulas situadas una en la bombona de
nitrogeno, otra a su salida y la tercera al final del tubo que conecta con el deposito de
nitrégeno liquido. Dos manoreductores permiten ver la presion en el interior de la
bombona y a su salida, en el tubo que conecta con el recipiente de nitrogeno liquido. La
presion del nitrégeno en el interior del recipiente se compensa por medio de una pequefia

valvula que se mantiene abierta en reposo, y se cierra cuando se insufla gas.

Durante el uso del molino y especialmente durante el manejo de nitrogeno liquido

es preciso tomar diversas precauciones:

- Evitar el contacto del nitrégeno liquido con la piel ya que puede provocar quemaduras.
Para la manipulacién se recomienda usar guantes gruesos y protegerse los ojos y la cara
con una mascara de plastico.

- Utilizar las pinzas metalicas suministradas con el molino para introducir y extraer los
viales del interior del aparato.

- No poner en marcha el aparato sin la muestra o sin el impactador.

- No poner en marcha el aparato sin nitrogeno liquido, o con un nivel inferior al sefialado.

El proceso a seguir es el siguiente:

- En el interior de la campana de seguridad biologica se ensamblan los viales

depositando la muestra en su interior con ayuda de unas pinzas.
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- Se comprueba que la valvula situada al final del tubo de pléstico que conecta con el
depdsito de nitrégeno liquido esté en posicion paralela al mismo (abierta).

- Se abre la valvula de la bombona que contiene el nitrégeno en estado gaseoso. Debera
observarse entonces un aumento de presion en el manoreductor de la izquierda.

- Se abre la valvula situada a la salida de la bombona de nitrogeno gaseoso. De esta
manera la presion en el interior de la bombona se compensa y el nitrogeno es impulsado
a través del tubo. Se llena el deposito del molino con nitrogeno liquido hasta la marca roja,
que se encuentra a unos centimetros por encima del deposito donde se alojan los viales,
procurando no sobrepasarla. Si el deposito se llena en exceso el nitrégeno liquido puede
derramarse por encima del aparato, inmovilizando momentaneamente las bisagras de la
tapa por congelacion. En este caso conviene esperar hasta que el nitrogeno se haya
evaporado, de lo contrario la tapa del molino puede llegar a resquebrajarse si se intenta
cerrar en estas condiciones.

- Se colocan los viales en el interior del molino lleno de nitrogeno liquido con ayuda de
una pinza metdlica que se encaja en uno de los extremos metalicos del vial permitiendo
su manipulacién sin tocarlo. Resulta conveniente mantener el orden de las muestras a la
hora de triturar, por lo tanto se coloca la primera muestra en el receptaculo cilindrico y
las otras dos en el deposito lateral para que se enfrien, quedando asi preparadas para una
trituracion posterior.

- Se baja la tapa del molino con cuidado, de manera que los viales queden sumergidos
en el nitrégeno liquido y se cierra.

- Se deja enfriar la muestra unos 5 minutos hasta que remita el vapor de nitrogeno liquido
expulsado por la valvula de escape de la parte superior de la tapa del molino.

- Se ajusta el regulador de tiempo a 1 minuto y se va subiendo paulatinamente la
frecuencia de impactos hasta llegar al maximo.

- Se abre la tapa del molino con ayuda de unos guantes y se extraen los viales con ayuda de
la pinza metalica.

- Se limpia cuidadosamente la superficie de los viales con papel de filtro impregnado en
lejia al 70% y se depositan en el interior de la campana de seguridad bioldgica procurando
seguir el orden de trituracion. Los viales se sujetan por uno de los extremos metalicos a un
pequefio aparato de metal suministrado junto con el molino. Se sujeta entonces el extremo
libre a la pinza metalica y se extrae girando un tornillo incorporado a la misma.

- Una vez abierto el vial se extrae el percutor metilico con ayuda de unas pinzas

metalicas estériles y se decanta el polvo en el interior de un tubo falcon de plastico
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estéril previamente rotulado. El polvo de hueso puede almacenarse en el congelador a —

20°C.
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5. LAVADO DEL POLVO DE HUESO

El polvo de hueso obtenido tras la trituracion se lava repetidas veces con EDTA
0.5M pH 8 estéril. E1 EDTA es un quelante i6nico que actua secuestrando las sales

ionicas contenidas en la muestra, incluyendo el calcio de los huesos.

- Se afiaden aproximadamente 10ml de EDTA 0.5M pH 8 al polvo de hueso contenido
en tubos falcon estériles de 50ml, se tapa y se agita enérgicamente.

- Se centrifugan los tubos falcon 5 minutos a 2500 r.p.m. Tras la centrifugacién el
polvo queda adherido al fondo del tubo.

- Se decanta el sobrenadante, que contiene EDTA y sales de la muestra y se desecha.

- Se repite la operacion tantas veces como sea necesario hasta que el sobrenadante se
vuelva incoloro. De dos a cuatro lavados suelen ser suficientes para la mayoria de las
muestras aunque algunas de ellas pueden necesitar lavados adicionales. Conviene llegar
a un compromiso entre el nimero de lavados y la suciedad de la muestra, ya que en cada
lavado se pierde cierta cantidad de DNA contenido en la hidroxiapatita, que pasa al
sobrenadante. Una vez lavado el sedimento, se guarda en nevera a 4°C hasta llevar a

cabo la siguiente fase.
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6. DIGESTION CON SOLUCION DE LISIS

La “solucién de lisis” actia rompiendo las membranas de las células oOseas
(osteoclastos) y liberando el material genético contenido en el nucleo y las

mitocondrias.

La solucién de lisis se compone de EDTA, Tris-HCI, SDS y proteinasa K. El
EDTA es un quelante i6nico que se encarga de eliminar las sales que puedan haber
quedado después del lavado y aquellas liberadas del interior de la célula tras la rotura de
membranas. El Tris-HCI actia como estabilizador de pH. El SDS es un detergente
anionico que actua disolviendo los lipidos orgdnicos y la proteinasa K es una enzima que

hidroliza las proteinas.

Todas las soluciones empleadas en la fabricacion de la solucién de lisis a
excepcion del SDS son soluciones estériles prefabricadas. EL SDS se fabrica diluyendo
la cantidad correspondiente de polvo en agua estéril (Braun). Una vez disuelta se filtra

mediante el sistema “Steritop” (Millipore) y se almacena en botellas de vidrio estériles.

Puede prepararse un unico stock de solucion de lisis afiadiendo a continuacion la
cantidad correspondiente a cada tubo falcon con la muestra, o bien afiadir cada uno de
los componentes de la solucion por separado a cada muestra. La primera opcidn implica
el manejo de volumenes mas grandes, con lo que es necesario el empleo de pipetas de
vidrio que han de ser previamente esterilizadas. En el segundo caso se manejan
volimenes mas pequefios, por lo que pueden usarse micropipetas de 1ml con puntas
desechables “DNAsa y RNAsa free”, filtro para aerosoles y garantia de esterilidad de

fabrica.

Las concentraciones de los stocks y la solucion de lisis para una y para cinco

muestras es la siguiente:
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Tabla ME11. Concentraciones y volumenes de los componentes de la solucion de lisis.

Concentracion Concentracion Volumen Volumen
stock en reaccion (5 muestras) (1 muestra)
EDTA 50mM SmM Sml 1ml
Tris 100mM 10mM Sml 1ml
SDS 5% 0°5% Sml 1ml
Prot.K 20mg/ml 50pg/ml 125ul 25ul
H,0O - - 34.875ml 7ml

- Después de afadir la solucion de lisis a las muestras se tapan los tubos falcon, se
agitan y se incuban de 12 a 24 horas a 37°C con agitacion dentro de un digestor
termostatizado.

- Se centrifugan 5 minutos a 2500 r.p.m.

- Se decanta el sobrenadante sobre nuevos tubos falcon y se guarda para la extraccion.
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7. EXTRACCION DEL DNA

La extraccion del DNA se realiza mediante un protocolo Fenol/Cloroformo
estandar con ciertas modificaciones. El fenol se mezcla con el sobrenadante resultante de
la lisis (fase acuosa) y desnaturaliza las proteinas de la muestra, que pasan a la fase
fenolica mientras que los acidos nucleicos permanecen solubles en la fase acuosa. El
cloroformo disuelve los lipidos y mejora la eficiencia de las extracciones debido a su
capacidad para desnaturalizar proteinas. La ultima parte de la extraccion se realiza s6lo
con cloroformo para eliminar posibles restos de fenol en la fase acuosa. La diferente
densidad de las fases acuosa y organica (fendlica o cloroférmica) permite su separacion

por centrifugacion de una manera facil y rapida.

7.1. Preparacion del material

El material de vidrio utilizado para la extraccion, desechable (pipetas Pasteur) y

no desechable (pipetas de 5 y 10ml) se lava de la siguiente manera:

- Se realiza un primer lavado con detergente, preferiblemente anionico y se aclara con
agua del grifo.

- Se lava a continuacion con etanol al 70%, se aclara con agua del grifo y se seca con
papel de filtro limpio, procurando que no queden restos de etanol.

- Se lava entonces con lejia al 70% y se procede de la misma manera.

- Se enjuaga dos o tres veces con agua mili-Q.

- Se aclara dos o tres veces con agua estéril para inyectables (Braun) y se seca con papel
de filtro limpio.

- Se envuelven las pipetas en papel de aluminio, individualmente las de 5y 10 ml, y en
grupos de 12 las Pasteur.

- Se autoclavan durante 15 minutos a 210°C y posteriormente se secan en una estufa a
60°C.

- Una vez autoclavadas, se depositan en el interior de una cdmara con luz UV, dénde

permanecen un minimo de 3 horas.
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En cuanto a los reactivos utilizados para la extraccidn, tanto el fenol como el
cloroformo son soluciones preparadas de la casa comercial Iberlabo con garantia de

esterilidad y ausencia de RNAsa y DNAsa.

Previamente a su utilizacion el fenol debe saturarse con una solucién de Tris-base
0.02 M que se suministra con él. Esta solucidn se afiade directamente a la botella de fenol
en el interior de la campana de seguridad bioldgica y se deja reposar hasta que la mezcla
sea total. Una vez preparado el fenol debe guardarse en nevera a -4° C, en una botella

opaca, o bien envuelto en papel de aluminio para prevenir su oxidacion.

7.2. Extraccion de DNA

La extraccion del DNA de las muestras de hueso o diente se realiza en grupos de
siete muestras y un control de extraccion. Cada grupo se procesa habitualmente en un

mismo dia, extrayendo cuatro muestras por la mafiana y cuatro por la tarde.

- Se limpia la campana de seguridad bioldgica con lejia al 70% y se dispone el material
necesario en su interior: fenol y cloroformo, dos pipetas de vidrio de 10ml, 12 pipetas
Pasteur, 4 peritas de goma, una gradilla con 4 tubos falcon estériles de 50ml, un
dispensador de volumenes para pipetas de vidrio, una mascarilla y dos pares de guantes
limpios. Antes de introducir en la campana los tubos falcon, la gradilla y el dispensador
de volimenes se limpian superficialmente con papel de filtro impregnado en lejia al
70%.

- Se conecta el fluorescente de luz UV de la campana y se deja expuesto el material
durante 30 minutos.

- Se aflade a cada muestra (10ml) un volumen de fenol con pipetas de vidrio y se agita
enérgicamente para que se mezcle.

- Se centrifuga 2 minutos a 3000 r.p.m. Tras la centrifugacidon se forman dos fases
debido a la diferencia de densidad entre el fenol y la muestra (fase acuosa).

- Se extraen los tubos falcon de la centrifuga y se limpian superficialmente con papel de
filtro impregnado en lejia al 70%. Se depositan en el interior de la campana de
seguridad biologica.

- Se recupera la fase inferior, que es la que contiene el DNA, con pipetas Pasteur de

vidrio y se pasa a unos nuevos tubos falcon de 50ml.
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- Se aflade a cada muestra (aproximadamente 10ml) medio volumen de fenol (Sml) y
medio volumen de cloroformo (5ml) con pipetas de vidrio y se agita.

- Se centrifuga 2 minutos a 3000 r.p.m. Tras la centrifugacion se forman de nuevo dos
fases debido a la diferencia de densidades.

- Se extraen los tubos falcon de la centrifuga, se limpian de la manera descrita y se
depositan en el interior de la campana de seguridad biologica.

- La fase acuosa que contiene el DNA en este caso es la superior ya que la mezcla de
fenol y cloroformo es mas densa que el agua. Se recupera pues la fase superior con
ayuda de una pipeta Pasteur.

- Se afiade un volumen de cloroformo (aproximadamente Sml) a cada tubo Falcon con
una pipeta de vidrio y se agita.

- Se centrifuga 2 minutos a 3000 r.p.m. Tras la centrifugacion se forman de nuevo dos
fases.

- Igual que en el paso anterior se recupera la fase superior (acuosa) con pipetas Pasteur
de vidrio y se pasa a unos nuevos tubos falcon. Debe procurarse extraer la mayor parte
de la fase acuosa pero sin absorber la fase que contiene el cloroformo, ya que éste
podria disolver el filtro del Centriplus obturandolo e impidiendo que pudiera llevarse a

cabo la posterior concentracion de la muestra.
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8. CONCENTRACION DEL DNA

La concentracidn es una técnica de microseparacion que permite eliminar las sales
del extracto de DNA remanentes de los lavados con EDTA, de la digestion enzimatica o de
la propia muestra. Estas sales dificultan la disoluciéon del DNA y pueden llegar a inhibir
las reacciones enzimaticas posteriores. La concentracion permite a su vez reducir el

volumen de la muestra aumentando la concentracién del DNA.

La concentracion se lleva a cabo mediante microconcentradores Centriplus 30.000
(Amicon). Cada microcentrador consta de un compartimento en el que se deposita el
extracto de DNA y que presenta una membrana de filtracion. En la parte inferior del
mismo puede acoplarse un depdsito que recoge el producto resultante de la filtracion, que
en este caso es desechado (SAMBROOK ef al. 1989). Para recoger el volumen no filtrado

existe un tercer depdsito que puede acoplarse a la parte superior del compartimento central.

En este dispositivo la concentracion se produce por ultrafiltracion de la soluciéon a
través de una membrana anisotropica de tipo YM hidrofilica y de baja absorcion con un
tamafio de poro de 30000 Daltons. La fuerza centrifuga acttia sobre la superficie de la
membrana en un angulo fijo de manera que los solutos de bajo peso molecular contenidos
en el extracto pueden traspasarla mientras que aquellos de didmetro superior al del poro
quedan retenidos. Los solutos que van siendo retenidos durante el proceso se depositan en
los margenes de la membrana de manera que no obturan el filtro. Por lo tanto el poder de
filtracion de éste se mantiene tedricamente durante todo el proceso de filtrado, o disminuye

ligeramente.

Después de la filtracion el volumen aproximado que queda sin filtrar en la
superficie de la membrana es de 25 a 50 pl. Para recogerlo s6lo hay que acoplar el depdsito
de recogida de la muestra a la parte superior del Centriplus que contiene la membrana,
invertirlo y centrifugar brevemente. Se ha calculado que diluyendo la muestra 10 veces y
concentrandola a continuacién mediante este sistema se consiguen eliminar el 99% de las

sales contenidas en la muestra.
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El proceso detallado es el que sigue:

- Se disponen en el interior de la campana dos alicuotas de agua estéril en tubos falcon de
plastico de 50ml, cuatro Centriplus, un tubo falcon de pléastico de 50ml sin abrir, una
mascarilla y dos pares de guantes limpios. Los Centriplus y los tubos falcon se limpian
superficialmente con papel de filtro impregnado en lejia al 70% antes de ser introducidos
en la campana.

- Se conecta el fluorescente de luz UV del interior de la campana y se irradia el material
durante 20 minutos.

- Se decanta cada uno de los extractos de DNA sobre el depdsito superior del Centriplus y
se cierra.

- Se centrifuga a 4000 r.p.m. hasta que la totalidad de la muestra haya atravesado el filtro.
30 minutos suelen ser suficientes.

- Se extraen los Centriplus de la centrifuga, se limpian cuidadosamente con papel de filtro
impregnado en lejia al 70% y se introducen en el interior de la campana de seguridad
biologica.

- Se desecha el volumen contenido en el deposito inferior del Centriplus desmontandolo y
decantando su contenido. Se afiaden entonces 15ml de agua estéril en el deposito superior
de cada Centriplus.

- Se centrifuga a 4000 r.p.m.hasta que se haya filtrado practicamente todo el agua y tan
s6lo quede una pequefia cantidad (entre 50 y 100 pl) mojando el filtro. De 15 a 20 minutos
suelen ser suficientes, aunque algunas muestras pueden necesitar tiempos de
centrifugacion mayores. Conviene pues ajustar la centrifuga a un tiempo bajo (por ejemplo
15 minutos) y centrifugar a tiempos cortos las veces que sea necesario si queda demasiado
volumen mojando el filtro.

- Durante este tiempo se disponen en el interior de la campana de seguridad biologica tres
micropipetas Gilson de 200 pl-1ml, 20-200 ul y 2-20 pl, una caja de puntas estériles de
pipeta de 2-200 pl con filtro para aerosoles, 5 puntas de pipeta estériles con filtro para
aerosoles de 200 pl-Iml y dos pares de guantes limpios. Sobre una gradilla para
microtubos se disponen 8 tubos de 1.5ml con el tapon abierto.

- Se conecta el fluorescente de luz UV del interior de la campana y se irradia el material
mientras dura la centrifugacion.

- Una vez centrifugados se limpian los Centriplus de la forma descrita y se introducen en el

interior de la campana.
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- Se desecha el volumen contenido en el depdsito inferior del Centriplus desmontandolo y
decantando su contenido. Se acopla a la cdmara superior que contiene la membrana el
deposito de recogida de la muestra y se invierte el Centriplus.

- Se centrifuga del Centriplus invertido de esta manera 5 minutos a 2500 r.p.m.

- Se recupera el volumen contenido en el depdsito de recogida y se reparte equitativamente
en dos microtubos eppendorf de 1°5ml con las micropipetas. En la superficie de la tapa se
apunta el volumen recuperado.

- Se almacena el DNA disuelto en el congelador a -20° C. Una de las alicuotas se utiliza en

las reacciones de amplificacion mientra que la otra se guarda como reserva.
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9. AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE LA REGION HIPERVARIABLE I
DEL DNA MITOCONDRIAL

9.1. Muestras estudiadas

Se intento la amplificacion de secuencias especificas de la region Hipervariable I

del DNA mitocondrial en 169 de los 183 extractos de DNA antiguo obtenidos.

Con estos extractos se llevaron a cabo un total de 1618 intentos de amplificacion
en 248 grupos distintos de amplificacién empleando dos disefios experimentales
diferentes (para mas detalles ver apartado 9.2 de este capitulo). Con el primero de ellos
(GARCIA-BOUR et al. 2004) se realizaron un total de 325 intentos de amplificacion,
de los cuales 113 correspondian al segmento completo de 278 pb y 212 a un segmento
parcial de 180 pb Con el segundo modelo de amplificacion, disefiado especificamente
para la presente tesis doctoral, se produjeron 1274 intentos de amplificacion, 730 del
primer segmento (133 pb legibles), 556 del segundo (112 pb legibles) y 7 del segmento
completo (246 pb legibles).

Del total de las muestras sometidas a una primera amplificacion, 147 fueron
reamplificadas y 116 purificadas en gel y sometidas a reaccion de secuenciacion. El
nimero de intentos de cada reaccion por extracto de DNA se resume en la Tabla

ME12.
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Tabla ME12. Numero de reacciones de amplificacion, reamplificacion y secuenciacion llevadas a cabo en cada
uno de los extractos de DNA y en cada yacimiento arqueoldgico (en negrita).

Procedencia Individuo Muestra  Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Abauntz AB27 AB3 1 0 0
Abauntz ABbDI.1 AB5 7 3 8
Abauntz ABb1.2 AB6 1 0 0
Abauntz AB29F 1ABS 7 1 0
Abauntz AB23C AB9 7 3 7
Abauntz AB21E ABI11 10 1 0
Abauntz AB21D AB13 20 3 5
Abauntz AB17C ABI14 12 2 9
Abauntz AB35F ABI15 11 2 7
Abauntz AB3SE ABI17 12 3 6
Abauntz AB25E AB20 20 2 6
Abauntz AB25D AB21 1 0 0

Total Abauntz 109 20 48
Agikli 12 AH89 19SK5 14 8 8
Agikli 7 AH89 10SK4 7 0 0
Agikli 8a AH89 16SK2 19 15 12
Agikli 8b AH89 13SK3 7 5
Agikli AH95 2c-1 SK106 5 4 8
Agikli AH95 2¢-2 SK107-3 22 18 9
Agikli AH95 2¢-2 SK107-4 6 5 2
Acikli AH95 2¢-3 SK109 7 2 3

Total Acikli 86 59 47

Amir Abdallah AA370 AA2 1 0 0

Amir Abdallah AA393 AA3 1 0 0

Amir Abdallah AA269 AA4 7 0 0

Amir Abdallah AA303 AAS 1 0 0

Total Amir Abdallah 10 0 0
Atxuri AX-3 ATI15 4 5 6
Atxuri AX-4 AT16 7 5 2
Atxuri AX-5 AT17 6 5 2
Atxuri AX-6 ATI18 6 5 2
Atxuri AX-7 AT19 5 5 2
Atxuri AX-8 AT20 12 12 4
Atxuri AX-9 AT21 6 5 0
Atxuri AX-10 AT22 2 1 0
Atxuri AX-11 AT23 4 3 2
Atxuri AX-12 AT24 6 7 0
Atxuri AX-13 AT25 11 9 3
Atxuri AX-14 AT26 4 4 0
Atxuri AX-15 AT27 11 12 8
Total Atxuri 84 78 31
Caldeirao O1177b CAl 34 33 2
Caldeirao R12sc 71 CA3 17 18 8
Caldeirao 012 194 CA4 36 47 66
Caldeirdo 010 107 CA7 10 4 7
Caldeirdo 012 207 CA8 8 2 0
Total Caldeirao 105 104 83
Dja’de SK-A2 DJ1 7 4 8
Dja’de SK-D4 16 DJ3 9 3 11
Dja’de SK-N4 1DJ4 6 3 9
Dja’de SK-R3 1DJ6 7 3 3
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Tabla ME12. (Continuacion).

Procedencia Individuo Muestra Amplificacion Reamplificacién Secuenciacion
Dja’de SK-R3 2DJ6 6 2 3
Total Dja’de 35 15 34
Garai G3 GA3 10 9 2
Garai G8 GA8 2 2 2
Garai Gl1 GAll 2 2 0
Garai GI15 GAIlS 10 9 10
Garai Gl6 GALl6 3 4 0
Garai G21 GA21 1 1 0
Garai G22 GA22 5 6 2
Garai G23 GA23 1 2 4
Garai G24 GA24 2 2 4
Garai G49 GA49 1 1 0
Garai G50 GAS0 6 6 13
Total Garai 43 44 37
Mari 1 IMA1 12 5 6
Mari 2 2MA2 9 4 5
Mari 3 1IMA3 6 2 7
Mari 4 1MA4 3 2 6
Mari 4 2MA4 14 7 8
Mari 5 IMAS 8 2 8
Mari 6 1IMA6 4 3 9
Mari 7 1IMA7 7 2 2
Mari 8 1IMAS8 14 6 10
Mari 10 2MA10 9 4 7
Mari 11 3MAI11 7 3 13
Mari 12 1MA12 9 4 8
Total Mari 102 44 89
Muge TAS168 TA1 30 32 18
Muge TAS168 TA7 7 0 0
Muge TAS168 TAS 7 0 0
Muge TAS214 TA2 40 43 15
Muge TAS216 TA3 44 52 16
Muge TAS216 TA9 5 1 0
Total Muge 133 128 49
Nerja NE-NM&82.1 INE 8 8 0
Nerja NE-1829 SNE 12 11 4
Nerja NE-NMS§2.2 2NE 14 13 4
Nerja NE-NT79 3NE 14 13 4
Nerja NE-NAP 4NE 22 15 7
Total Nerja 70 60 19
El Pirulejo 1PI 1PI 13 13 6
El Pirulejo 2P1 2P1 10 10 4
Total El Pirulejo 23 23 10
Sant Pau 2 7608 SP2 6 0 0
Sant Pau 67214 1SP6 5 0 0
Sant Pau 67214 2SP6 5 0 0
Sant Pau 77720 1SP7 4 0 0
Sant Pau 77720 2SP7 5 0 0
Sant Pau 18 7758 1SP18 2 1 2
Sant Pau 18 7758 2SP18 5 0 0
Sant Pau 19 7928 SP19 5 0 0
Total Sant Pau 37 1 2
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Tabla ME12. (Continuacion).

Procedencia Individuo Muestra  Amplificacion Reamplificacion Secuenciacion
Tell Halula H-3 THI1 7 4 2
Tell Halula H-3 TH2 19 15 14
Tell Halula H-4 TH3 9 6 0
Tell Halula H-4 TH4 16 12 19
Tell Halula H-7 THS 19 17 5
Tell Halula H-7 TH6 10 5 8
Tell Halula H-8 TH7 10 10 4
Tell Halula H-8 THS8 8 5 8
Tell Halula H-24 1H24 15 2 3
Tell Halula H-25 2H25 12 1 2
Tell Halula H-26 1H26 0 0
Tell Halula H-28 1H28 15 2 2
Tell Halula H-30 2H30 1 4
Tell Halula H-35 1H1 0 0
Tell Halula H-36 1H2 15 2 2
Tell Halula H-37 2H20 11 4 4
Tell Halula H-43 2H31 14 2 2
Tell Halula H-44 1H32 14 2 2
Tell Halula H-45 1H17 26 4 6
Tell Halula H-47 1H18 18 6 13
Tell Halula H-48 1H33 8 3 2
Tell Halula H-49 1H15 8 1 6
Tell Halula H-53 1H14 16 2 5
Tell Halula H-54 2H34 5 0 0
Tell Halula H-56 1H16 16 2 0
Tell Halula H-57 1H21 28 7 7
Tell Halula H-64 2H13 17 3 9
Tell Halula H-65 2H10 14 2 6
Tell Halula H-66 1H9 9 3 0
Tell Halula H-66 2H9 16 3 3
Tell Halula H-68 H12 15 2 6
Tell Halula H-70 2H11 29 2 9
Tell Halula H-70 3H11 13 3 4
Tell Halula H-71 H35 3 2 0
Tell Halula H-72 1H36 3 2 4
Tell Halula H-73 1H37 3 2 4
Tell Halula H-74 2H38 3 2 0
Tell Halula H-76 1H45 2 1 0
Tell Halula H-78 1H40 3 2 0
Tell Halula H-78 2H40 3 2 0
Tell Halula H-79 2HA41 2 1 0
Tell Halula H-80 H42 2 1 0
Tell Halula H-82 H44 2 1 0
Tell Halula H-85 1H43 2 1 0
Tell Halula H-89 1H46 2 1 0
Tell Halula H-90 2HA47 2 1 0
Tell Halula H-91 1H39 3 2 0

Total Tell Halula 488 154 165
Tell Ramad R65-71 TR1 4 4 2
Tell Ramad R63-1 TR2 2
Tell Ramad R65(8) TR3 3 3 0
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Tabla ME12. (Continuacion).

Procedencia Individuo Muestra Amplificacion Reamplificacién Secuenciacion
Tell Ramad R65(8) TR4 4 4 0
Tell Ramad R65-10 TRS 3 3 0
Tell Ramad R65-10 TR6 6 6 2
Tell Ramad R65-1 TR7 16 15 23
Tell Ramad R65-31 TRS 7 6 6
Tell Ramad R65-411 TR9 24 13 13
Tell Ramad R65-411 TR10 3 3 0
Tell Ramad R65-411 TRI11 23 13 12
Tell Ramad R65-14 TR12 8 7 7
Tell Ramad R65-C-8 SE A TR13 2 0
Tell Ramad R69(2) TR14 12 10 6
Tell Ramad R69(2) TRI15 5 5 0
Tell Ramad R65-C-8 SEB TR16 10 6
Tell Ramad R65-18S TR18 9 11 6
Tell Ramad R66-N4-N° 400 TR19 15 12 4
Total Tell Ramad 156 128 87
Toledo K-13 TO1 24 3 8
Total Toledo 24 3 8
Tres Montes TM-2 2TM1 15 3 7
Tres Montes TM-3 1TM2 14 2 9
Tres Montes TM-6 1TM4 13 3 2
Tres Montes TM-6 2TM4 7 2 4
Tres Montes TM-8 1TMS5 11 2 4
Tres Montes TM-11 1TM6 14 2 8
Tres Montes TM-14 ™7 1 0 0
Tres Montes TM-18 TM11 7 2 7
Tres Montes TM-19 TM12 2 0 0
Total Tres Montes 84 16 41
Zafarraya ZA13 ZA13 15 16 15
Zafarraya ZA16 ZA16 14 15 4
Total Zafarraya 29 31 19
Total general 1618 908 769
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9.2. Protocolo experimental

9.2.1. Cebadores de la reaccion de amplificacion

En la presente tesis doctoral se estudiaron los polimorfismos de secuencia de un
fragmento de la Region Hipervariable I (HVRI o HVSI) del D-loop mitocondrial (también
region Control o CRS).

Debido a que el material genético de partida esta presente en los extractos a muy
baja concentracidon y pureza se utilizo la estrategia de la “PCR anidada” (Nested PCR) para
alcanzar la cantidad de producto necesaria para la secuenciacion. El proceso consiste en
una primera amplificacion con “cebadores externos” seguida de una reamplificacion del
producto generado con otra pareja de “cebadores internos” que hibridan con regiones
internas al producto de la primera reaccion. El empleo de cebadores de amplificacion
internos en la segunda reaccion en lugar de la reamplificacion con el mismo juego de
cebadores resulta mucho mas eficiente (ALBERT y FENYO 1990) puesto que de esta

manera se asegura la copia de aquellas cadenas de DNA terminadas prematuramente.

En un principio los cebadores utilizados fueron aquellos disefiados para la
amplificacién de muestras de Tierra del Fuego (GARCIA-BOUR e al. 2004). La
secuencia, localizacion y caracteristicas de estos cebadores asi como del fragmento

amplificado se describen en la siguiente tabla (Tabla ME13).

Tabla ME13. Caracteristicas de los cebadores diseflados para amplificar un segmento de la Region Hipervariable I de
la Region Control del DNA mitocondrial de muestras antiguas de Tierra del Fuego (GARCIA-BOUR et al. 2004).

Nombre Tipo de Secuencia del cebador Posiciones del Fragmento Longitud
cebador cebador amplificado secuencia
legible
5 3
L16154 | Externo | AAT ACT TGA CCA CCT GT 16138-16154 | 16138-16416
279 pb
5 3
H16400 | Externo | TTC ACG GAG GAT GGT GG 16416-16400 16236-16416
5 3 180 pb
L16252 | Externo | CAT CAA CTG CAA CTC CA 16236-16252
5 3’
L16158 | Interno | CTT GAC CAC CTG TAG TA 16142-16158 | 16142-16410 | 16159-16393
269 pb 235 pb
5 3’
H16394 Interno | GAG GAT GGT GGT CAA GG 16410-16394 16267-16410 16284-16393
5 3 144 pb 110 pb
L16283 | Interno | CCA CTA GGA TAC CAA CA 16267-16283
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Si bien estos cebadores habian proporcionado una buena eficiencia de
amplificacion de las muestras de Tierra del Fuego (GARCIA-BOUR et al. 2004), sus
caracteristicas no se adecuaban a las muestras del presente trabajo. Los primeros ensayos
realizados con estos primers revelaron una muy baja eficiencia de amplificacion y la
aparicion de “smear” y dobles y triples bandas en los geles de electroforesis de las
amplificaciones. Nos planteamos entonces disefiar un nuevo juego de cebadores para

amplificar las muestras de la presente tesis doctoral.

Para ello se selecciond un fragmento de 416pb (posiciones 16024—16440) de la
HVRI del mtDNA. Debido al estado de fragmentacion del DNA antiguo (PAABO et al.
1998; PAABO 1989) se planted amplificar esta region mediante dos amplificaciones

que proporcionaran fragmentos solapantes de longitud no superior a los 200pb.

Los nuevos cebadores se disefiaron mediante el programa “Primers for the World
Wide Web”, disponible en internet de forma gratuita . Este programa permite seleccionar
la pareja de cebadores mas adecuada en una determinada region de acuerdo con diferentes
parametros establecidos por el usuario. Los criterios de seleccion introducidos en el
programa fueron:
- Longitud de los cebadores: 20pb.
- Minima Tm: 57; Maxima Tm: 63.

- Bases ambiguas: 0.

Para escoger los cebadores del primero de los dos fragmentos solapantes se
analizaron las posiciones 16024—16300. La zona de localizacion de estos cebadores se
acotd dentro de las regiones 16024—16200 (cebador “Forward”) y 16230—16300
(cebador “Reverse”). Con estas condiciones el programa generd un total de 51 cebadores
“Forward” y 17 cebadores “Reverse”. De la misma manera, se buscaron los cebadores del
segundo fragmento de amplificacion dentro de las posiciones 16221—16300 (“Forward”,

17 cebadores) y 16380—16440 (“Reverse”, 24 cebadores).

El conjunto de cebadores generados por el programa “Primers for the WWW”

fueron exportados al programa “CGC FindPatterns” (Accelrys. San Diego, USA). Este
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programa permite analizar los cebadores por parejas (Forward-Reverse) y realizar una
seleccion de acuerdo con ciertos parametros. Se seleccionaron las siguientes opciones:
- Longitud del cebador: 18-20pb.

- Minima complementariedad en extremo 3°.

- Minima complementariedad entre parejas de cebadores.

- Ausencia de homologia con otras regiones.

- Contenido G+C: 45-65%.

- Tm: 45-65°C.

- Diferencia de Tm entre pareja de cebadores: < 2°C.

- Longitud del producto de amplificacion: 130-190pb.

- Contenido G+C del producto de amplificacion: 40-55%.

De las 30 parejas de cebadores que cumplian los requisitos establecidos, se
seleccionaron 8 en base a sus caracteristicas, su localizacion y a la longitud del
segmento amplificado. Estos cebadores se describen en la Tabla ME14 y en la Figura

FMED9.

Tabla ME14. Caracteristicas de los cebadores utilizados para amplificar dos fragmentos solapantes de la Region
Hipervariable I de la Region Control del DNA mitocondrial.

Nombre Tipo de Secuencia del cebador Posiciones Fragmento Longitud
cebador del cebador  amplificado secuencia
legible
5’ 3
L16112  Externo CGT ACA TTA CTG CCA GCC 16095-16112 16095-16280
. 5 ¥ 186pb
Primer  H16262 Externo TGG TAT CCT AGT GGG TGA G 16280-16262 P 16126-16258
fragmento 5 3 133pb
L16125 Interno  GCC AGC CAC CAT GAATATTG  16106-16125 16106-16276
Y ¥ 171pb
H16259 Interno  ATC CTA GTG GGT GAG GGG 16276-16259
5’ 3
L16251 Externo CACACA TCA ACT GCAACTCC  16232-16251 16232-16399
5 3’ 168pb
Segundo H16380 Externo TCA AGG GAC CCC TAT CTG AG  16399-16380 16258-16369
fragmento 5 3 112pb
L16257  Interno TCA ACT GCA ACT CCA AAGCC  16238-16257 16238-16389
5 3 152pb

H16370  Interno  CCT ATC TGA GGG GGG TCA TC 16389-16370
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Una vez disefiados los cebadores, se analizd la presencia de regiones de

autocomplementariedad en cada uno y la posible formacion de dimeros entre ellos

mediante el programa “DNASTAR®”, disponible también gratuitamente en internet. Los

resultados de este analisis y las caracteristicas de los cebadores se describen en la Tabla

MEI1S.

Tabla ME15. Caracteristicas del nuevo disefio de cebadores disefiados con el programa “CGC FindPatterns”
(Accelrys. San Diego, USA) (*) Resultados obtenidos mediante el programa DNASTAR®.

Cebador L16112 H16262 | L16125| H16259 |L16251| H16380 |L16257 | H16370
%GC 55.6 52.6 50 61.1 50 55.0 50 60
Tm 50 48.9 514 50.9 51.6 51.6 53.2 52.4
Diferencia Tm 1.1 0.6 0.1 0.8
T annealing 52.3 52.8 53.7 53.4
%GC producto 45.7 46.2 48.8
Auto-
complementariedad* 1o 1o 1o 1o
Complementariedad*
entre cebadores 1o 1o 1o 1o
1
6
0
9
3 100 110 120 130 140 150 160

TﬂCGTACATTACTGCCAGCCPCCATGAATATTGTACGGTACCATAAATACTTGACCACCTGTAGTACAT
AAGCATGTAATGACGGTCGGTGGTACTTATAACATGCCATGGTATTTATGAACTGGTGGACATCATGTA
170 180 190 200 210 220 230
AAAAACCCAATCCACATCAAAACCCCCTCCCCATGCTTACAAGCAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTA
TTTTTGGGTTAGGTGTAGTTTTGGGGGAGGGGTACGAATGTTCGTTCATGTCGTTAGTTGGGAGTTGAT
240 250 260 270 280 290 30
T|CACACATCAACTGCAACTCOAAAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTA
AGTGTGTAGTTGACGTTGAGGTTTCGGTGGGGAGTGGGTGATCCTATGGT|TGTTTGGATGGGTGGGAAT
0 310 320 330 340 350 360 3
ACAGTACATAGTACATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCAT
TGTCATGTATCATGTATTTCGGTAAATGGCATGTATCGTGTAATGTCAGTTTAGGGAAGAGCAGGGGTA
70 380 390 400 410 420 430
GGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGT
CCTACTGGGGGEGAGTCTATCCCCAGGGAACT|GGTGGTAGGAGGCACTTTAGTTATAGGGCGTGTTCTCA

Figura FMED9. Detalle de la zona de la region Hipervariable I del DNA mitocondrial estudiada en la presente
tesis doctoral. Los ocho cebadores utilizados en este estudio aparecen marcados con cajas (cebadores
externos) y en negrita (cebadores internos) en versales (primer segmento) y cursiva (segundo segmento).
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9.2.2. Reaccion de amplificacion

9.2.2.1. Precauciones

La preparacion de las reacciones de amplificacion y la extraccion del DNA son las
fases de andlisis de material antiguo que mas riesgo de contaminacidn entrafian por parte
del manipulador. Durante la amplificacion puede producirse ademas la contaminacion por
amplicones de anteriores reacciones (carry over).

Para tratar de minimizar la contaminacidon durante la amplificacidon se emplearon

las siguientes medidas:

- Las reacciones de amplificacién se prepararon en el interior de una campana de flujo
laminar vertical (Telstar Micro-V o Heraeus modelo Gemini).

- El interior de la campana y el material no desechable se limpid con lejia al 70% antes de
cada experimento.

- Se irradi6 el interior de la campana y el material de trabajo con luz ultravioleta durante 20
y 30 minutos antes de cada experimento. En el laboratorio de Genética Forense y Genética
de Poblaciones de la U.C.M. se irradi6 también durante el mismo tiempo la habitacién
destinada a la preparacion de las reacciones de amplificacion.

- Durante todo el proceso se usaron bata y guantes de laboratorio.

- Se empled material estéril de un solo uso (puntas de pipeta y microtubos eppendorf).

- Se usaron pipetas de desplazamiento positivo con puntas de pipeta con filtro para
aerosoles.

- Se prepard una unica mezcla de reaccion (“mezcla maestra” o “master mix”) para todas
las muestras en lugar de una reaccion de amplificacion independiente para cada una de
ellas. La mezcla maestra contiene todos los reactivos de PCR a excepcion del DNA, que se
aflade una vez ésta ha sido repartida en los diferentes tubos. La “mix” se prepara
manteniendo constante la concentracién final de los diferentes reactivos pero variando su
volumen en funcién del nimero de muestras que se deseen analizar. Generalmente se
calcula el "mix" para una o dos muestras mas de las que se pretende amplificar para
compensar posibles errores de pipeteo.

- En cada ensayo se amplificaron como maximo 12 muestras.

9.2.2.2. Preparacion de las reacciones de amplificacion
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- Se limpia el interior de la campana de flujo laminar con lejia al 70% y el material no
desechable necesario para la PCR (micropipetas automaticas, gradilla para microtubos,
recipiente para desechar puntas).

- Se conecta el dispositivo de flujo de la campana pulsando el interruptor situado en su
parte exterior superior derecha.

- Se disponen, abiertos sobre la gradilla, un microtubo eppendorf de 1.5 ml y tantos
eppendorfs de PCR (0.66 ul) como reacciones pretendan realizarse. Se dispone también
sobre la gradilla una alicuota de agua estéril para PCRs.

- Se colocan un par de guantes de laboratorio (de latex o cloruro de polivinilo) sobre la
superficie de la campana.

- Una vez dispuesto el material, se conecta la luz UV de la campana pulsando el interruptor
situado en su interior y se deja durante 20-30 minutos.

- Se carga primero el control negativo de amplificacion (5ul) cerrando a continuacién el
tubo.

- Se prepara la mezcla de amplificacion en el interior del eppendorf de 1.5 ml. El volumen
a afiadir de cada uno de los reactivos depende de la concentracion del sftock y del nimero
de reacciones de amplificacion. Para los diferentes reactivos utilizados durante el

transcurso de esta tesis doctoral las cantidades correspondientes a una reaccion son las que

siguen:
GIBCO-BRL
Concentracion Concentracion Volumen

stock final en reaccion (1 reaccion)
Agua - - 11.05
PCRb 10x 1x 2.5ul
MgCl, 50mM 2mM 1l
W1 (jabdn) 1% 0.04% 1l
DNTPs (GIBCO) 1.25 mM 0.2 mM 4 pl
Primers 100 uM 0.4 uM 0.1 pl/cada
Taq 5w/l 0.05 w/pl 0.25 ul
DNA - - Spl
Total - - 25 ul
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Tag Expand High Fidelity (Roche®)

Concentracion Concentracion Volumen
stock final en reaccion (1 reaccion)
Agua - - 14.61 pl
PCRb 10x Ix 2.5ul
MgCl, 25mM 2mM 2 ul
dNTPs (Biotools) 10 mM 0.2 mM 0.5l
Primers 100 uM 0.4 uM 0.1 pl/cada
Taq 3.5u/ul 0.0026 u/pl 0.1857 ul
DNA - - Spul
Total 25 ul
Biotools”
Concentracion Concentracion Volumen
stock final en reaccion (1 reaccion)
Agua - - 14.55 wl
PCRb 10x Ix 2.5ul
MgCl, 50 mM 2 mM 1l
DNTPs (Biotools) 10 mM 0.2 mM 0.5 ul
Primers 100 uM 0.4 pM 0.1 pl/cada
Taq 1w/l 0.05u/ pul 1.25ul
DNA - - S5ul
Total - - 25 ul

El célculo del volumen total de la mezcla se realiza multiplicando el numero de
reacciones por el volumen calculado para una reaccion de 25 pl.
- Se reparte la mezcla de amplificacion a razén de 20 pl por tubo. Una vez realizado el

reparto deben cerrarse los tubos para evitar que durante la adicion del DNA exista traspaso
de uno a otro.

- Se afiade aceite mineral para PCR (Mineral Oil for PCR, Braun) al control negativo de
amplificacion si ésta va a realizarse en un termociclador que lo precise (Perkin Elmer
TC1).

- Se afiade la cantidad correspondiente de DNA (normalmente Sul, aunque puede variar
en funcidn del volumen final de reaccion y del volumen disponible de muestra). Se afiade
aceite mineral para PCR si es necesario y se cierra el tubo.

- Si existe, se carga el control negativo de carry over con agua estéril. Se afiade aceite

mineral para PCR si es necesario.
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- El tubo en el que se ha fabricado la mezcla de reaccién se amplifica junto con las
muestras como control negativo adicional para comprobar la posible contaminacion de
los reactivos y del proceso experimental. Se afiade aceite a esta muestra si es necesario.
- Se trasladan las muestras al termociclador, donde se depositan en el interior del bloque
térmico.

- Se conecta el programa de amplificacion correspondiente.

9.2.2.3. Programas de amplificacion

En la realizacion del presente trabajo se utilizaron los siguientes modelos de
termocicladores:
- Termociclador Perkin Elmer modelo TC1 (Unidad de Antropologia. Universidad de
Barcelona).
- Termociclador Perkin Elmer modelo TCIl (Departamento de Toxicologia y
Legislacion Sanitaria. Universidad Complutense de Madrid).
- Termociclador Eppendorf modelo Mastercycler personal (Departamento de
Toxicologia y Legislacion Sanitaria. Universidad Complutense de Madrid).
- Termociclador Eppendorf modelo Mastercycler personal (Departamento de

Toxicologia y Legislacion Sanitaria. Universidad Complutense de Madrid).

Los programas de amplificacion de secuencias de DNA mitocondrial se detallan

en la Tabla ME16.
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Tabla ME16. Programas de amplificacion de la HVRI del mtDNA empleados en el presente estudio.

Cebadores Perkin Elmer TC1 Eppendorf
94°C 5min -
40°C 1min 1 ciclo
72°C 1min
L16154, H16400
94°C 1min
40°C 1min 35 ciclos
. < 72°C 1min
Amplificacion 92°C Smin .
48°C 30seg 1 ciclo
72°C 30seg
L16252, H16400
91°C 30seg
48°C 30seg 39 ciclos
72°C 30seg
94°C 5min -
40°C 30seg 1 ciclo
L16158, H16394 72°C 30seg
Reamplificacion 0
L16253, H16394 74°C 30seg
40°C 30seg 25 ciclos
72°C 30seg
94 °C Smin 1 ciclo 94 °C Smin 1 ciclo
94°C 1min 94°C 45 seg
L16112-H16262 o0 | 1min 40 ciclos  52°C 45 seg 40 ciclos
72°C 1min 72°C 45 seg
Amplificacién 72°C Smip 1 cif:lo 72°C 5mip 1 c%clo
94 °C Smin 1 ciclo 94 °C Smin 1 ciclo
94°C 1min 94°C 45seg
L16251-H16380  S300 1 1in 40 ciclos  53°C 45 seg 40 ciclos
72°C 1min 72°C 45seg
72°C 5min 1 ciclo 72°C 5Smin 1 ciclo
94 °C Smin 1 ciclo 94 °C Smin 1 ciclo
94°C 1min 94°C 45 seg
L16125-H16259 52°C 1min 30ciclos  52°C 45seg 30 ciclos
72°C 1min 72°C 45seg
. . 72°C 5min 1 ciclo 72°C 5min 1 ciclo
Reamplificacion

L16257-H16370

94 °C 5min 1 ciclo
94°C 1min

53°C Imin 30 ciclos
72°C 1min

72°C 5min 1 ciclo

94 °C Smin 1 ciclo
94°C 45seg

53°C 45seg 30 ciclos
72°C 45seg

72°C 5min 1 ciclo
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10. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

10.1. Fabricacion de los geles de agarosa

Los geles de agarosa para electroforesis se preparan en el interior de unos moldes
que se encajan en la cubeta de electroforesis. En funcion del nimero de muestras, de la
velocidad de separacion y del grado de resolucidon deseados pueden emplearse cubetas de

diferente capacidad (KELLER y MANAK 1989).

Para el andlisis de los resultados de amplificacion se fabricaron geles de agarosa al
2% empleando cubetas de 50 y 70ml de capacidad. Para la preparacion de los geles se

siguieron las siguientes proporciones:

Concentracion Concentracion Cantidades a afadir segun
stock final volumen de gel
50ml 70ml
Agarosa - 2% ldg 1g
H,O - - 65.1 ml 46.5ml
TBE (10x) 10x 0.5x 3.5ml 2.5ml
BrEt 100mg/ml 5 pug/ml 3.5ul 2.5ul

Los geles se preparan de la manera siguiente:

- En un matraz erlenmeyer se pesa la agarosa y se le afiade la cantidad correspondiente de
agua destilada, se mezcla brevemente por agitacion y se calienta en el microondas durante
unos pocos minutos vigilando que no hierva. Antes de que esté totalmente disuelta se
extrae del microondas, se agita y se introduce unos minutos mas.

- Se enfria por debajo de los 60° en un agitador magnético o poniendo las paredes del
matraz debajo del grifo de agua fria.

- Una vez enfriado, se pesa de nuevo y se afiade la cantidad de agua que se ha evaporado
durante la ebullicidon. A continuacion se afiaden el TBE y por tltimo el Bromuro de Etidio.
- Se vierte la solucion en el soporte de la cubeta de electroforesis, que se ha sellado
previamente por los lados con celo o cinta aislante y se coloca el peine que formara los
pocillos del gel. Se deja solidificar a temperatura ambiente durante aproximadamente 20

minutos.

231



Eva Fernandez Dominguez

- Se extrae el peine, se retiran las tiras de cinta que sellan el gel y se deposita el soporte en
el interior de la cubeta de electroforesis. Se llena la cubeta con tampdn de electroforesis

procurando cubrir el gel.

10.2. Carga de las muestras en el gel

- Se transfieren de 8 a 12 pl de los productos de amplificaciéon a unos nuevos
eppendorfs de PCR o a la superficie de un trozo de parafilm. Cuando estas muestras
proceden de la primera amplificacidn este proceso se realiza en el interior de la campana
de fluyjo laminar tomando todas las precauciones necesarias para evitar la
contaminacion. Se traspasan en primer lugar los controles negativos y a continuacion las
muestras para evitar que €stas los contaminen por carry over. Si existe control positivo,
¢éste debe ser manipulado en el exterior de la campana. Sin embargo, los productos
resultantes de la segunda amplificacion no corren el riesgo de contaminarse debido a
que el numero de moléculas enddgenas es muy superior a las posibles moléculas
contaminantes que pudieran introducirse durante esta fase. Por ello su manipulacion

puede realizarse fuera de la campana bajo condiciones no estériles.

Antes de cargar las muestras en los pocillos del gel es necesario afiadirles un
tampon de carga. El tampdn de carga contiene una sustancia de elevada densidad (glicerol,
sucrosa...) que ayuda a retener las muestras en los pocillos del gel evitando que difundan y
algun tipo de colorante que permita visualizar la migracién de la muestra en el gel. La

composicion del tampon utilizado es la siguiente:

- Glicerol 50%
- Azul de bromofenol 0.2%

- xilen-cianol 0.2%

El tampdn de carga se afiade en una proporcion aproximada de 1/10 respecto al

volumen de muestra y se centrifuga brevemente para facilitar su mezcla.
El azul de bromofenol migra a través de la agarosa aproximadamente 2.2 veces

mas rapido que el xilen-cianol independientemente de la concentracion de agarosa

(SAMBROOK et al. 1989). En geles con una concentracién final de TBE 0.5x, la
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velocidad de migracion del azul de bromofenol es similar a la de un fragmento lineal de
DNA bicatenario de unos 300 pb, mientras que la del xilen-cianol puede equipararse a la
de un fragmento de las mismas caracteristicas pero de 4 kb. En una electroforesis de estas
caracteristicas los productos de amplificacion del presente trabajo, de aproximadamente
150 pb, se situarian entre ambos frentes de colorante, mas proximos al azul de bromofenol.
- Se afiaden aproximadamente 2ul de tampon de carga a cada muestra y se centrifuga
brevemente en una microcentrifuga para facilitar su mezcla.

- Se cargan las muestras con el colorante en los pocillos con una micropipeta y puntas
autoclavadas desechables.

- Se cubre la cubeta de electroforesis con una tapa de metacrilato que conecta los
electrodos a la fuente de alimentacidén y se ajusta la fuente de alimentacion al voltaje
deseado (entre 100 y 60V).

- Se deja transcurrir la electroforesis hasta que el frente del colorante mas préximo al

anodo haya recorrido mas de la mitad de la matriz del gel.

10.3. Visualizacion de los geles

- Una vez se ha producido la migracidon de los productos de amplificacion en el gel, se
desconecta la fuente de alimentacion, se extrae el gel del molde con cuidado y se coloca en
un transiluminador de rayos UV. El bromuro de etidio es una molécula plana que se
intercala en la doble hélice de DNA. Cuando esta molécula se expone a luz UV se excita
emitiendo fluorescencia de color azul. Para observar el gel deben protegerse los ojos de la
exposicion a la luz UV mediante unas gafas o una mdscara o bien situar una pantalla
transparente protectora sobre el transiluminador. El gel puede fotografiarse mediante el
sistema digital de analisis acoplado al transiluminador o mediante un film Polaroid de alta
sensibilidad (Tipo 55) tras una exposicion de entre 40 y 60 segundos dependiendo de la

intensidad de las bandas de DNA.
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11. AISLAMIENTO DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION

Una vez amplificado el DNA debe aislarse del resto de los componentes de la
reaccion para poder ser secuenciado. Existen diversos protocolos que permiten aislar el
producto de amplificacion, directamente de la reaccion de PCR o a partir de los geles de

agarosa tras la electroforesis.

La eficiencia de los diferentes métodos es variable y la eleccion de uno u otro
dependera en cada caso de las caracteristicas del producto amplificado. Para el caso
concreto del estudio de secuencias cortas de DNA antiguo, se optod por un protocolo de
purificacion a partir de agarosa de bajo punto de fusién debido a que es el que
proporciona una mayor eficiencia de recuperacion. Sin embargo, este método plantea
ciertos problemas. El mas grave es la copurificacién junto con el DNA de moléculas
inhibidoras de reacciones enzimaticas que pueden estar presentes en la agarosa
(SAMBROOK et al. 1989). Para evitar o minimizar este proceso se utilizd agarosa de
grado biotecnoldgico, libre de moléculas contaminantes y con garantia de ausencia de

actividad RNA-asica y DNA-ésica.

11.1. Purificacion de DNA de agarosa de bajo punto de fusion

11.1.1. Corte de las bandas del gel

La agarosa utilizada para purificar el DNA amplificado fue una agarosa de bajo
punto de fusién (NuSieve GTG, FMC Iberlabo) de grado biotecnologico y con las

garantias citadas anteriormente.

La agarosa NuSieve posee un bajo punto de fusion (< 65° C) y de gelificacion
( £35° C). Por lo tanto es aconsejable que tanto la solidificacion del gel como la posterior

electroforesis se realicen en frio, a 4° C.

Este tipo de agarosa permite resolver fragmentos comprendidos entre 1000 y 8pb.
Sin embargo, el rango de separacion eficiente de moléculas lineales de DNA depende del
tipo de tampon utilizado en la fabricacion del gel. En general, los fragmentos de DNA mas

pequefios se separan mejor en geles con TBE mientras que aquellos de mayor tamafio se
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separan mejor en geles con TAE. En la Tabla ME17 se muestra el rango de separacion
del DNA con diferentes concentraciones de agarosa empleando TAE o TBE a

concentracion 1x.

Tabla ME17. Rango de separacion del DNA en diferentes concentraciones
de agarosa empleando TAE 1x o TBE 1x.

Rango de separacion % agarosa en el gel
de DNA en pb
TAE TBE
500-1000 2.5 2.0
150-700 3.0 2.5
100-450 35 3.0
70-300 4.0 3.5
10-100 4.5 4.0
8-50 5.0 4.5

Para la resolucion de un unico fragmento de longitud comprendida entre 150 y
200pb se recomienda trabajar con concentraciones entre 3 y 3.5% de agarosa en TBE. Sin
embargo pueden emplearse concentraciones menores, de hasta un 2%. Cuanto menor sea
la concentracion de agarosa menos cantidad de residuos de la misma quedardn en el

producto final.

El proceso a seguir es el siguiente:

- Se fabrica un gel de agarosa NuSieve GTG al minimo porcentaje de agarosa compatible
con la resolucion deseada. Para un gel de 70 ml al 2% se afiaden:

1’4 g de agarosa NuSieve GTC
3’5 ml de TBE 10x

3’5 ul de Bromuro de Etidio
H,O hasta 70ml

El bajo punto de fusidon de este tipo de agarosa hace que su ebullicion se produzca
rapidamente y de manera brusca. Por ello se recomienda utilizar un recipiente de capacidad
2-4 veces mayor que el volumen final de la solucion, disolver la agarosa en el microondas
a baja temperatura y extraer el recipiente antes de que comience la ebullicion.

- Se deja solidificar en nevera durante aproximadamente 20 minutos.
- Se carga todo el volumen (aproximadamente 17ul) de aquellas muestras que han

proporcionado banda tras la reamplificacion. La carga debe realizarse dejando un pocillo
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libre entre una y otra para evitar el traspaso de volumen entre muestras adyacentes. Una
vez cargadas, se realiza la electroforesis a 70 V durante aproximadamente 1 hora.

- Se visualiza el gel en el transiluminador y se cortan las bandas correspondientes a la
amplificacion con un bisturi, introduciéndolas en microtubos eppendorf de 1.5 ml
previamente autoclavados y radiados durante 30 minutos en luz UV. El corte de las
bandas debe realizarse en un tiempo inferior a 10-12 segundos para prevenir su
degradacion (ORREGO y KING 1990).

- Tras cortar las bandas, se observa de nuevo el gel en el transiluminador para ver si

quedan restos de alguna de las muestras.

Una vez aislada la banda del gel, el DNA puede purificarse precipitdndolo con
sales o mediante kits comerciales, que minimizan el tiempo de manipulacion. En el
presente trabajo inicialmente se purificaron las muestras por precipitacion y

posteriormente se emplearon sistemas de purificacion comerciales.
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11.1.2. Aislamiento del DNA

11.1.2.1. Precipitacion con sales

- Se perfora la base de los microtubos eppendorf de 600ul que contienen la banda
cortada con una aguja hipodérmica estéril procurando no tocar con ella la agarosa.

- Se colocan estos eppendorfs dentro de otros de 2ml previamente rotulados,
autoclavados y radiados y se centrifugan durante 1 min a méaxima velocidad en una
microcentrifuga. Mediante este proceso se consigue licuar la agarosa, que pasa al
eppendorf inferior.

- Se afiaden 4 volumenes (unos 70 ul si partimos de 17 pl de DNA) de NaCl 0.1M en
TE (para DNA con tamaiio superior a 200 pb) o de NaCl 0.2 M en TE (para DNA con
tamafio inferior a 200 pb).

- Se calientan los tubos a 70 °C durante 5 min en un bafio térmico para favorecer la
disolucion total de la agarosa.

- Se congelan durante 10 minutos depositandolos en nieve carbonica-etanol.

- Se centrifugan inmediatamente después durante 15 min en una microcentrifuga a
velocidad méxima, tras lo que la agarosa queda en el fondo en forma de un precipitado
blanco. Se recupera entonces todo el sobrenadante y se pasa a unos nuevos eppendorfs.

- Si se parte de mucho volumen o de poca cantidad de DNA, como es el caso, resulta
recomendable concentrar la muestra. Para ello se acaban de llenar los eppendorfs con
n-Butanol y se agitan fuertemente con el vortex para mezclar las dos fases. A
continuacion se elimina la fase superior, que es la que contiene el butanol, dejando la
inferior o acuosa, que contiene el DNA. Este proceso se repite durante 2 o 3 veces.

- Se afiade aproximadamente 1 volumen de Isopropanol (2- Propanol) para precipitar el
DNA.

- Se congelan los tubos con nieve carbonica-etanol.

- Se centrifugan a maxima velocidad durante 15 minutos. Tras la centrifugacion el DNA
forma un pellet, muchas veces no visible, adherido a la pared del tubo. Se elimina
entonces con cuidado todo el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur procurando
no tocar el pellet.

- Para eliminar los restos de Isopropanol se afiaden aproximadamente 700ul de Etanol

al 80%, se agita, y se elimina el sobrenadante. El lavado con etanol puede desenganchar
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el pellet de la pared del tubo, por lo que la absorcion del sobrenadante debe realizarse

con especial cuidado.

Mediante este proceso puede llegar a recuperarse desde un 85% hasta un 95% de
DNA. Al finalizar el protocolo es posible que quede una pequefia cantidad de agarosa
en el pellet, sin embargo esto no resulta demasiado problemadtico puesto que hasta
concentraciones superiores a un 1.5 % la agarosa no interfiere en las reacciones

enzimaticas.

11.1.2.2. Extraccion mediante Kits comerciales

11.1.2.2.1. Concert Gel Extraction System (BRL-Life Technologies®)

El kit Concert Gel Extraction System de la casa comercial BRL-Life Technologies
permite purificar DNA directamente del gel de agarosa. La agarosa se disuelve con un
tampon que contiene Perclorato Sédico y el DNA es adsorbido y retenido en una
membrana de silica incorporada a la columna, mientras que los residuos de tampdn son
eliminados mediante otro tampon que contiene alcohol. La elucion del DNA se produce
con TE concentrado a elevada temperatura. Este método permite aislar DNA a partir de

geles fabricados con agarosa de bajo o alto punto de fusion con TAE o TBE.

Los componentes del kit son:

Tampon de solubilizacion L1: Perclorato sédico, acetato, TBE.
Tampon de lavado: NaCl, EDTA, Tris-HCIL, Etanol 95%

TE: 10mM Tris-HCI, 0’ImM EDTA

Columnas, tubos de lavado y tubos de recuperacion

- Este método exige saber el peso de las bandas cortadas a partir del gel. Para calcular el
peso de la banda se pesan los eppendorfs antes y después de guardar en ellos las bandas
y se restan los dos valores. Si el peso de la banda de gel es superior a 400mg es
recomendable repartirla en dos tubos eppendorf y procesar cada uno de ellos por
separado.

- Una vez pesadas las bandas se afiaden 30ul del tampo6n L1 por cada 10mg de gel a

cada uno de los eppendorf y se incuban a 50°C durante aproximadamente 15 minutos,
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agitando cada 3 minutos aproximadamente. Una vez disuelto se deja incubando 5
minutos mas

- Se coloca la columna dentro del tubo de lavado (suministrado) y se le afiade la mezcla
del paso anterior. Se tapan los tubos y se centrifugan en una microcentrifuga durante 1
minuto a 12000xg. Tras la centrifugaciéon el DNA queda adherido al filtro de la
columna mientras que el tampdn con la agarosa disuelta pasan al tubo de lavado. Se
extrae entonces la columna y se tira el liquido contenido en el tubo de lavado.

- Cuando el peso de la banda cortada es superior a 250mg o cuando el extracto final
vaya a ser utilizado para reacciones de secuenciacion o transcripcion in vitro se
recomienda lavar la columna afiadiendo 500ul del tampén L1, incubar durante 1 minuto
y centrifugar a 12000xg.

- Se coloca la columna de nuevo en el tubo de lavado y se afiaden 700pl del tampdn L2.
Se tapa y se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después
se centrifuga durante 1 minuto a 12000xg.

- Se tira el liquido que ha pasado al tubo de lavado y se centrifuga de nuevo durante 1
minuto a 12000xg para eliminar posibles restos del tampon.

- Se deposita la columna en el interior de un tubo de recuperacion de 1.5ml y se afiaden
50ul de TE precalentado a 65°C directamente sobre el centro de la membrana. Se incuba
durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifuga durante 2 minutos a 12000xg.

Los extractos de DNA se guardan en el congelador a -20°C hasta su uso.

11.1.2.2.2. QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®)

Este protocolo esta disefiado para extraer y purificar DNA entre 70pb y 10kb a
partir de geles de agarosa de bajo o alto punto de fusién con TAE o TBE. Tras la
disolucion de la agarosa mediante el tampdon QG, el DNA es adsorbido y retenido en una
membrana de silica incorporada a la columna en presencia de una elevada concentracion
de sales y a un pH determinado (<7.5) mientras que los contaminantes atraviesan la

columna y son eliminados. El DNA finalmente es eluido con tampon Tris a pH 8.5.

El protocolo experimental es el siguiente:
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- Una vez cortadas las bandas del gel se pesan tal y como se describe en el apartado
anterior y se depositan en el interior de microtubos eppendorf de 1.5 ml. Se afiaden 3
volimenes de tampon QG por cada volumen de gel (100mg ~ 100ul).

- Se incuban los tubos a 50°C durante 10 minutos o hasta que la agarosa se haya disuelto
completamente agitando cada 2-3 minutos durante la incubacién.

- Una vez disuelto se comprueba que el color de la mezcla es amarillo, similar al stock
de tampoén QG. Este tampdn contiene un indicador de pH que es amarilloapH <7.5y
naranja o violeta a pHs mayores. La adsorcion del DNA a la membrana de la columna
es eficiente unicamente a pH < 7.5. Si el color de la mezcla es naranja o violeta se
afiaden 10ul de acetato sodico 3M pH 5 y se mezcla, lo que provocara que el color vire
a amarillo.

- Se afiade 1 volumen de isopropanol a la muestra y se mezcla. Este paso aumenta la
eficiencia de recuperacion de fragmentos pequefios (<500pb) o excesivamente grandes
(>4kb).

- Se coloca cada columna QIAquick en un tubo colector de 2ml (suministrado), se
aplica la muestra y se centrifuga durante 1 minuto a maxima velocidad (>12000 r.p.m.).
El volumen maximo del reservorio del tubo colector es de 800ul. Si el volumen de
muestra es superior a esta cantidad debera repetirse este paso hasta agotar la totalidad de
la muestra.

- Se vacia el tubo colector de liquido y se vuelve a colocar la columna QIAquick

- Se afiaden 500ul de tampdén QG a la columna QUIAquick y se centrifuga durante 1
minuto a maxima velocidad. Este paso, recomendado cuando se desea secuenciar el
DNA una vez purificado, permite eliminar totalmente cualquier traza de agarosa que
pudiera quedar en la solucion o adherida a la membrana de la columna.

- Se vacia el tubo colector de liquido y se vuelve a colocar la columna QIAquick.

- Se afiaden 750ul de tampdn PE a la columna, se deja reposar a temperatura ambiente
durante 5 minutos y se centrifuga a méxima velocidad durante 1 minuto.

- Se vacia el tubo colector de liquido, se vuelve a colocar la columna QIAquick y se
centrifuga de nuevo durante 1 minuto también a velocidad maxima. Este paso permite
eliminar totalmente el etanol afiadido junto con el tampon PE.

- Se coloca la columna QIAquick en un tubo eppendorf nuevo de 1.5ml y se afiaden

30ul de tampdén EB (10mM Tris-HCI pH 8.5) en el centro de la columna.
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- Se deja la columna durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifuga a
continuacion durante 1 minuto a maxima velocidad.

- Se guarda el DNA purificado a —20°C hasta su empleo.

11.2. Purificacion a partir de la mezcla de PCR (QIAquick PCR Purification Kit,
Qiagen®)

Este protocolo permite purificar fragmentos de DNA de un tamafio comprendido
entre 100pb y 10kb directamente a partir de la mezcla de PCR. El mecanismo es muy

similar al descrito en el apartado anterior:

- Se afiaden 5 volimenes de tampon PB por cada volumen de mezcla de PCR y se agita
hasta su completa disolucion.

- Se coloca cada columna QIAquick en un tubo colector de 2ml (suministrado), se afiade
la mezcla del paso anterior y se centrifuga a maxima velocidad (>12000 r.p.m.) durante
1 minuto.

- Se vacia el tubo colector de liquido y se vuelve a colocar la columna QIAquick.

- Se afiaden 750ul de tampoén PE a la columna y se centrifuga a maxima velocidad
durante 1 minuto.

- Se vacia el tubo colector de liquido, se vuelve a colocar la columna QIAquick y se
centrifuga de nuevo durante 1 minuto también a velocidad maxima. Este paso permite
eliminar totalmente el etanol afiadido junto con el tampon PE.

- Se coloca la columna QIAquick en un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5ml y se
afiaden 30ul de tampon EB (10mM Tris-HCI pH 8.5) en el centro de la columna. Se
centrifuga durante 2 minutos a velocidad maxima.

- Se guarda el DNA purificado a —20°C hasta su empleo.
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12. REACCION DE SECUENCIA

Los productos de amplificacion purificados se secuenciaron de forma automatica
utilizando terminadores de reaccion marcados con fluorescencia (“dye terminators”) de
la casa Applied Biosystems. Para ello se emplearon 4 kits de secuenciacion diferentes
(ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit, ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit versiones 1, 2 y 3). Se
adaptaron los protocolos propuestos por la casa comercial a los requerimientos del
presente estudio hasta conseguir ¢l Optimo relativo a la muestra estudiada. La
secuenciacion automatica fue llevada a cabo por el personal de secuenciacion de los
Servicios Cientificotécnicos (SCT) de la Universidad de Barcelona inicialmente con el

secuenciador ABI PRISM 377 y posteriormente con el modelo ABI PRISM 3700.

12.1. Kits de secuenciacion

Los kits de secuenciacion contienen diferentes reactivos premezclados en un
unico tubo listos para su uso (Tabla ME18). Todas las versiones empleadas utilizaban
para la amplificacién la enzima Ampli Tag DNA Polimerasa FS, una variante de la

polimerasa de Termus aquaticus que presenta dos mutaciones puntuales en su centro

activo y en su dominio amino terminal. La primera de ellas disminuye la discriminacion
de la enzima por los dideoxinucledtidos, lo que permite trabajar con concentraciones
pequefias de terminadores y simplifica la eliminacion de aquellos no incorporados. La
segunda mutacion provoca el reemplazamiento de un residuo de Glicina por un
Aspartato que se traduce en la eliminacion total de la actividad nucleasica 5°-3°. La
Ampli Tag DNA Polimerasa FS ha sido formulada junto con una pirofosfatasa
inorgéanica termoestable que elimina los residuos de fésforo inorganico generados en la
reaccion de extension. Un acumulo de estos residuos puede provocar una reversion de la
reaccion de extension, en la cual un nucledsido monofosfato es eliminado de la cadena
en elongacion y fosforilado para formar el correspondiente nucledsido trifosfato

(pirofosforolisis).

La concentracion de los dideoxinucledtidos marcados y de los nucleotidos esté
optimizada para dar una distribucion de la sefial equilibrada hasta mas de 700 bases. En

todos los formatos del kit se emplea dITP en lugar de dGTP para minimizar fendmenos
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de compresion de bases. Adicionalmente, en las tres versiones de BigDye Terminator, el
dTTP ha sido sustituido por dUTP para tratar de mejorar la incorporacion de los

terminadores de Timina.

Tabla ME18. Composicion de los kits de secuencia utilizados (AbiPrism™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit y AbiPrism™ BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit). (*) El kit AbiPrism™ BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit utiliza dUTP en lugar de dTTP.

Componentes de los Kits Composicion
Terminadores A-Dye Terminator, T-Dye Terminator
C-Dye Terminator, G- Dye Terminator
dNTPs dATP, dTTP/dUTP*, dCTP, dITP
Tampon 5x Tris-HCI pH 9.0, MgCl,

AmpliTaq DNA Polimerasa, FS +
Pirofosfatasa termoestable

Los dos kits utilizados -ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit y ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit-
difieren en el tipo de marcaje de los ddNTPs (Tabla ME19). Los “BigDye terminators”
incorporan un donador de fluoresceina (6-carboxifluoresceina) a cada aceptor de
dRhodamina (ROSENBLUM et al. 1997). El donador esta optimizado para absorber la
energia de excitacion del laser de argdn, de manera que el maximo de excitacion de
cada dye corresponde al donador de fluoresceina mientras que el expectro de emision
procede del aceptor de dRhodamina descrito en la Tabla ME19. Mediante este sistema
se consigue una sefial entre 2 y 3 veces mayor que la proporcionada por los
terminadores de rodamina. El espectro de emision de los BigDye terminators es mas
estrecho que el de los terminadores de rodamina, lo que se traduce en una disminucion
del solapamiento entre el espectro de emision de cada uno de los dyes. Este tipo de
terminadores proporcionan una lectura correcta mas alla de la base 700, por lo que
resultan especialmente adecuados para la secuenciacion de fragmentos largos de DNA.
El aumento de la sefial de emision hace posible la secuenciacion a partir de una
concentracion de DNA molde muy pequefia. En las sucesivas versiones de BigDye se
ha variado la proporcion de DANTPs respecto a dNTPs, provocando un aumento
progresivo de la intensidad de la sefial. Esta mejora queda patente sobre todo en la

secuenciacion de fragmentos largos de DNA.

Tabla ME19. Marcaje de cada tipo de terminador y maximo de emision asociado en nanémetros (nm).
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DANTPs Marca asociada
Rhodamine Dye Terminators dRhodamine Dye Terminators BigDye Terminators
(AbiPrism™ Dye Terminator Cycle (AbiPrism™ dRhodamine Terminator (AbiPrism™ BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit) Cycle Sequencing Ready Reaction Kit)  Sequencing Ready Reaction Kit)
DdA (R6G) 560nm Dicloro(R6G) 565nm Dicloro (R6G) 565nm
DdC (TAMRA) 580nm Dicloro((ROX) 595nm Dicloro (ROX) 595nm
DdG (R110) 528nm Dicloro(R110) 533nm Dicloro (R110) 533nm
DAT (ROX) 610nm Dicloro(TAMRA) 620nm  Dicloro (TAMRA)  620nm

12.2. Cuantificacion del DNA molde para las reacciones de secuencia

La cantidad de DNA molde es critica para el correcto desarrollo de la reaccidon de
secuencia, puesto que tanto el exceso como la escasez de DNA afectan a la calidad de la

secuencia final obtenida.

En la Tabla ME20 se resumen las cantidades minimas de DNA recomendadas para los

dos tipos de quimica utilizada durante el desarrollo de este trabajo.

Tabla ME20. Cantidades de DNA molde recomendadas para la secuenciacion automatica con
Rhodamine Dye Terminators (AbiPrism™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit) y BigDye
Terminators (AbiPrism™ BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit)

DNA molde Quimica de secuenciacion
Rhodamine Dye Terminators BigDye Terminators
(AbiPrism™ Dye Terminator (AbiPrism™ BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit) Cycle Sequencing Ready Reaction Kit)
Producto de PCR
100-200pb 1-3ng 1-3ng
200-500pb 3-10ng 3-10ng
500-1000pb 5-20ng 5-20ng
1000-2000pb 10-40ng 10-40ng
>2000pb 40-100ng 40-100ng
Cadena tinica 100-250ng 50-100ng
Doble cadena 200-500ng 200-500ng
Coésmido, BAC 0.5-2ng 0.5-1Ing
DNA genomico No recomendado 2-3ug
bacteriano

La cuantificacidon del producto de PCR, de 170pb (primer segmento) y 151pb (segundo
segmento) se realizd comparando en un gel al 1-2% la intensidad de banda de cada producto
purificado con la observada en las diferentes bandas de un marcador de peso molecular de
concentracion conocida. Para ello se fabrica un gel a la concentracion deseada de la manera

descrita y se cargan entre 2 y 4 pl de cada muestra. En el primer y ultimo carril del gel se carga
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una cantidad pequefia (entre 0’5 y 2ul) del marcador (Marcador IX de la casa Bo&hringer-
Manheim). Se deja correr a 70V durante aproximadamente tres cuartos de hora, transcurridos
los cuales se examina en un transiluminador con luz UV y se fotografia con una cadmara
Polaroid o con un sistema de analisis de imagen. Se identifica la banda del marcador cuya
intensidad corresponda con la de la muestra. La cantidad de DNA de la muestra sera la misma
que la de la banda en cuestion. En la Figura FME10 se muestra un ejemplo de gel de

cuantificacion y se detalla la cantidad de DNA presente en 2ul del marcador

IX

bp ng/2ul
1353 125
1078 100
872 80
603 55

310 28.5
281271 %{i‘»’gﬁ
i

1
118 11
72 51

Figura FME10. Cuantificacion del DNA purificado.

12.3. Reaccion de secuencia

Las reacciones de secuenciacidon son asimétricas, es decir que en cada muestra
se secuencia cada cadena por separado. La reaccidon se prepara en el interior de una

campana bioldgica de flujo laminar siguiendo las condiciones de esterilidad descritas.

No existen unas condiciones universales para la secuenciacion. Estas dependen
de diversos factores tales como el tipo de muestra, la quimica empleada (kit de
secuenciacion), la pureza y cantidad del DNA molde, las condiciones de amplificacién

y el protocolo de eliminacidn de terminadores. Durante el desarrollo de la presente tesis
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doctoral fueron ensayadas diferentes concentraciones de reactivos en combinacidon con
diferentes cebadores, condiciones de secuenciacion y métodos de purificaciéon de DNA
y eliminacion de terminadores hasta obtener la calidad de secuencia deseada. En la

Tabla ME21 se resumen las condiciones ensayadas.

Tabla ME21. Condiciones de secuenciacion ensayadas en el presente trabajo.

Dye BigDye Terminators
Terminators
Vs 1 Vsly2 Vs 3
Tipo de L16158- 116283/ L16158-L16283/ H16394 L16125 L16125, H16259, L16257, H16370
cebador H16394 H16259
L16257
H16370
Kit 4ul 4ul 1ul 3ul 3ul 0.5ul/1ul
DNA molde 1ul2pl 1ul/2ul 1ul2pl oul 6ul 6ul
Cebadores lul 1ul 1ul lul 1ul lul
H,O 4ul/3ul 4ul/3ul Tul/8ul - - 2.5ul2ul
Programa L16158- L16158- L16158- L16125, H16259, L16257, H16370: SEC4

L16283: SEC1 | L16283: | L16283: SECI1
H16394: SEC2 SEC1 | H16394: SEC3

H16394:
SEC2mod,
Eliminacién Acetato sodico-etanol MgCl,-Etanol | Acetato sodic Columnas Etanol
Terminadores| con precipitacion en frio etanol qiage
Columnasg Etanol

Las reacciones de secuencia se prepararon en el interior de una campana de flujo

laminar como se describe en el apartado 9.2.2.2.
12.4. Programas de secuenciacion
Las amplificacion de las reacciones de secuencia se realizd en dos modelos de

termociclador: Perkin Elmer TC1 y Eppendorf modelo Mastercycler personal. Los

programas de secuenciacidn se resumen en la Tabla ME22.
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Tabla ME22. Programas de secuenciacion empleados en el presente trabajo.

Programa

Cebadores Nombre programa o s
secuenciacion

96°C 30seg
L16158, L16283 SEC1 40°C 15seg 25 ciclos
60°C 4min

96°C 30seg
H1639%4 SEC2 50°C 15seg 25 ciclos
60°C 4min

96°C 30seg
H1639%4 SEC2mod 50°C 15seg 30 ciclos
60°C 4min

96°C 30seg
H1639%4 SEC3 45°C 15seg 25 ciclos
60°C 4min

96°C 30seg
SEC4 50°C 15seg 25 ciclos
60°C 4min

L16125, H16259,
L16257, H16370
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13. ELIMINACION DE LOS TERMINADORES DE REACCION NO
INCORPORADOS

13.1. Localizacion de los terminadores de reaccion no incorporados

Una baja eficiencia de la reaccion de secuencia o una incorrecta limpieza del
producto de precipitacion provocan el acimulo de los terminadores marcados que no
han sido incorporados al producto de extension. En el secuenciador, éstos migran junto
con los fragmentos terminados y emiten picos de luz que pueden impedir la lectura de

algunas porciones del cromatograma.

La localizaciéon de estos terminadores no incorporados depende de la naturaleza
de su marcaje (tipo de quimica empleada) y del secuenciador empleado para su andlisis.
En la Figura FME11 se muestra la situacion de diferentes tipos de terminadores en el
cromatograma. Como puede apreciarse en la figura, los dye terminators (rodamina) no
incorporados aparecen generalmente al inicio de la secuencia, afectando a la lectura de
las primeras 50 bases (FME11, 1). Los BigDye terminators (versiones 1 y 2) no
incorporados pueden aparecer en 8 localizaciones diferentes a lo largo del
cromatograma (FMEI11, 2). Los terminadores no incorporados que se sitian en la
posicion 1 no interfieren en la lectura de las bases. Sin embargo la presencia de los
mismos en posiciones de 2 a 7 y en posicion 8 si afectan a la calidad de la secuencia,
interfiriendo en la lectura de las 40 primeras bases y entre las posiciones 90 y 100
respectivamente. Un protocolo adecuado de precipitacion consigue eliminar
completamente los terminadores presentes en las posiciones 1, 5, 6, 7 y 8. Aquellos
presentes en las posiciones 2, 3, 4 siguen apareciendo incluso tras una correcta
precipitacion. A pesar de ello la presencia de terminadores en estas posiciones puede
afectar unicamente a la lectura de las 10 primeras bases de la secuencia. A este efecto la
version 3 de BigDye terminator resulta mucho més problemadtica (Figura FME11, 3).
Mediante el empleo de un protocolo adecuado de precipitacidén se consiguen eliminar
los terminadores de reaccion no incorporados de 4 de las 6 posibles localizaciones (1, 4,
5y 6). Como en anteriores versiones, se mantienen los terminadores presentes en las
posiciones 2 y 3. Estas posiciones corresponden a las bases 25-40 del cromatograma en

un secuenciador modelo ABI PRISM 3700. En este ultimo caso por lo tanto los
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terminadores de reaccion no incorporados en estas posiciones afectan a la lectura de la

secuencia.
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Figura FME11. Situacién en los cromatogramas de los terminadores de reaccion no incorporados. (1) Rhodamine
Dye Terminators (AbiPrism™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit). (2) BigDye Terminators (AbiPrism™ BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit) versiones 1y 2 . (3) BigDye Terminators (AbiPrism™ BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit) version 3.
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13.2. Protocolos para la eliminacion de los terminadores no incorporados

Hay una gran variedad de protocolos que resultan eficientes para eliminar los
terminadores de reacciéon no incorporados. La eleccion de uno u otro protocolo
dependera esencialmente del tipo de marcaje de la molécula terminadora (tipo de
quimica empleada), de las caracteristicas del segmento analizado y del tipo de
secuenciador empleado para el analisis. La mayoria de estos protocolos se basan en la
precipitacion de los productos de extension mediante algin solvente quimico como el
etanol, s6lo o combinado con algunas sales, y la posterior eliminacion de aquellos
terminadores no incorporados mediante lavados con etanol al 70%. Estos protocolos
presentan una eficiencia optima de eliminacion de los terminadores de reaccion no
incorporados, sin embargo algunos de ellos no son recomendables en ciertos casos. Por
ejemplo para la secuenciacion en un equipo ABI PRISM 3700 DNA Analyzer no
resultan adecuados aquellos protocolos que precisan de sales para precipitar el producto
de extension, tales como la precipitacion con etanol/acetato sodico o etanol/cloruro de
magnesio. Las sales pueden obturar los capilares de inyeccion de muestra del

secuenciador disminuyendo su vida ttil.

Alternativamente a los protocolos de precipitaciéon pueden emplearse columnas
comerciales rellenas de una soluciéon de resina para eliminar los terminadores de
reaccion no incorporados. La matriz de resina retiene estos terminadores y deja pasar los
fragmentos de extension, que se recogen en un tubo colector situado en su base. La
ventaja de este método respecto a los métodos de precipitacion es que reduce

enormemente el tiempo de manipulacion.

En la Tabla ME23 se detalla la compatibilidad de los protocolos mas comunes
de eliminacion de los dos tipos de terminadores de reaccidn no incorporados con los
sistemas de andlisis empleados en la presente tesis doctoral. Se describen a continuacidon
los protocolos de eliminacién de terminadores de reaccidon no incorporados empleados en

el presente trabajo.
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Tabla ME23. Protocolos més comunes de eliminacién de los terminadores de reaccidon no incorporados y su
compatibilidad con el tipo de secuenciador empleado para el analisis de secuencias (377 o 3700). v" recomendado, %
no recomendado, - puede emplearse.

Protocolo de eliminacion Dye Terminators BigDye Terminators
377 3700 377 3700
Isopropanol (no descrito) - - v v
Etanol/Acetato sédico v x v x
Etanol/Cloruro de Magnesio v X X X
Etanol X X v v
Columnas v v v v

13.2.1. Precipitacion con etanol/acetato sodico

La precipitacién con etanol/acetato sddico proporciona una sefial de secuencia
clara y consistente, minimizando la presencia de terminadores no incorporados. Sin
embargo puede provocar la pérdida de fragmentos de bajo peso molecular.

La metodologia es la siguiente:

- Se prepara un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml por cada reaccidon (10ul) y se afiaden

diferentes cantidades de acetato sddico, etanol 95% y agua dependiendo del tipo de kit

empleado:
Dye Terminator/ BigDyeTerminator vs 3
BigDyeTerminator vs 1,2
Volumen Concentracién Volumen Concentracion
final final
Acetato sédico 3M pH 4.6 1ul 83mM 1.5u 90mM
Etanol 95% 25 ul 65.97% 31.25ul 59.375%
H,O - 7.25ul

En lugar de acetato sodico 3M pH 4.6 puede emplearse también acetato sodico 3M pH
5.2 o acetato potasico 3M pH 5.6. La combinacion de estas concentraciones minimiza
la incorporacion de terminadores y la pérdida de aquellos fragmentos de extension mas
pequefios manteniendo unos niveles aceptables de sefial. Una disminucion de la
concentracion de etanol resulta en la pérdida de fragmentos cortos de extension mientras
que un aumento favorece la coprecipitacién de los terminadores no incorporados. El

mismo efecto se aprecia aumentando la concentracion de acetato sddico.
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- Se afaden a la solucidon de etanol las reacciones de secuencia tras retirar el aceite
mineral y se mezcla en un agitador vortex. El aceite puede eliminarse directamente del
eppendorf con ayuda de una pipeta o bien cargando la muestra sobre parafilm y
aspirando la fase acuosa.
- Existen dos opciones para precipitar los productos de extension:

a. Precipitacion en frio manteniendo los eppendorf en hielo (4°C) durante 10

minutos (AbiPrism™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit).
b. Precipitacion a temperatura ambiente durante 15 minutos (AbiPrism™

BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit).

Mediante una precipitacidon en frio con un elevado tiempo de precipitacion la eficiencia
de recuperacion de fragmentos cortos es mayor. Sin embargo este método favorece
también la co-precipitacidon junto con el producto de extension de los terminadores no
incorporados en la reaccion de secuencia. La precipitacion a temperatura ambiente
minimiza la precipitacion de los terminadores de reaccion no incorporados pero la
eficiencia de recuperacion de fragmentos de DNA cortos es también menor. En el

presente trabajo se emplearon ambos procedimientos con un resultado similar.

- Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a maxima velocidad (12000g) durante
20 minutos. Es conveniente centrifugar los tubos manteniendo siempre la misma
orientacion. Tras la centrifugacion el DNA forma un pellet que queda adherido a la
pared del tubo.

- Se aspira cuidadosamente todo el sobrenadante con una pipeta Pasteur o capilar de
vidrio procurando no tocar el pellet. Si los tubos estan orientados de igual manera, tras
la centrifugacion el pellet quedara en el extremo del tubo opuesto al eje de la centrifuga.
- Se resuspende el pellet afiadiendo 250 ul de 70% etanol.

Los dos pasos siguientes no son necesarios para AbiPrism'" Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit, pero si para AbiPrism"" BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit.

- Se agita la solucion en un vortex.

- Se centrifuga en una microcentrifuga a maxima velocidad (12000g) durante 5 minutos
procurando de nuevo mantener para todos ellos la misma orientacion.

- Se aspira cuidadosamente toda la solucion de alcohol con una pipeta Pasteur o capilar

de vidrio procurando no tocar el pellet.
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- Para secar el pellet, se dejan los eppendorfs a temperatura ambiente con el tapon

abierto el tiempo que sea necesario.

13.2.2. Precipitacion con etanol/cloruro de magnesio

Este protocolo no resulta recomendable para la precipitacion de fragmentos de
extension marcados con BigDye Terminators debido a que favorece la precipitacion de

estos terminadores.

La metodologia es la siguiente:

- Se transfieren las reacciones de secuencia a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml tras
retirar el aceite mineral. Aquellas reacciones de 10ul se llevan a un volumen de 20ul
afadiendo agua estéril para inyectables (Braun).

- Se afiade a cada una de las reacciones (20ul) lo siguiente:

Dye Terminator

Volumen Concentracion final
MgCl, 2mM 20pl 0.42mM
Etanol 95% S55ul 55%

- Se cierran los tubos y se mezcla la solucion en un vortex.

- Se dejan a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitar los productos de
extension. Tiempos de precipitacion inferiores producen la pérdida de aquellos
fragmentos de extension mas pequefios, mientras que tiempos largos (superiores a 24
horas) aumentan la precipitacion de terminadores no incorporados.

- Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a maxima velocidad (12000g) durante
20 minutos. Al colocar los tubos en la centrifuga es recomendable orientarlos todos de
la misma manera.

- Se aspira cuidadosamente todo el sobrenadante con una pipeta Pasteur o capilar de
vidrio procurando no tocar el pellet. Si los tubos estan orientados de igual manera tras la
centrifugacion éste quedara en el extremo opuesto al eje de la centrifuga.

- Se resuspende el pellet afiadiendo 250 pl de 70% etanol.

- Se agita la solucidn en un vortex.
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- Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a maxima velocidad (12000g) durante
5 minutos procurando de nuevo mantener para todos ellos la misma orientacion.

- Se aspira cuidadosamente toda la solucion de alcohol con una pipeta Pasteur o capilar
de vidrio procurando no tocar el pellet.

- Para secar el pellet, se dejan los eppendorfs a temperatura ambiente con el tapon

abierto el tiempo que sea necesario.

13.2.3. Precipitacion con etanol

Este tipo de precipitacion resulta especialmente recomendable para la eliminacion
de BigDye Terminators. La concentracién en reaccion de etanol optima es de 60% =+
3%. Por encima de este valor se produce un aumento en la cantidad de terminadores
residuales, mientras que por debajo disminuye la eficiencia de precipitacion de los
fragmentos de extension, especialmente de aquellos mas cortos. Por ello resulta
aconsejable trabajar con una solucion stock de etanol al 95% en lugar de con etanol
absoluto, ya que éste ultimo absorbe facilmente agua de la atmdsfera provocando una
disminuciéon paulatina de su concentracion. Trabajando con las concentraciones
estipuladas para este método pueden quedar residuos de terminadores no incorporados a
lo largo de las 40 primeras bases de la secuencia, aunque suelen ser minimos.
Andlogamente puede producirse una pérdida de los fragmentos de extension mas

pequenios.

La metodologia es la siguiente:

- Se transfieren las reacciones de secuencia a tubos de microcentrifuga de 1°5 ml tras
retirar el aceite mineral. Aquellas reacciones de 10ul se llevan a un volumen de 20ul
afiadiendo agua mili-Q.

- Se aflade a cada una de las reacciones (20pul) lo siguiente:

Dye Terminator/
BigDyeTerminator vs 1,2,3
Volumen  Concentracion final
Etanol 95% 64 60.8%
H,O 16ul -

- Se cierran los tubos y se mezcla la solucidén en un vortex.
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- Se dejan a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitar los productos de
extension. Tiempos de precipitacion inferiores producen la pérdida de aquellos
fragmentos de extension mas pequeiios, mientras que tiempos largos (superiores a 24
horas) aumentan la precipitacion de terminadores no incorporados.

- Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a maxima velocidad (12000g) durante
20 minutos procurando orientarlos todos de la misma manera.

- Se aspira cuidadosamente todo el sobrenadante con una pipeta Pasteur o capilar de
vidrio procurando no tocar el pellet. Si los tubos estan orientados de igual manera tras la
centrifugacion éste quedara en el extremo opuesto del eje de la centrifuga.

- Se resuspende el pellet afiadiendo 250 ul de 70% etanol.

- Se agita la solucidn en un vortex.

- Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a maxima velocidad (12000g) durante
5 minutos procurando de nuevo mantener para todos ellos la misma orientacion.

- Se aspira cuidadosamente toda la solucion de alcohol con una pipeta Pasteur o capilar
de vidrio procurando no tocar el pellet.

- Para secar el pellet, se dejan los eppendorfs a temperatura ambiente con el tapon

abierto el tiempo que sea necesario.
13.2.4. Precipitacion con columnas (DyeEx Spin columns, Qiagen®)

- Para resuspender la resina se agitan las columnas en un vortex.

- Se desenroscan levemente los tapones para evitar que al centrifugar se haga el vacio
en el interior y se colocan en el interior del tubo colector (suministrado).

- Para compactar la matriz de resina se centrifugan durante 3 minutos a 750g.

- Se transfiere la columna a un nuevo tubo de centrifuga de 1.5ml y se aplica
cuidadosamente la reaccion de secuencia sobre el centro de la columna con una
micropipeta procurando no tocar la matriz de resina ni los bordes del tubo. Para
aquellas reacciones de secuencia de 10ul se recomienda ajustar el volumen a 20ul
afladiendo agua mili-Q. Resulta también aconsejable eliminar el aceite mineral de la
reaccion antes de su aplicacion sobre la columna debido a que el aceite puede formar
una pelicula sobre la superficie de la resina impidiendo su correcta absorcion.

- Se enroscan levemente los tapones de las columnas y se centrifugan durante 3 minutos

a 750g.
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- Se extraen las columnas de los tubos y se desechan. La solucidén acuosa eluida
remanente en el tubo contiene el DNA libre de terminadores.
- Para secar el DNA se dejan los tubos abiertos a temperatura ambiente durante toda la

noche o sobre un bloque térmico a 60°C durante 2 o 3 horas.
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14. CRITERIOS DE AUTENTICIDAD

Para autentificar las secuencias de DNA mitocondrial obtenidas se emplearon un
conjunto de criterios. La mayoria de ellos coinciden con aquellos propuestos en la
literatura, que aparecen expuestos detalladamente en el apartado 3.7 del capitulo
“Introduccidn”. Otros criterios, como la comparacion de la secuencia obtenida con otras
secuencias de su misma serie de amplificacion y reamplificacion o la eliminaciéon de
aquellas secuencias con mas de una posicién ambigua han sido introducidos y aplicados

por primera vez en la presente tesis doctoral.

14.1. Infraestructura

14.1.1. Anailisis en un laboratorio exclusivo de DNA antiguo

El proceso de limpieza, trituracion y extraccion del DNA de la muestra se
realizd en el laboratorio de DNA antiguo de la Seccién de Antropologia del
Departamento de Biologia Animal de la Facultad de Biologia de la Universidad de

Barcelona.

La amplificacion y procesado post-PCR de la mayor parte de las muestras se
realiz6 también en este laboratorio. Sin embargo la amplificacion de mtDNA de las
muestras del yacimiento de Mari y de parte de las muestras del yacimiento de Tell
Halula se llevo a cabo en el laboratorio de Genética Forense y Genética de Poblaciones
del Departamento de Toxicologia y Legislacion Sanitaria de la Facultad de Medicina de

la Universidad Complutense de Madrid.

En ambos laboratorios las areas en las que se realizaron los analisis eran de uso

exclusivo de DNA antiguo.

14.1.2. Separacion de las dreas de trabajo pre y post-PCR

En ninguno de los dos laboratorios en los que se realizd el procesado

experimental de las muestras existen areas separadas para la limpieza, trituracion y

extraccidon del material genético y la amplificacién por PCR. De esta forma tinicamente
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se puede hablar de separacion fisica en aquellos casos en los que la limpieza,
trituracidn y extraccion de la muestra fue realizada en la Universidad de Barcelona y la
amplificacion en la Universidad Complutense de Madrid. Esto es valido para las

muestras procedentes del yacimiento de Mari y buena parte de las de Tell Halula.

En los restantes casos se utilizd una separacion temporal de las fases pre-PCR
(limpieza, trituracion y extraccion) y PCR, concentrando las extracciones en un periodo

determinado y las amplificaciones en otro.

Los procesos de limpieza, trituracidon, extraccidon y preparacion de las reacciones
de amplificacion se efectuaron en una campana de flujo laminar situada en una
habitacion separada mientras que la amplificacion en el termociclador y todos los
procesos post-PCR (electroforesis en gel de agarosa, purificacion del DNA a partir de
agarosa...) se realizaron en una habitacién separada. En este caso si se puede hablar de
separacion fisica entre las fases pre-PCR y post-PCR. Para evitar el flujo de DNA entre
ambos compartimentos se llevaron a cabo un conjunto de precauciones adicionales, que
incluyen el uso de un juego de pipetas diferentes en cada fase (extraccidn, amplificacion
y tratamiento post-PCR), el uso de guantes y material de pléstico estéril de un solo uso
en cada proceso y el empleo de batas de laboratorio diferentes. Las muestras se
guardaron en congelador a —20°C dentro de la habitacion aislada utilizando diferentes
compartimentos para el hueso sin procesar, el hueso pulverizado, los extractos de DNA

sin amplificar, los productos de amplificaciéon y los productos de PCR purificados.

14.1.3. Equipamiento de los laboratorios de DNA antiguo.

El laboratorio de DNA antiguo de la Universidad de Barcelona cuenta con un
cuarto aislado que contiene la arenadora (Sand-Blaster Base 1 Plus), el molino
refrigerado (Freezer Mill), una campana de flujo laminar vertical Telstar Micro-V, un

congelador y una centrifuga de tubos falcon.

El laboratorio de Genética Forense y Genética de Poblaciones de la Universidad
Complutense de Madrid cuenta también con una habitacion aislada que contiene un
congelador en el que se guardan las muestras y los reactivos necesarios para su analisis

y una campana de flujo laminar vertical Heraeus modelo Gemini. Para la esterilizacion
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del interior de este cuarto se ha dispuesto en una de sus paredes un potente fluorescente

de luz ultravioleta que se enciende desde el exterior.

14.2. Metodologia

14.2.1. Empleo de instrumental y equipamiento exclusivo para el andlisis de DNA

antiguo.

14.2.1.1. Limpieza de las dreas de trabajo

Las campanas de flujo laminar se limpiaron antes de comenzar cualquier
proceso. La limpieza se realizd humedeciendo un trozo de papel con lejia (hipoclorito
sodico) al 70% en el caso de la campana modelo Telstar Micro-V (Universidad de
Barcelona) y con etanol al 70% en la campana modelo Heraeus Gemini (Universidad

Complutense de Madrid) atendiendo a las recomendaciones de cada fabricante.

Tras la limpieza se depositd en el interior de la campana el material necesario
para la realizacion de cada fase experimental: pipetas, cajas de puntas, gradilla, un par
de guantes, etc. En la preparacion de las reacciones de amplificacion se dispusieron
sobre la gradilla los eppendorfs necesarios con el tapdn abierto. Una vez asi dispuesto el
material fue irradiado con el fluorescente de luz ultravioleta de la propia campana. En
aquellas amplificaciones llevadas a cabo en la Universidad Complutense se irradid

también la habitacidén con luz UVA durante 15-20 minutos.

14.2.1.2. Material empleado

14.2.1.2.1. Material de un solo uso

El material de un solo uso utilizado en el presente trabajo consiste en:
e Material de plastico:

- Tubos falcon de polipropileno de 50ml estériles en bolsitas de plastico

individuales (Lab-Center).
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Puntas de micropipeta con filtro resistente a aerosoles estériles en rack de 96

puntas o en bolsitas individuales (Iberlabo, Deltalab).
Tubos eppendorf de 1.5ml y de PCR de 0.5ml (Iberlabo, Lab-Center). Estos
tubos se guardan en el interior de tarros de vidrio, se autoclavan durante 15

minutos a 210°C y posteriormente se secan en una estufa a 60°C.

Guantes de latex o de cloruro de polivinilo (Rubilabor, Lab-Center).

e Material de vidrio:

Pipetas Pasteur de vidrio. Se lavan tal y como se describe en el apartado 7.1 de
este capitulo, se secan en estufa a 60°C, se envuelven en papel de aluminio y se

autoclavan 15min a 210°C de la misma forma que los tubos eppendorf.

14.2.1.2.2. Material no desechable

El material no desechable utilizado incluye:

Pipetas de vidrio graduadas de 10 y Sml.

Viales y tapones de trituracion.

Pinzas metalicas.

Dispensador de volumen de pipetas de vidrio de 10 y 5 ml.
Micropipetas automaticas (GILSON).

Gradillas para eppendorf 'y tubos falcon.

Recipiente para desechar las puntas.

Peritas de goma para las pipetas Pasteur.

El material de pladstico no autoclavable (micropipetas automaticas, gradillas,

recipiente para desechar las puntas) se limpié externamente con papel secante

impregnado en una dilucion de lejia al 70% y se introdujo en la campana de seguridad

biologica previamente a su uso. Una vez dispuesto en su interior se irradié con luz

ultravioleta durante 15 minutos.

260



Métodos

El material de vidrio, metal y pléstico autoclavable se limpid y autoclavé antes

de cada uso. La limpieza se realizo de la siguiente manera:

- Un primer lavado con detergente, preferiblemente anidnico tras el cual se aclar6 con
agua del grifo.

- Las piezas de vidrio y metal se limpiaron externamente con un trozo de papel secante
impregnado primero en etanol 70% y luego en lejia 70%. Tras cada limpieza se secaron
bien para evitar que quedaran residuos de ambos compuestos. Tras la ultima limpieza
con lejia se aclararon con agua del grifo. Las piezas de plastico, como los viales de
trituracion, no pueden limpiarse de esta manera porque se estropean.

- Se enjuagaron a continuacion abundantemente con con agua mili-Q y se secaron con
papel.

- Se enjuagaron abundantemente con agua estéril para inyectables (Braun).

- Se secaron en estufa a 60°C.

Tras la limpieza se autoclavo el material durante 15 minutos a 210°C y se
depositd posteriormente en una camara con luz UV, donde permanecié durante al

menos 3 horas.

14.2.1.3. Soluciones

La mayor parte de los reactivos y soluciones stock empleados en aquellas fases
del proceso susceptibles de contaminacién se compraron ya preparados de fabrica con

garantias de esterilidad.

Este es el caso de los reactivos de PCR (Tampdn de PCR, Cloruro de Magnesio,
dNTPs, cebadores, Taq polimerasa) y de algunos reactivos utilizados en las fases de
limpieza y extraccion (EDTA 0.5M, Tris-HCI 1M, Fenol, Cloroformo). El EDTA 0.5M
utilizado en el lavado del polvo de hueso se sirve preparado en botellas de 500ml. Cada
botella se abrid antes de comenzar un grupo de extraccion y el contenido sobrante se
alicuotd en tubos falcon de 50ml para su uso posterior. La cantidad utilizada en cada
lavado se afiadié directamente de la botella o tubo falcon para no introducir pipetas en
su interior. El fenol y el cloroformo vienen preparados en botellas de vidrio de 11. Las

cantidades necesarias para la extraccion se afiadieron mediante pipetas de vidrio de
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10ml autoclavadas y esterilizadas con luz UV tal y como se ha descrito en la seccion
anterior. Los reactivos de PCR se alicuotaron en cantidades pequefias, normalmente
para cuatro reacciones, en el interior de la campana de seguridad bioldgica. Se numero
cada serie de alicuotas para facilitar la deteccion de las alicuotas contaminadas. Estas
alicuotas se guardaron en congelador a -20°C en una caja separada de las soluciones

stock.

Para la preparacion de soluciones stock en el laboratorio (SDS 5%) o de stocks
diluidos a partir de uno concentrado (EDTA 50mM, Tris-HCl 100mM) se utilizé
siempre agua estéril para inyectables (Braun). Las soluciones asi preparadas se filtraron
con filtros MILLEX-GS de 0.22um, se irradiaron con luz UV y se alicuotaron en tubos
falcon de 50ml estériles de fabrica. En aquellos casos en los que se prepard un stock de
solucion de lisis, éste se filtrd e irradié con luz UV antes de afiadir la proteinasa K. La
proteinasa K se compro liofilizada y se diluyd en el interior de la campana de flujo
laminar a una concentracién de 20mg/ml con agua estéril para inyectables. A partir de
esta solucion stock se fabricaron alicuotas de 250ul que se guardaron en congelador a —

20°C.

14.2.2. Eliminacion de la capa superficial del hueso/diente previamente a la

extraccion del material genético.

La capa superficial de los huesos o dientes empleados en el presente trabajo fue
eliminada por abrasion mediante una arenadora (Sandblaster) modelo Base 1 Plus que
inyecta 0xido de aluminio a presion. Una vez limpios los dientes o huesos se irradiaron
durante 15 minutos con luz UV en el interior de una campana de flujo laminar. Ambos

procesos se describen detalladamente en el apartado 3 de este capitulo.

14.2.3. Anadlisis de cada espécimen por un unico investigador.

El analisis de cada muestra por un Unico investigador permite minimizar e
identificar mas facilmente la contaminacion introducida durante el procedimiento
experimental. Se ha intentado que la autora de la presente tesis doctoral realizara todo
el proceso experimental desde la limpieza superficial de la muestra hasta su

amplificacion por PCR. Este proposito se cumple en 140 de los 169 extractos de DNA
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obtenidos y analizados. Sin embargo se analizaron también 44 extractos obtenidos
anteriormente por otro investigador del laboratorio, todos aquellos procedentes de los
yacimientos de Acikli (8 extractos), Atxuri (13 extractos), Garai (11 extractos) y
Zafarraya (2 extractos) y las muestras CAl, CA2, CA3 y CA4 del yacimiento de
Caldeirao, asi como los extractos TAl, TA2, y TA3 de Muge. Estos extractos fueron
incorporados a a esta tesis dada su importancia y la dificultad para obtener otras
muestras de los mismos yacimientos. Las secuencias obtenidas a partir de estos
extractos se compararon con las del investigador que realiz6 la extraccion de su material

genético y se descartaron aquellas coincidentes.

14.2.4. Procesado de controles o blancos

Durante todo el proceso de obtencion de informacidon genética a partir de la
muestra de hueso o diente se llevaron a cabo una serie de controles para tratar de

detectar la introduccién de DNA contaminante.

14.2.4.1. Controles negativos de extraccion

En cada grupo de extraccion formado por siete muestras se incluyd un control o
blanco de extraccidn con el objeto de tratar de detectar la contaminacidn introducida
durante esta fase. Este control fue procesado de forma paralela a las muestras desde la
fase de lavado con EDTA 0.5M hasta la concentracion con Centriplus. Se obtuvo asi un
“extracto” acuoso que se amplificd posteriormente mediante PCR. La presencia de
DNA en este extracto responde necesariamente a la introduccion de DNA exogeno
durante esta fase del proceso. Sin embargo la presencia de bandas de amplificacion en
los controles de extraccidon no siempre es indicativa de contaminacion de extraccion, tal
y como detallaremos en los capitulos “Resultados” y “Discusidon” de la presente tesis

doctoral.

En los 21 grupos de extraccion realizados se procesaron 23 de estos controles de
extraccion. Se introdujo un control por cada siete muestras en todos los casos excepto
en el grupo de extraccion numero 3, en el que se incluyeron 3. Los diferentes controles

se numeraron de forma consecutiva. Los diferentes grupos de extracciéon con sus
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correspondientes controles se detallan en la Tabla R1 del apartado 1 del capitulo

“Resultados”.

14.2.4.1.1. Amplificacidén conjunta de controles de extraccion v muestras

En una fase inicial todos los controles excepto CE20 y CE21 se amplificaron
junto con las muestras de su mismo grupo de extraccién por lo menos una vez, y la
mayor parte de ellos se reamplificaron junto con aquellas muestras que dieron resultado
positivo en la primera amplificaciéon. En la Tabla ME24 se detallan el niimero de

amplificaciones y reamplificaciones llevadas a cabo con cada control de extraccion.

Para tratar de determinar el origen del DNA contaminante se secuenciaron tres
controles de extraccion (CE11, CEI12 y CEI3) que habian producido banda de
amplificacion en el primer y segundo PCR y dos que habian producido banda de

amplificacién Ginicamente en el segundo (CE1 y CE7).

Tabla ME24. Numero de amplificaciones y reamplificaciones llevadas a cabo con cada control
de extraccion.

Grupo extraccion Control extraccion N° amplificaciones N° reamplificaciones

1 CEl 13 13
2 CE2 8 8
3 CE3 3 3
3 CE4 3 3
3 CE5 3 3
4 CE6 11 9
5 CE7 8 8
6 CE8 4 4
7 CE9 1 0
8 CEl1l 3 1
9 CE12 3 1
10 CEl13 3 1
11 CEl4 2 0
12 CEl5 2 0
13 CEl6 1 0
14 CE17 1 0
15 CE18 1 0
16 CE19 1 0
17 CE20 0 0
18 CE21 0 0
19 CE22 1 0
20 CE23 2 1
21 CE24 2 1
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14.2.4.1.2. Amplificacién de los controles de extraccion aisladamente

Se amplificaron todos los controles de extraccién en grupos de amplificacion
formados por seis de estos controles, tres blancos de amplificacidon y un control positivo
de amplificacion. Después de visualizar el resultado de la primera PCR en un gel de

agarosa al 2%, se sometieron las muestras a una segunda amplificacion.

14.2.4.2. Controles negativos de amplificacion

En cada grupo de amplificacion, formado por entre 10 y 12 reacciones, se
incluyeron un minimo de dos controles o blancos de amplificacion. Estos controles
permiten detectar la introduccion de DNA exogeno a la muestra durante la PCR. El
DNA contaminante puede proceder tanto del investigador como de anteriores
amplicones que en forma de aerosoles permanecen en el ambiente o sobre las
superficies de trabajo (contaminacion por carry-over). No se admitieron los resultados
procedentes de aquellas reacciones de amplificacion con alguno de los controles de
amplificaciéon contaminado. En algunos casos se secuenciaron estos controles
contaminados con el objeto de obtener informacion acerca de la fuente de origen de la

contaminacion.

14.3. Reproducibilidad

14.3.1. Replicacion del experimento dentro del mismo laboratorio

La replicacion de los resultados obtenidos dentro del mismo laboratorio, a través
de la amplificacion de diferentes extractos de un mismo individuo o mediante la
realizacion de diferentes amplificaciones de una misma muestra, permite detectar la
contaminacion del recinto y ofrece informacion acerca del estado de preservacion del
material genético en la muestra. Este criterio sin embargo estd sujeto a la disponibilidad

de la muestra, por lo que su aplicacion no siempre resulta factible.

En la presente tesis doctoral unicamente se pudieron realizar amplificaciones
independientes de 10 de las muestras estudiadas (Tabla ME25). De la misma manera se

analizaron diferentes extractos de un mismo individuo en 6 casos (Tabla ME26). La
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dificultad en la obtencion de otras piezas dentales u 6seas de un mismo individuo y el
escaso volumen de extracto remanente tras la realizacion de los analisis hizo imposible

la replicacion de un nimero mayor de muestras.

Tabla ME25. Amplificaciones de diferentes Tabla ME26. Amplificaciones de un mismo

extractos de un mismo individuo. Primer extracto de un mismo individuo. Primer fragmento:
fragmento: posiciones 16126-16258. Segundo posiciones 16126-16258. Segundo fragmento:
fragmento: posiciones 16258-16369. posiciones 16258-16369.
Individuo Muestra  Primer Segundo Individuo  Muestra Primer Segundo
fragmento fragmento fragmento fragmento
H7 THS X AB17 X
H7 TH6 X AB17 X
H70 2H11 X X 2TM4 X
H70 3H11 X X 2TM4 X
R65-4 11 TR9 X X 4NE X
R65-4 11 TR11 X X 4NE X
SK-R3 1DJ6 X TH4 X
SK-R3 2DJ6 X TH4 X
MA4 IMA4 X X 1H18 X
MA4 2MA4 X X 1H18 X
AH 95 2¢-2 SK107-3 X 1H21 X
AH 95 2¢-2  SK107-3 X 1H21 X
TR7 X
TR7 X
TR7 X
DJ3 X
DJ3 X
2MA4 X
2MA4 X
IMA8 X
1MAS X

Aquellas secuencias procedentes de diferentes amplificaciones de un mismo
extracto o de diferentes extractos de un mismo individuo que no proporcionaron un

resultado idéntico no fueron consideradas en el anélisis poblacional y estadistico.
14.4. Interpretacion de los resultados
14.4.1. Sentido filogenético
Cuando se trabaja con poblaciones humanas el sentido filogenético de los
resultados obtenidos resulta dificil de establecer, especialmente cuando el investigador

pertenece a la misma poblacidon que las muestras analizadas. En este sentido conviene

demostrar, por una parte, que los resultados obtenidos no son fruto de contaminaciones
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exdgenas y, por otra, que existe cierta relacion entre los resultados obtenidos y lo que se

sabe acerca de la poblacion analizada.

14.4.1.1. Comparacion de las secuencias obtenidas con las del personal arqueologico

y/o antropologico y con el personal de laboratorio

La contaminacién introducida por el personal de laboratorio puede ser
facilmente detectada comparando la secuencia obtenida con las secuencias de los
investigadores. Para detectar la contaminacién introducida por el equipo de arquedlogos
y/o antropdlogos que han manipulado la muestra previamente a su estudio genético
puede y debe seguirse el mismo criterio. Sin embargo, en algunos casos resulta muy
dificil e incluso imposible seguir la pista de este conjunto de personas, especialmente si

la muestra ha estado depositada durante mucho tiempo en un museo.

En el presente estudio se compararon las secuencias obtenidas con las de tres
investigadores (I1, 12 e 13) que manipularon las muestras en los dos laboratorios en los
que se realizaron tareas de extraccion, amplificacion y secuenciacion (Laboratorio de
DNA antiguo, Seccién de Antropologia, Universitat de Barcelona y Laboratorio de
Genética Forense y Genética de Poblaciones, Departamento de Toxicologia y
Legislacion Sanitaria, Universidad Complutense de Madrid). Se compararon también
las secuencias de un arquedlogo y un antropoélogo (Al, A2) que participaron en la
excavacion y andlisis antropoldgico de los restos de los yacimientos Neoliticos de Tell

Halula, Tell Ramad, Dja’de (Siria) y Sant Pau del Camp (Barcelona).

Tanto el personal arqueoldgico/antropoldgico como los investigadores son
europeos al igual que las muestras antiguas estudiadas, por lo que una coincidencia
entre los haplotipos de unos y otros no tiene por qué significar contaminacion
necesariamente. Teniendo esto en cuenta Unicamente se eliminaron aquellas secuencias
en las que existian otras razones para pensar que pudiera haber tenido lugar dicha

contaminacion.
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14.4.1.2. Comparacion de la secuencia obtenida con una base de datos de secuencias

actuales de la misma region geogrdfica o de regiones proximas

Las secuencias antiguas obtenidas se buscaron en una base de datos de
secuencias actuales construida para la presente tesis doctoral. Puesto que mediante el
disefio experimental propuesto se obtenian dos fragmentos parciales de la HVRI del
mtDNA de aproximadamente 150pb cada uno, se busco la coincidencia entre dichos
fragmentos parciales y en aquellos casos en que pudieron obtenerse ambos, del

haplotipo completo de 300pb.

Que las secuencias antiguas no estén descritas actualmente no implica su falta de
validez. Podrian estar representadas de forma minoritaria en individuos no muestreados.
Por otra parte la composicion genética de las poblaciones puede haber cambiado con el
tiempo y ciertos linajes pueden haberse perdido por deriva genética. Teniendo esto en
cuenta, se procedid como en el criterio anterior y se eliminaron s6lo aquellas secuencias

no registradas en la base de datos de cuya autenticidad cabia dudar razonablemente.

14.4.2. Comparacion de las secuencias obtenidas con las de su mismo grupo de

amplificacion y reamplificacion

Este criterio tiene como objetivo detectar la contaminacion por carry over. Este
tipo de contaminacion es la mas dificil de detectar y pasa habitualmente inadvertida. Sin
embargo la comparacion de la secuencia sospechosa con el resto de secuencias
obtenidas del mismo grupo de amplificacion y/o reamplificacion puede ofrecer

importantes pistas al respecto.
Para evaluar este tipo de contaminacion las secuencias obtenidas fueron
ordenadas en grupos de amplificacion y reamplificacion y se compararon entre si las

secuencias de cada grupo.

Aquellas muestras sospechosas de haber sufrido una contaminacion por carry

over no fueron tenidas en cuenta para el analisis poblacional y estadistico posterior.

268



Métodos

14.4.3. Eliminacion de aquellas secuencias con mds de una posicion ambigua

La presencia de posiciones con mas de un nucledtido (habitualmente dos)
evidencia mas de un tipo de DNA en el producto final de amplificacién. Una
explicacion para ello es la presencia de moléculas de DNA de diferente naturaleza en el
extracto original. Esto a su vez puede deberse a heteroplasmia, a la presencia de DNA
contaminante en el extracto o a la existencia de cadenas “dafiadas” molecularmente en
algunas posiciones (Miscoding lesions). Sin embargo tal situacion puede responder
ademds a la introduccion de una contaminacion puntual durante el proceso de
amplificaciéon no detectada en los blancos. Mediante la clonacidén bacteriana del
producto de amplificacidon y la secuenciacion de multiples clones pueden separarse los
diferentes productos de amplificacion, lo que facilita la determinacién del origen de

cada uno de ellos.

Aquellas secuencias con mas de una de éstas posiciones ambiguas que no
pudieron ser clonadas se descartaron directamente. Las secuencias con una Unica
posicion con doble nucledtido no clonadas fueron discutidas una por una prescindiendo

de aquellas en las que existia alguna duda acerca de su autenticidad.

14.5. Pruebas adicionales

14.5.1. Ensayos bioquimicos de preservacion de otras macromoléculas de la misma

muestra

Para determinar si el estado de preservacion de las muestras de diente o hueso
analizadas era compatible con el estado de preservacion de las moléculas de DNA y con
la consecuente obtencion de secuencias de mtDNA auténticas a partir de las mismas, se
estimaron el grado de racemizacion del &cido aspartico y la composicién de
aminoacidos en estas mismas muestras. Dado que ambos procedimientos pueden ser
empleados con una finalidad prospectiva los hemos descrito con detalle al inicio de este

capitulo en el subapartado 2.1. del apartado “Prospeccién molecular”.
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Este criterio no pudo ser aplicado a todas las muestras de la presente tesis
doctoral puesto que en algunos casos no quedaba muestra de hueso o diente disponible

tras la extraccion del material genético.

14.5.2. Clonacion bacteriana de los productos de amplificacion y secuenciacion de

multiples clones

14.5.2.1. Muestras clonadas

Se clonaron un total de 25 productos de amplificacion, 13 correspondientes al
primer segmento (posiciones 16106-16276) y 12 al segundo (16238-16389), de 13

muestras de diferentes yacimientos y épocas (Tabla ME27).

Tabla ME27. Numero de amplificaciones clonadas de cada muestra.

Procedencia Individuo Muestra Amplificaciones clonadas

Primer segmento Segundo segmento

Dja’de SK-A2 1DJ1 1 1
Nerja NE-NT79 3NE 1 1
Nerja NE-NM82.2  2NE 1 1
Mari 12 IMA12 1 1
Muge TAS 216 TA3 1 0
El Pirulejo 1PI 1PI 1 1
Tell Halula H-68 HI12 1 1
Tell Halula H-37 2H20 1 1
Tell Ramad R65-14 TR12 1 1
Tell Ramad R69(2) TR14 1 1
Tell Ramad R66-N4-N°400 TR19 1 1
Toledo K-13 TOI 1 1
Tres Montes TM-11 1TM6 1 1
Total 13 12

No pudieron ser clonados todos los productos de amplificacion generados
durante el presente trabajo puesto que, en la mayoria de los casos, no quedaba producto
de amplificacion suficiente después de realizar las reacciones de secuencia. Se clonaron
sin embargo algunas de las muestras de mayor antigiiedad para las que se habian
obtenido amplificaciones, como 2NE, 3NE, TA3 o TO1; algunas cuya secuencia directa
presentaba posiciones con doble nucledtido, como 1DJ1, 2H20 o TR14 y un conjunto de

muestras al azar de diferentes yacimientos como 1MA12, H12, TR12, TR19 y 1TM6
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para las que se habian obtenido secuencias sin ambigiiedades con el fin de evaluar la

fiabilidad de la secuenciacion directa.

14.5.2.2. Protocolo experimental

La clonacion de las amplificaciones se llevo a cabo en el Centro de Biologia
Molecular del C.S.I.C. en Barcelona, con la supervision de la Dra. Eva Prats, y en el
laboratorio de Genética Forense y Genética de Poblaciones del Departamento de
Toxicologia y Legislacion Sanitaria de la Facultad de Medicina de la Universidad

Complutense de Madrid.

14.5.2.2.1. Sistema de clonacion pGEM®-T Easv Vector System II (Promega)

Los plasmidos bacterianos son moléculas circulares de DNA bicatenario de
pequefio tamafio (entre 1 y 200 kb) que tienen la capacidad de auto-replicarse mediante los
enzimas y proteinas codificados por su huésped bacteriano. Muchas veces, los plasmidos
codifican algiin enzima que puede conferirle alguna ventaja sobre el huésped (por ejemplo,
la resistencia a un determinado antibidtico). La capacidad replicativa esta regulada por el
propio plasmido, de manera que algunos pueden multiplicarse hasta llegar a las 700 copias

dentro de una misma célula, mientras que otros s6lo presentan una copia.

Los plasmidos se utilizan en el laboratorio como vectores de clonacion. Se dispone
de varios tipos ampliamente establecidos desde hace algunas décadas para su uso en el
laboratorio. En nuestro caso se ha empleado el sistema de clonacién pGEM®-T Easy
Vector System II de Promega. Este sistema consiste en el plasmido pGEM®-T Easy
(Figura FME12) digerido con EcoRV al que se le ha afiadido una T 3’ terminal. La
incorporacion de esta T incrementa la eficiencia de ligacion de un producto de PCR en este
vector puesto que la mayor parte de las polimerasas incorporan una A en ambos extremos

3’ del producto de amplificacion.
El plasmido pGEM®-T Easy presenta una zona “polylinker” (multiple cloning

region) flanqueada por los promotores SP6 y T7 de la RNA polimerasa. Esta region

contiene una secuencia que puede ser reconocida por diferentes enzimas de restriccion lo
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que permite cortarla en puntos determinados e insertar el fragmento de DNA exo6geno que
se desea estudiar. Esta region esta ademas flanqueada por dianas de restriccion para los
enzimas EcoRI, BstZ y Notl, lo que permite liberar el inserto mediante una digestion

simple o doble.

Xmn | 2009
Mag |

Scal 1890 \2?07 T7 l
;
f1 ori Apa | 14
Aat ll 20
Sph | 08
E’SEZ” 3;
Arme’ co 37
b pGEM®-T Easy lacz Bsiz| | 43
Vector T T Not | 43
EcoR | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Mot | 77
BstZ | 7
. Pst | 88
orl Sall a0
Nde | 7
Sac | 102
BstX| |[118
Nsi | 127
141

T sps

Figura FME12. Mapa circular del plasmido pGEM®-T Easy (Promega) (Technical manual N°
042, pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega).

14.5.2.2.2. Seleccidn de las colonias con plasmido

El DNA plasmidico se introduce en el interior de una célula huésped mediante un
proceso denominado transformacion que requiere de la permeabilizacion de su membrana
(bacteria competente) para que sea posible. La eficiencia de la transformacion es reducida,
por lo que es necesario que el plasmido tenga algun marcador selectivo para identificar los
transformantes. Este marcador suele ser un gen que codifica para la resistencia a un
antibidtico determinado, la ampicilina en el caso de pGEM®-T Easy. Este antibidtico
inhibe una serie de enzimas implicados en la sintesis de la pared bacteriana, lo cual
conduce a la lisis de la célula (SAMBROOK et al. 1989). La incorporacion del plasmido
confiere a las células huésped la capacidad de crecer en un medio que contiene este

antibiotico (resistencia a la ampicilina o Amp"), posibilitando su seleccion.
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14.5.2.2.3. Seleccidn de las colonias con inserto

La region polylinker del plasmido estd contenida dentro del gen lac Z que
codifica para un fragmento de la enzima B-galactosidasa. La célula huésped codifica la
fraccion complementaria de esta enzima, necesaria para que sea activa (ULLMANN et

al. 1967).

La incorporacion de un inserto en un plasmido rompe la pauta de lectura del gen
lacZ de manera que la bacteria que lo presente no producira B-galactosidasa activa
(bacteria lac-). En presencia de un activador del gen lacZ, el IPTG (isopropiltio-B-D-
galactosidasa), y de un andlogo cromogénico de la galactosa, el X-Gal (HORWITZ ef al.
1964), s6lo aquellas bacterias con actividad B-galactosidasa (lact) seran capaces de
hidrolizar el X-Gal generando un sustrato azulado apreciable a simple vista. Sin embargo,
aquellas bacterias que hayan incorporado el plasmido, carentes por tanto de B-
galactosidasa activa, no seran capaces de hidrolizar el X-Gal y se multiplicaran dando

lugar a colonias blancas.

14.5.2.2.4. A-Tailing

Para un correcto ligado del inserto al vector pGEM®-T Easy es necesario que el

primero presente dos A en posicion 3’ terminal.

Las polimerasas termoestables con actividad correctora de errores, como la empleada en
la mayor parte de las amplificaciones de la presente tesis doctoral (7aq Expand High
Fidelity, Roche), generan productos de amplificacion con extremos romos. Para la
clonaciéon de un producto de PCR de estas caracteristicas es necesario incorporar un
paso previo a la reaccion de ligado, consistente en la introduccidn in vitro de adeninas
en sus extremos mediante una reaccion especial de PCR denominada “A-tailing”. En
esta reaccion el sustrato es dATP y se emplea una Taqg polimerasa sin actividad
correctora de errores. En la Tabla ME28 se detallan las cantidades de cada componente

de la reaccion de 4-tailing empleadas en la presente tesis doctoral.
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Tabla ME28. Componentes de la mezcla de reaccion de A-tailing.

Reactivo Stock Reaccion  Volumen (1 reacciéon)
PCRb 10x 1x 1ul
MgCl, 50mM 2.5mM 0.2ul
DATP 10mM 0.2mM 0.5ul
Taq pol lu/pl 0.1u/pl 1l
Producto PCR - - Sul
HQO - - 2.3 ].ll

Una vez preparadas las reacciones, se amplificaron en un termociclador

eppendorf a 70°C durante 30 minutos.

14.5.2.2.5. Reaccidén de ligado

La reaccidn de ligado consiste en la unién del DNA exogeno al vector plasmidico
mediante unas enzimas denominadas “ligasas”. Estas enlazan los grupos fosfato de los
extremos 5" y los grupos hidroxilo 3" de las moléculas de DNA bicatenario en presencia de
ATP. Para que se formen 2 enlaces fosfodiéster nuevos es necesario que el plasmido haya
sido desfosforilado previamente por sus extremos 5°. El sistema pGEM®-T Easy incorpora
la DNA ligasa T4, que es capaz de unir fragmentos de DNA con extremos romos, junto

con un tampon de ligado de esta enzima a concentracion 2x.

En las reacciones de ligacidon, la proporcidon vector-inserto es un factor
importante para obtener una eficiencia maxima en el nuimero de moléculas
recombinantes. En nuestro caso siguiendo las recomendaciones del proveedor la
relacion empleada fue de 3 a 1. Para el calculo de la cantidad de inserto necesaria para

dicha relacion se empleo la siguiente férmula (Technical manual N° 042, pGEM®-T and

pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega):

ng de vector x tamafio del inserto (kb) X ratio molar inserto:vector = ng de inserto
tamafio del vector (kb)

Teniendo en cuenta que el tamafio del plasmido pGEM®-T Easy es de

aproximadamente 3kb y que se sirve a una concentracidon de 50ng/pl:

50ng de vector x 0.15kb de inserto x 3 = 7.5ng de inserto
3kb de vector 1
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La concentracion del producto de A-tailing se estim6 por comparaciéon con un
marcador de peso molecular y concentracién conocidas en un gel de electroforesis, tal y

como se describe en el apartado 12.2 de este mismo capitulo.

Junto con los productos de A-tailing, se procesaron dos controles siguiendo las
recomendaciones del kit de clonacién (Technical manual N° 042, pGEM®-T and pGEM®-
T Easy Vector Systems, Promega). Estos son necesarios para evaluar el rendimiento del

sistema de clonacion.

El control positivo, incluido en el kit, consiste en un fragmento de 542pb del
plasmido pGEM™-luc. Este inserto ha sido disefiado especificamente para producir
colonias blancas puesto que contiene mutaciones que producen multiples codones stop
en las seis pautas de lectura del gen lacZ. Cualquier colonia azul que crezca en este
control procedera por tanto de aquellos plasmidos no digeridos o que hayan perdido las
T terminales. Este control permite evaluar por tanto la eficiencia de la reaccion de
ligado. Si ésta es correcta, el porcentaje esperado de colonias blancas debe ser superior
al 60%. Un porcentaje de colonias blancas inferior al 50% es indicador de unas

condiciones sub-optimas de ligado.

El control de background consiste en una reaccion de ligacidon en ausencia de
inserto. Este control permite cuantificar el nimero de colonias azules resultantes de
plasmidos no digeridos o que han perdido las T terminales. Habitualmente el nimero de
colonias obtenidas si las eficiencias de transformacion y ligacidon son adecuadas oscila
entre 10 y 30. Este nimero debe ser similar al nimero de colonias azules obtenidas con
un producto de PCR. Si el nimero de colonias azules obtenidas con un producto de
PCR es superior al del control de background es probable que la eficiencia de ligacion
sea sub-Optima aunque también puede suceder que los recombinantes se encuentren

dentro de estas colonias azules.

Para llevar a cabo la reaccidon de ligado se siguieron los siguientes pasos:
- Se centrifugaron brevemente los tubos de pGEM® -T Easy Vector y el inserto control.
- Se fabricaron las reacciones de ligacion tal y como se describe en la Tabla ME29.

Antes de afadir el tampdn de ligacidn 2x se agit6 el tubo vigorosamente.
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- Se mezclaron las reacciones suavemente con la pipeta.

- Se incubaron a 16°C toda la noche en el termociclador.

Tabla ME29. Componentes de las reacciones de ligado.

Reactivo Stock Reaccion Volumen 1 reaccion
Productos Control Control de
A-tailing positivo background
Tampodn de ligado 2x 1x Sul Sul Sul
pGEM easy-vector 50ng Sng 1ul 1l 1ul
Producto de PCR - - 3ul - -
Inserto de DNA 4ng/ul - - 2ul -
control
DNA ligasa T4 Il 1l 1ul
H,0 - 1ul 3ul
Total 10ul 10pl 10ul

14.5.2.2.6. Transformacién

La transformacion consiste en la introduccion de un plasmido en una bacteria
previamente tratada (bacteria competente). Existen diversos métodos para obtener
bacterias competentes, aunque el mas comun consiste en la permeabilizacion de la
membrana bacteriana mediante CaCl,. El sistema de clonacion pGEM®-T Easy Vector
System II (Promega) incluye células competentes JM109 de elevada eficiencia de
transformacién (1x10® cfu/ug DNA). La ligacion de fragmentos que contienen una unica
A terminal suele ser ineficiente, por lo que resulta esencial emplear células con una

elevada eficiencia de transformacion para obtener un niimero éptimo de colonias.

- Se prepararon tantas placas LB/ampicilina/IPTG/X-Gal como reacciones de ligacion
mas dos placas para determinar la eficiencia de transformacion. Una vez preparadas se
equilibraron a temperatura ambiente antes de plaquear.

- Se descongelanon las células competentes (mantenidas a —70°C) depositandolas en un
recipiente con hielo picado durante aproximadamente 20 minutos. Una vez
descongeladas se mezclaron agitando el tubo suavemente.

- Se prepararon tantos eppendorf estériles de 1.5ml como mezclas de ligado mas dos
para los controles. Una vez descongeladas las células se transfirieron 100ul a cada

eppendorf'y se depositaron en hielo picado.
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- Se centrifugaron los tubos que contenian las reacciones de ligado y se afiadieron Sul
de cada reaccién a cada eppendorf depositado en hielo que contenia las células
competentes. Se dejé un eppendorf Ginicamente con células competentes. Este, una vez
plaqueado, sirve para testar la presencia de plasmidos en el ambiente o en el interior de
las propias células competentes (control negativo de transformacion). Para evaluar la
eficiencia de transformacion de las células competentes se afiadid a otro eppendorf
0.1ng de un plasmido circularizado y sin inserto (control positivo de transformacion).
Este plasmido ha de ser necesariamente diferente a pGEM® -T Easy, puesto que este
vector se suministra linearizado.

Teniendo en cuenta que la eficiencia de transformacion se calcula:

n° c.fu. = eficiencia de transformacion (c.f.u/pg)
ug DNA/ul célula competente

si la eficiencia de las células competentes es la esperada (1x10%cfu/pg) el nimero de
unidades formadoras de colonia (colony forming units 6 c.fu.) del control positivo de
transformacion debera ser superior a 100.

- Se agitaron suavemente los tubos y se dejaron en hielo durante al menos 30 minutos.

- Se sometieron las mezclas de células y pldsmido y los dos controles a un choque
térmico manteniéndolas durante 2 minutos exactamente a 42°C en un bloque térmico o
estufa. A continuacion se depositaron rapidamente de nuevo en hielo.

- Se plaqued el contenido de los diferentes eppendorf en las placas
LB/ampicilina/[PTG/X-Gal

- Se incubaron las placas durante 16-24 horas a 37°C. Cuando se plaquearon 100ul de
células competentes con una eficiencia de 1x10%fu/ug DNA, se observaron
aproximadamente 100 colonias por placa. Después de esta incubacion las células
pueden mantenerse a 37°C durante unas horas mas o guardarse a 4°C para facilitar el
desarrollo de la coloracion azul. Aquellas colonias con actividad -galactosidasa suelen
crecer menos que aquellas que carecen de dicha actividad, por lo que las colonias azules
deberdan ser mas pequefias que las blancas, que suelen medir aproximadamente un

milimetro de diametro.

277



Eva Fernandez Dominguez

14.5.2.2.7. Seleccidn de colonias con inserto mediante colony-PCR

Como ya se ha mencionado en el apartado 14.5.2.2.3. la introduccion de un
inserto en el vector pGEM®-T Easy interrumpe la secuencia del gen de la P-
galactosidasa por lo que los clones recombinantes y no recombinantes pueden ser
distinguidos por su coloracidon. Sin embargo las caracteristicas de los productos de PCR
clonados pueden afectar significativamente al ratio de colonias azules y blancas
obtenidas tras la transformacidn de células competentes. En la mayoria de los casos los
clones que contienen productos de PCR producen colonias blancas. Sin embargo
algunas colonias azules pueden contener también plasmidos con inserto. Esto sucede
por ejemplo cuando los fragmentos de PCR se clonan en pauta de lectura con el gen
lacZ. Estos fragmentos son normalmente multiplos de longitud de 3 pares de bases,
incluyendo las A terminales, y no contienen codones stop en su secuencia. En otros
casos el proceso de amplificacion puede introducir ciertas modificaciones como
mutaciones o deleciones que al ser leidas dan lugar a una proteina activa que resulta en
colonias de color azul. Por eso, de manera previa a la purificacion del DNA plasmidico
y su secuenciacion, ambos procesos caros y metodoldgicamente muy laboriosos, resulta
conveniente comprobar que las colonias a purificar realmente contienen el inserto. En el

presente estudio las colonias con inserto fueron seleccionadas mediante “colony PCR”.

- Se prepararon reacciones de PCR de 25ul que contenian todos los reactivos excepto el
DNA con los mismos cebadores con los que se habia amplificado el inserto (Tabla

ME30).

Tabla ME30. Componentes de la mezcla de reaccion de “colony PCR”.

Componentes Concentraciéon  Concentracion Volumen
mezcla reaccion stock final en reaccion (1 reaccién)
Agua - - 19.55 pl
PCRb 10x Ix 2.5 ul
MgCl, 50 mM 2mM 1l
dNTPs (Biotools) 10 mM 0.2 mM 0.5 ul
Cebadores 100 uM 0.4 uM 0.1 pl/cada
Taq (Biotools) 1 u/pl 0.05 u/ul 1.25 pl
Total - - 25 pl
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- Se picaron las colonias con una punta de pipeta estéril y se mojé cada una de ellas en

una mezcla diferente de PCR.

- Se tir6 cada punta en un tubo con medio LB liquido y se dejaron crecer toda la noche a
37°C. Alternativamente puede hacerse una pequefla estria en una placa de LB agar.
Ambas formas permiten conservar las colonias bacterianas vivas para la posterior

purificacion de su DNA.

- Se amplificaron las mezclas de reaccidon en un termociclador con el siguiente

programa de PCR:

Tabla ME31. Programa de amplificacion para “colony PCR”.

Proceso N° ciclos Temperatura Tiempo
Lisis celular 1 94°C 10 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Annealing 30 52°C 1 min
Extension 72°C 1 min
Extension final 1 72°C 10 min

- Se visualizaron los resultados en electroforesis en gel de agarosa al 2%. Unicamente
aquellas colonias que habian incorporado el plasmido con el inserto dieron resultado
positivo de amplificacion. El DNA de estas mismas cepas puede ser purificado a partir

de su cultivo liquido o en placa.

14.5.2.2.8. Minipreparaciones de DNA plasmidico

Se pusieron a crecer en un cultivo liquido aquellas colonias con plasmido con
inserto, seleccionadas mediante “colony PCR”, para obtener un numero mayor de ellas. A
continuacion se separd el DNA plasmidico del bacteriano mediante purificacion por mini-

preparaciones o “mini-preps”.

Se empled un kit comercial para la obtenciéon de “mini-preps” plasmidicas
(Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit, Genycell®). Este procedimiento se basa en la
incubacidon de las células en una solucién alcalina con NaOH y un agente tensoactivo
(SDS) que provocan la lisis bacteriana y la desnaturalizacion del DNA cromosémico. Tras
la neutralizacién el lisado limpio se aplica directamente en una columna Jetquick Micro-

Spin que permite separar por centrifugacion el DNA plasmidico, que queda pegado a la
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membrana, del sobrenadante, que se deposita en el fondo del tubo. Este DNA es lavado
para eliminar el RNA y otras impurezas y posteriormente se eluye de la membrana

mediante TE buffer o agua.

- Se inoculd cada colonia previamente aisladas de la cepa transformada en 1.5ml de LB
con 50 pg/ml de ampicilina. Se incubaron a 37° C durante una noche, en agitacion.

- Se centrifugd cada cultivo durante Smin a 14000 r.p.m. Tras la centrifugacion se genera
un precipitado blanquecino que queda adherido a la pared del tubo. Se elimind todo el
sobrenadante primero con una pipeta y luego con un capilar.

- Se afiadieron 250ul de solucion G1 al pellet y se resuspendieron las células con una
pipeta hasta conseguir una mezcla homogénea. La solucion G1 contiene SOmM Tris/HCI
pH 8, 10mM EDTA y 100pg/ml de RNAsa A.

- Se afiadieron 250pl de solucidén G2 y se mezcld cuidadosamente invirtiendo el tubo hasta
obtener una solucidn homogénea. Se incubaron durante 5 min. La solucién G2 contiene
200mM de NaOH y 1% SDS.

- Se afiadieron 350l de solucion G3 y se mezcld cuidadosamente invirtiendo el tubo hasta
obtener una soluciéon homogénea. A continuacion se centrifugd la mezcla a temperatura
ambiente a maxima velocidad durante 10 minutos. La solucién G3 contiene acetato y
hidrocloruro de guanidina.

- Se coloco cada columna en el interior de un tubo colector (suministrado) y se transfirio el
sobrenadante del paso anterior al interior de la columna. Se centrifugd a maxima velocidad
(>12000 g) durante 1 minuto y se elimino a continuacidn el sobrenadante depositado en el
tubo colector.

- Una vez vaciado el tubo colector, se volvid a colocar en la columna y se afiadieron 500ul
de la solucién G4 que contiene etanol, NaCl, EDTA y Tris-HCI. Se centrifugd a maxima
velocidad durante 1 minuto. Se vacid cada tubo colector, se encajé en la columna y se
volvié a centrifugar a velocidad maxima durante 1 minuto. Mediante esta segunda
centrifugacion se consigue eliminar totalmente la solucién G4.

- Se depositd cada columna en el interior de un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5ml y
se afiadieron 50ul de agua estéril directamente en el centro de la matriz de silica de la
columna. Se centrifug6 la columna a maxima velocidad durante 2 minutos.

- Se separaron las columna de los microtubo y se desecharon. Los microtubos con la

solucidn plasmidica se guardaron a —20°C.
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14.5.2.2.9. Secuenciacion de los productos de clonacidén

Se secuencid el DNA plasmidico purificado empleando los cebadores T7 y SP6.
Estos cebadores hibridan con la regién correspondiente a dos promotores del plasmido,

que flanquean la zona del inserto (Figura FME13).

pGEM®-T Easy Vector

T7 inicio transcripcion

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

Promotor T7 | I I ||
Apa | Aatll Sphl BstZ | Nea |

GCGGC CGCGG GAATT CGATT?}’( INSERTO ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA ITTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
\:HE;‘TC Il EcoR| EcoR |

Spel
BstZ | P BstZ |

Pst | Sall

SP6 inicio transcripcion

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

| ” Promotor SP6
Nde | Sac | BstX | Msi |

Figura FME13. Secuencia de los promotores y sitios de clonacion multiple del plismido pGEM®-T Easy. La secuencia
de la cadena superior corresponde al RNA sintetizado por la T7 RNA polimerasa. La cadena inferior corresponde al
RNA sintetizado por la SP6 RNA polimerasa.

En las Tablas ME32 y ME33 se detallan respectivamente la composicion de la
mezcla de secuencia y el programa de amplificaciéon empleado. El DNA plasmidico fue
cuantificado tal y como se describe en el apartado 12.2. de este mismo capitulo. Las

reacciones de amplificaciones se realizaron en un termociclador TC1 (Perkin Elmer).

Tabla ME32. Composicion de la mezcla de secuencia empleada para
secuenciar el DNA plasmidico

Componentes Cantidad Volumen
Terminator Ready Reaction Kit vs.1 - 3ul
DNA molde 200-500pg Sul
Cebador 1.6pmol Tul
Hzo - 1 ul
Total - 10ul
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Tabla ME33. Programa de secuenciacion del DNA

plasmidico.
Temperatura Tiempo Numero ciclos
96°C 30seg
50°C 15seg 25
60°C 4 min

14.5.3. Cuantificacion del numero de moléculas de DNA template amplificable

presentes en un extracto.

La estima del nimero de moléculas de DNA molde en los extractos de DNA
antiguo fue realizada mediante Real/ Time PCR. Tal y como sucede con la racemizacion
del acido aspartico y el contenido de aminoacidos de las muestras, este procedimiento
también puede ser empleado como método de prospeccion molecular, por lo que ha sido
incluido y descrito detalladamente al inicio del presente capitulo en el sub-apartado 2.2
del apartado Prospeccion molecular. No pudieron cuantificarse todos los extractos

mediante este método dada la cantidad limitada de los mismos.

Aquellas secuencias procedentes de aquellos extractos cuantificados que
proporcionaron un numero de moléculas de mtDNA inferior al millar fueron
descartadas directamente puesto que no se podia demostrar que sus mutaciones eran

endogenas y no fruto de dafio molecular en el DNA template.
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15. ANALISIS ESTADISTICO

15.1. Eficiencias técnicas

15.1.1. Cdlculo de eficiencias

Se calcularon las eficiencias de las reacciones de amplificacion, reamplificacion
y secuenciaciéon sobre las muestras estudiadas dividiendo el niimero de resultados
positivos por el numero de intentos totales de cada una de las reacciones. Para dicho
calculo unicamente se tuvieron en cuenta aquellas reacciones cuyo resultado habia sido
visualizado en un gel de electroforesis y que no habian dado resultado de contaminacion

en los blancos.

Ademas de las eficiencias globales de amplificacion, reamplificacién y
secuenciacion, para evaluar la influencia de diversas variables sobre las mismas se
calcularon también un conjunto de eficiencias parciales. De esta forma se estimaron las

eficiencias en funcidn de:

- Tipo de tejido analizado: hueso o diente.

- Tipo de pieza dental:
- Incisivo, Canino, Premolar, Molar.
- 11,12, C,Pl, P2, M1, M2, M3.
- Longitud del segmento amplificado: 300pb o 150pb.
- Tipo de cebador empleado en la amplificacion y reamplificacion.
- Diseflo experimental.
- Tipo de polimerasa empleada en la amplificacion.
- Procedencia de las muestras:

- Yacimiento arqueoldgico.
- Localizacién geografica I: Proximo Oriente, Peninsula Ibérica Norte, Peninsula Ibérica Sur,
Peninsula Ibérica Oeste, Peninsula Ibérica Este.

- Localizacion geografica II: Peninsula Ibérica, Proximo Oriente.

- Antigiiedad: Calcolitico-Bronce, Medieval, Meroitico, Neolitico 1, Neolitico 2,

- Paleolitico 1, Paleolitico 2.
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Para el célculo de las eficiencias en funcion del tipo de pieza dental empleada,
unicamente se tuvieron en cuenta aquellas muestras para las que esta informacion era
conocida. Las caracteristicas de las categorias de edad empleadas para determinar la
influencia de la antigiiedad en las tres eficiencias técnicas se describen en la Tabla

ME34.

Tabla ME34. Clasificacion de las muestras en base a su cronologia en siete categorias de

edad.
Categoria de edad  Intervalo temporal Yacimientos- Datacion
muestras
Edad Media S. XI-XII Garai S. XI-XIII
Meroitico 2130-2320 A.P Amir Abdallah 2320-2130 A.P.
Calcolitico-Bronce 4900-3200 A.P. Abauntz 4240 A.P.
Tres Montes 4130 A.P.
Mari 2900-2700 A.C.
4NE 4260+70 A.P.
Atxuri 4400-3500/3200 A.P.
Neolitico 2 9200-5875 A.P. Caldeirao 6800-6200 A.P.
Muge 7300-6300 A.P.
Toledo 9200-7800 A.P.
INE-5NE 5875+80 A.P.
Neolitico 1 9400-7750 A.P. Tell Halula 8800-8000 A.P.
Tell Ramad 8000-7750 A.P.
Dja’de 9400-8700 A.P.
Acikli 8900-8200 A.P.
Paleolitico 2 20000-12500 2NE 20000-17000 A.P.
3NE 20000-17000 A.P.
El Pirulejo 13500-12500 A.P.
Paleolitico 1 33400 -27000 A.P. Zafarraya 33400 -27000 A.P.

Para el computo total del nimero de reacciones totales y positivas de cada tipo,
primero se codificaron los datos en una hoja de célculo Excel (Microsoft Office 2000)
en la que se especificaba: el nombre de la muestra, el yacimiento del que procedia, el
tipo de tejido estudiado, el tipo de pieza dental, el tipo de cebador empleado para la
amplificacion, el tipo de polimerasa con la que se habia realizado la amplificacion y/o
reamplificacion, la fecha en la que se habia llevado a cabo cada una de las reacciones
(amplificacién, reamplificacién y secuenciacion) y el resultado obtenido (positivo,
negativo o contaminado). El célculo fue realizado con la opcion “Tablas dindmicas™ del
programa Excel seleccionando los campos deseados y los criterios “Contar de fecha de
amplificacion”, “Contar de fecha de reamplificacion” o “Contar de fecha de

secuenciacion”.
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15.1.2. Comparacion de las eficiencias

Para determinar si existian diferencias significativas en las eficiencias de
amplificacion, reamplificacion y secuenciacion entre las diferentes clases de las
diferentes variables se aplicaron dos tipos de pruebas estadisticas. En aquellos casos en
los que existian dos clases que comparar se empled la prueba exacta de Fisher mientras
que cuando existian mas de dos clases fue aplicado el Test de la Ji cuadrado (y?) con la
correccion de Yates. Ambos tipos de andlisis se realizaron con el programa GraphPad

Prism version 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA).

285



Eva Fernandez Dominguez

16. ANALISIS POBLACIONAL

16.1. Construccion de una base de datos de secuencias actuales

Para la interpretacion de las secuencias de DNA mitocondrial es necesario un
marco de referencia, que en este caso viene proporcionado por la diversidad
mitocondrial de las poblaciones actuales. Con esta finalidad se procedid a la
construccion de una base de datos de secuencias de DNA mitocondrial de diversas
poblaciones europeas, asiaticas y africanas a partir de otras bases de datos disponibles

en internet.

16.1.1. Bases de datos utilizadas

Para la construccién de nuestra base de datos de secuencias de DNA

mitocondrial se utilizaron las siguientes bases de datos:

- HVRbase (HANDT et al. 1998).
http://www.HVRbase.de
- FHG Base (Ferrara Human Genetics Database).

http://web.unife.it/progetti/genetica/pdata.htm

16.1.1.1. HVRbase

La base de datos HVRbase es un compendio de secuencias de la region control
del mtDNA de humanos actuales, primates y neandertales procedentes de diferentes
publicaciones o recuperadas directamente del GenBank. Contiene 4079 secuencias
alineadas de la Region Hipervariable I (HVRI) (posiciones 16001-16408), 969 de la
Region Hipervariable IT (HVRII) (posiciones 1-418) asi como informacion acerca de

los individuos a los que pertenecen dichas secuencias.
En esta base de datos pueden realizarse busquedas de secuencias por

continentes, referencias originales, especies, paises, origenes geograficos, poblaciones

y phyla linglisticos.
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Una vez definidas las opciones de busqueda, pueden escogerse las
caracteristicas del “output” de secuencias obtenidas, como las posiciones inicial y
final, el tipo de alineamiento (phylip o texto), el nombre de la secuencia y su

comparacion o no con la secuencia consenso (CRS) o con cualquier otra secuencia.

La busqueda proporciona los resultados organizados en una doble ventana: en
la parte superior se detalla la informacion relativa a cada individuo (continente,
especie, origen geografico, referencia original, phylum lingiiistico, poblacién de
origen y nombre original de la secuencia) mientras que la parte inferior contiene las
secuencias alineadas en el formato escogido. Los resultados pueden bajarse
seleccionando por separado cada una de las dos ventanas, copiandolos y pegandolos en

un editor de texto ASCII del tipo Notepad o Wordpad.

16.1.1.2. FHG Base

La base de datos de la Universidad de Ferrara contiene cuatro bases de datos
diferentes, una de secuencias de DNA mitocondrial (“MtDNA database”; con las
secuencias de SIMONI et al. 2000) y tres de SNPs de cromosoma Y procedentes de
diferentes publicaciones (ROSSER et al. 2000; SEMINO et al. 2000; UNDERHILL et
al. 2000).

La “MtDNA database” contiene 2566 secuencias de la Region Hipervariable I
de 35 poblaciones europeas y de Proximo Oriente. La informacidn de cada una de las
poblaciones (cddigo, numero de secuencias, procedencia, phylum lingiiistico,
subfamilia lingiiistica y referencia original) se encuentra resumida en un fichero excel.
La base de datos consiste en un fichero ASCII que contiene todas las secuencias
alineadas y separadas por poblaciones. Ambos ficheros pueden descargarse directa y

gratuitamente del sitio web.

16.1.2. Fiabilidad de las bases de datos

Para comprobar si existian errores en las bases de datos se eligieron al azar 336
secuencias de un total de 13 poblaciones de HVRbase y se cotejaron con las

referencias bibliograficas correspondientes (Tabla ME35). En 9 de ellas no se detecto
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ningun error. En 3 de las 4 poblaciones restantes fueron detectados errores menores al

12%, y s6lo en una de ellas (Alemania del Sur) se detectaron errores superiores al

20%. Las secuencias que presentaban diferencias entre la publicaciéon y la base de

datos fueron eliminadas de la base de datos. Los datos de la poblacién de Alemania del

Sur se eliminaron totalmente y no se emplearon en la construccion de la base de datos

de poblaciones actuales.

Tabla ME35. Comparaciones realizadas entre las secuencias de las bases de datos y las publicaciones
originales.N: numero de secuencias.

Poblacion N Comparaciones Eliminadas Referencia
publicacion Base datos N Coincidencias
Alemania Rhin 50 50 15 15 0 Baasner et al. 1998
Alemania Sur 200 199 40 32 8 Lutz et al. 1998
Austria 101 100 20 20 0 Parson et al. 1998
Bulgaria 30 29 10 10 0 Calafell et al. 1996
Canarias 54 52 20 20 0 Pinto et al. 1996
Francia 50 49 12 12 0 Rousselet ez al. 1998
Galicia 92 91 91 90 1 Salas et al. 1998
Cerdefia 46 68 33 31 2 DiRienzo y Wilson 991
Italia Toscana 52 48 15 15 0 Francalacci et al. 1996
Pais Vasco 45 44 15 15 0 Bertranpetit et al. 1995
Suecia 28 27 27 24 3 Kittles ez al. 1999
Turquia 29 26 8 8 0 Calafell et al. 1996
Kurdistan 30 30 30 30 0 Comas et al. 2000
Total 807 813 336 322 14

16.1.3. Composicion de la base de datos

Se seleccionaron un total de 44 poblaciones actuales, 35 procedentes de la base

de datos HVRbase y 9 de la FHG Base. A partir de estas poblaciones originales se

generd una nueva base de datos formada por 38 poblaciones de Europa, Proximo

Oriente y Africa. En la Tabla ME36 se detalla la composicion y caracteristicas de estas

poblaciones. En las figuras FME14 y FMEI1S se localizan estas poblaciones en el

mapa.
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Figura FME1S. Localizacion de las poblaciones y grupos étnicos de la base de datos de secuencias actuales utilizada
en el presente trabajo.
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16.2. Subconjuntos de poblacion antigua

Para poder establecer una comparacién entre el conjunto de poblaciones actuales
de la base de datos y las secuencias antiguas obtenidas éstas fueron agrupadas en cuatro

subconjuntos atendiendo a criterios geograficos y cronolédgicos (Tabla ME37).

Tabla ME37. Subconjuntos de poblacion antigua creados para la comparacion con poblaciones actuales.
(*) Muestras de yacimientos espaifioles.

Poblacion Yacimientos Procedencia Datacion N° secuencias
244 pb 133pb 112pb

Paleolitico El Pirulejo Cordoba* 13500-12500 A.P. 2 2 2
Nerja Malaga* 20000-17000 A.P. 2 2 2

Toledo Portugal 9200-7800 A.P. 1 1 1

Total 5 5 5

Neolitico Abauntz Navarra* 4240 A.P. 3 5 5
Tres Montes Navarra* 4130 A.P. 5 6 5

Atxuri Vizcaya* 4400-3500/3200 - - 1

A.P.
Nerja Malaga* 4260+70 A.P. 2 2 2
5.875+80 A.P.

Caldeirao Portugal 6800-6200 A.P. - - 1
Tell Halula Siria 10000 A.P. 7 12 16

Mari Siria 10000 A.P. 6 8 8

Tell Ramad Siria 10000 A.P. 6 7 7

Dja’de Siria 10000 A.P. 1 1 3
Total 30 41 48
Neolitico Tell Halula Siria 8800-8000 A.P. 7 12 16
Proximo Oriente  Tell Ramad Siria 8000-7750 A.P. 6 7 7
Dja’de Siria 9400-8700 A.P. 1 1 3
Total 14 20 26

Neolitico Abauntz Navarra* 4240 A.P. 3 5 5
Peninsula Ibérica  Tres Montes ~ Navarra* 4130 A.P. 5 6 5
Atxuri Vizcaya* 4400-3500/3200 - - 1
A.P.
Nerja Malaga* 4260+70 A.P. 2 2 2
5.875+80 A.P.

Caldeirdo Portugal 6800-6200 A.P. - - 1
Total 10 13 14

Los diferentes subconjuntos comprenden la mayor parte de secuencias
autentificadas correspondientes al fragmento completo de 244pb asi como de los
fragmentos parciales de 133pb y 112pb detalladas en la Tabla R62 del capitulo
“Resultados”. No se incluyeron las secuencias de AT19 y AT27 por no comprender la
totalidad de ninguno de los fragmentos analizados. La secuencia de GA22, aunque
completa para el segmento de 112pb, tampoco fue incluida por proceder de un periodo

posterior a las muestras restantes.
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La poblacién “Paleolitico” estd constituida por secuencias de época Paleolitica
de los yacimientos de El Pirulejo y Nerja y Mesolitica del yacimiento de Toledo. Este
conjunto pretende reflejar la variabilidad existente en la Peninsula Ibérica antes del

Neolitico.

La poblacidon “Neolitico” incluye a individuos de época Neolitica (yacimientos
de Tell Halula, Tell Ramad, Dja’de, Nerja y Caldeirdo) y post-Neolitica (yacimientos de
Abauntz, Tres Montes, Atxuri y Mari). Una vez subdividida en base a su procedencia, el
conjunto de Oriente Préximo comprende a individuos estrictamente Neoliticos (Tell
Halula, Tell Ramad y Dja’de) mientras que el de la Peninsula Ibérica retne a individuos
de época Neolitica (Nerja, Caldeirdo), del Calcolitico (Abauntz, Tres Montes) y de la
Edad del Bronce (Atxuri).
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16.3. indices de diversidad

Se calcularon un conjunto de indices de diversidad separadamente para los
fragmentos de 244pb, 133pb y 112pb dentro de cada yacimiento y en los diferentes

subconjuntos de poblacion antigua.

Todos los indices se computaron con el programa Arlequin Ver. 2.000
(SCHNEIDER et al. 2000) con la opcion Standard diversity indices dentro del apartado

Diversity indices.

16.3.1. Numero y porcentaje de sitios polimorficos

El nimero de sitios variables o polimoérficos (v) se define como el nimero de
loci ttiles que presentan mas de un alelo por locus (SCHNEIDER et al. 2000). En el
caso de secuencias refleja el numero de posiciones que varian entre el conjunto de
secuencias alineadas. Este indice es claramente dependiente del tamafio de la secuencia
estudiada, lo que puede corregirse dividiendo el nimero de posiciones variables entre el

nimero de nucledtidos de la secuencia (porcentaje de sitios polimoérficos o %v).

16.3.2. Haplotipos diferentes

Cada variante mitocondrial definida respecto a la secuencia consenso
(ANDERSON et al. 1981) constituye un haplotipo mitocondrial (k). El porcentaje de
haplotipos diferentes (% k) se estim6 en relacion al nimero de individuos de cada

yacimiento y poblacion.

16.3.3. Diversidad haplotipica

La diversidad genética de Nei (NEI 1987) se define como la probabilidad de que
dos alelos de una muestra escogidos al azar sean diferentes. Cuando se trabaja con
secuencias cada variante (haplotipo) equivale a un alelo, por lo que puede utilizarse este
indice para evaluar la diversidad haplotipica del conjunto. Este estimador y su varianza

asociada se calculan de la siguiente forma:
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V(H)= n(nz_ 1){201 - 2)[§p? - (Z P, )z } Y pi- (ZP )}

i
i=1

dénde 7 es el nimero de copias del gen, k es el nimero de alelos (haplotipos) y p; es la

frecuencia en la muestra del alelo (o haplotipo) i.
16.3.4. Numero medio de diferencias por parejas y diversidad nucleotidica

El nimero medio de diferencias por parejas de secuencias se calcula:

k
FZZH%%

i=1 j<i

donde p; y p; son las frecuencias en la muestra de los haplotipos 1y j respectivamente y
d; un estimador del nimero de mutaciones acontecidas desde la divergencia de dichos

haplotipos.

La varianza total asociada a este indice, asumiendo neutralidad y ausencia de

recombinacion, es:

v(r)= 3n(n+1)r + 2(1/12 +n+ 3)7r2
- 11(n* =7n+6)

La diversidad nucleotidica es andloga a la diversidad genética de Nei pero al
nivel de nucleotido. Este indice describe la probabilidad de que dos nucleodtidos
homologos escogidos al azar de entre un conjunto de secuencias sean diferentes. La
diversidad nucleotidica puede calcularse como el numero medio de diferencias entre
parejas de secuencias (m) dividido por la longitud en pares de bases de la secuencia
estudiada (TAJIMA 1993; NEI 1987). Las férmulas correspondientes para este
estimador y su varianza asociada, asumiendo neutralidad y ausencia de recombinacidn,

son por lo tanto:
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k

2.2.Ppd;

_ =l j<i

! L
(72' ): n+1 . +2(l’lz+l’l+3)ﬂ_2
" 3(m=-DL " 9n(n-1)

donde p; y p; son las frecuencias en la muestra de los haplotipos 1y j, dj; un estimador
del nimero de mutaciones acontecidas desde la divergencia de dichos haplotipos y L la

longitud de la secuencia analizada.
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16.4. Distribucion de las diferencias por parejas (Mismatch distribution)

La representacion de la distribucion de las diferencias por parejas en un
histograma ademas de resumir la diversidad genética de una poblacion puede reflejar su
historia demografica. Segiin Rogers y Harpending (1992) los episodios de crecimiento o
declive de una poblacion dejan huellas discernibles en la distribucion de las diferencias

de nucledtidos entre pares de individuos.

La distribucidn de las diferencias por parejas de los diferentes fragmentos de
mtDNA en los diferentes subconjuntos de poblacion antigua y en algunas poblaciones
actuales se calculd con el programa DnaSP 3.5 (Rozas y Rozas 1999) con la opcion
Population Size Changes comprendida dentro del ment Analysis. La distribucion
esperada segiin un modelo de expansion subita (ROGERS y HARPENDING 1992) fue

calculada con este mismo programa.

El modelo de expansion stbita (ROGERS y HARPENDING 1992) se basa en
tres pardmetros:
- 0,: Theta inicial (anterior al episodio de crecimiento o declive de la poblacién)
- 0,: Theta Final (posterior al episodio de cremimiento o declive)
- 7 : Fecha del episodio expresada en unidades de tiempo mutacional. 7 =24t siendo t

el tiempo en generaciones y wula tasa de mutaciéon por secuencia y generacion

(ROGERS y HARPENDING 1992).

Considerando 6, igual a infinito es posible estimar 6, y 7 a partir de los datos

(ROGERS 1995):

donde m y v son respectivamente la media y la varianza de la distribucion observada de

las diferencias por parejas.

Estos dos parametros se calcularon con el programa DnaSP a partir de los datos

y se usaron para calcular la distribucion esperada. Una vez computadas ambas
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distribuciones se representaron graficamente con el programa EXCEL del paquete

MICROSOFT OFFICE 2000.

Para evaluar el ajuste de la distribucion observada y la esperada seglin este
modelo se realizo una prueba de bondad de ajuste. El estadistico ¥ y su probabilidad

asociada para un nivel de confianza del 95% se computaron con el programa EXCEL.

Para los diferentes subconjuntos de poblacidon antigua y todas las poblaciones
actuales estudiadas se calculd también el indice de irregularidad de Harpending (r)
(HARPENDING 1994) con el programa DnaSP 3.5. Este indice es simplemente la suma

de los cuadrados de las diferencias entre clases contiguas de frecuencia:

d es el nimero maximo de diferencias observadas entre haplotipos y x;es la frecuencia

relativa observada del 1-ésimo numero de diferencias.

El indice de irregularidad de Harpending estima la irregularidad de la
distribucion de las diferencias por parejas. Generalmente aquellas distribuciones
acampanadas presentan valores mds bajos de r, inferiores a 0.03 en el caso de

secuencias, que aquellas que muestran un patréon multimodal (JOBLING et al. 2003).
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16.5. Analisis filogenético interpoblacional
16.5.1. Distancias genéticas

A partir de la frecuencia de los haplotipos presentes en las poblaciones actuales
y en los diferentes subconjuntos de poblacion antigua se calcul6 la distancia genética de
Reynolds entre pares de poblaciones (REYNOLDS ez al. 1983). Esta distancia asume
que no existe mutacion y que la deriva genética es el unico factor responsable del
cambio en las frecuencias de los haplotipos. A diferencia de otras distancias como la
distancia genética de Nei (NEI 1972) esta medida no asume un tamafio efectivo de
poblacion constante e igual para todas las poblaciones. De hecho, las fluctuaciones en el
tamafio poblacional juegan un importante papel en la magnitud de la distancia puesto

que pueden modificar el efecto de la deriva genética.
La distancia genética de Reynolds (REYNOLDS et al. 1983) se calcula:

i Z Z(plmi Do)
2-Tren

m

D

donde m es el nimero de loci, i el nimero total de alelos del conjunto de lociy p,,, ¥y
P, las frecuencias del alelo 1 del locus m en las poblaciones 1 y 2 respectivamente. En

el caso de secuencias de DNA mitocondrial el nimero de loci es igual a 1 y el nimero

de alelos equivale al nimero de haplotipos de la muestra.

El célculo de la matriz de distancias de Reynolds entre los pares de poblaciones
se realizd con el programa GENDIST del paquete PHYLIP 3.5¢ (FELSENSTEIN
1993). La matriz de frecuencias de haplotipos fue calculada con el programa
ARLEQUIN a partir de las secuencias en bruto, con la opcion Haplotype frequencies
contenida en el apartado Diversity indices. Posteriormente esta matriz se editd con el
programa TEXTPAD 4.7.1. (HELIOS SOFTWARE SOLUTIONS 1992-2003) para
adecuarla al formato de entrada de datos de PHYLIP.
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16.5.1. Reconstruccion filogenética a partir de distancias genéticas

A partir de la matriz de distancias de Reynolds (REYNOLDS ez al. 1983) entre
todas las poblaciones estudiadas generada con el programa GENDIST del paquete
PHYLIP se construyeron dos arboles sin raiz utilizando los métodos de reconstruccion
filogenética de Neighbor-Joining (SAITOU y NEI 1987) y de Fitch y Margoliash
(1967) y un arbol con raiz utilizando el método de UPGMA (SNEATH y SOKAL
1973).

El método de Neighbor-Joining (SAITOU y NEI 1987) se basa en el
agrupamiento sucesivo (clustering) de las diferentes lineas para la construccion del
arbol, asignando la longitud de las ramas a medida que éstas se van uniendo. Este
método de reconstruccion no asume reloj molecular, por lo que los arboles generados
con ¢l no presentan raiz. Para la construccion de un arbol de este tipo a partir de la
matriz de distancias de Reynolds entre las diferentes poblaciones actuales y los
subconjuntos de poblacidon antigua se empled el programa NEIGHBOR del paquete
PHYLIP 3.5¢ (FELSENSTEIN 1993).

En la reconstruccion de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Mean) (SNEATH y SOKAL 1973) se produce una agrupacion iterativa de
aquellas lineas que presentan una menor distancia entre si. Este método asume la
existencia de reloj molecular y produce un arbol aditivo conocido como drbol
ultramétrico, en el que la distancia entre cada taxon y la raiz es la misma. Este método
asume una misma tasa de evolucidn para todos los taxones. Para la construccion de este
arbol se incorporo al conjunto de poblaciones la poblacidon “Neandertal”, compuesta por
tres secuencias de tres individuos Neandertales (KRINGS et al. 1997; OVCHINNIKOV
et al. 2000 y KRINGS ez al. 2000).

Este tipo de reconstruccion se realizé también con el programa NEIGHBOR del
paquete PHYLIP 3.5¢ (FELSENSTEIN 1993) cambiando la opcién N de Neighbor-
joining a UPGMA.

El método de Fitch- Margoliash es otro método de agrupacion iterativa similar al

método de Neighbor-Joining en el que tampoco se asume la existencia de un reloj

302



Métodos

molecular, por lo que los arboles generados no presentan raiz. La diferencia entre este
método y los dos anteriores es el peso que otorga a la desviacion entre lo esperado y lo
observado. En el método de Fitch-Margoliash la varianza de la distancia observada es
proporcional al cuadrado del valor esperado. Para la construccidon de un arbol de este
tipo a partir de la matriz de distancias de Reynolds se empled el programa FITCH del
paquete PHYLIP 3.5¢ (FELSENSTEIN 1993). Fueron seleccionadas las opciones G
(Global rearrangements) y J (seed: 245, 10 times). La primera de estas opciones permite
eliminar los sub-arboles del arbol para después recolocarlos de diferentes maneras, lo
que aumenta la probabilidad de encontrar el mejor arbol posible. La segunda permite
variar el orden de entrada de las poblaciones para la construccion del arbol a través de la
introduccion de un nimero aleatorio (seed). Puede seleccionarse también el nimero de

veces que se desea repetir este proceso.

Una vez generados los éarboles se visualizaron y editaron con el programa

TREEVIEW (Win32) 1.6.6 (PAGE 2001).
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16.6. Clusters

16.6.1. Poblaciones estudiadas

A partir de las secuencias de mtDNA antiguas obtenidas y las de nuestra base de

datos de poblaciones actuales se realiz6 una clasificacion de las poblaciones mediante la

técnica de las e-clases.

Los conjuntos de poblacion actual empleados en esta clasificacion se

corresponden con los descritos en la Tabla ME36. Para constituir las poblaciones

antiguas se agruparon 30 de las secuencias obtenidas, procedentes de 6 yacimientos

arqueologicos, en cuatro grupos en base a su origen geografico y a su cronologia (Tabla

ME38).

Tabla ME38. Composicion de las poblaciones antiguas disefiadas para el analisis de clusters.

Yacimiento Muestras Individuos Poblacion Identificador N
Abauntz ABS5 ABbI1.1
Abauntz AB9 AB23C
Abauntz AB17 AB35E
Tres Montes 1TM2 T™™-3 Calcolitico CALC 3
Tres Montes 2TM4 TM-6
Tres Montes 1TM5 TM-8
Tres Montes 1TM6 T™-11
Tres Montes TMI11 TM-18
Nerja 2NE NE-NMS§2.2
Nerja 3NE NE-NT79
Nerja 4NE NE-NAP Paleolitico-Neolitico PNEPI 6
Nerja 5NE NE-1829 Peninsula Ibérica
El Pirulejo 1PI 1PI
El Pirulejo 2PI 2PI
Tell Halula TH2 H-3
Tell Halula THS H-7
Tell Halula HI12 H-68
Tell Halula 1H17 H-45
Tell Halula 2H20 H-37 Neolitico Préximo
Tell Ramad TRS R65-31 Oriente NEOP 10
Tell Ramad TR12 R65-14
Tell Ramad TR16 R65-C8-SEB
Tell Ramad TR18 R65-1S
Tell Ramad TR19 R65-N4-N°400
Mari IMA1 1
Mari 2MA2 2
Mari 1IMA5 5 .
Mari 2MA10 10 Mari MARI 6
Mari 3MAI1l 11
Mari 1MA12 12
Total 30
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16.6.2. Descripcion del método

La construccidon de éstas g-clases se realiza en base a una desemejanza entre
pares de poblaciones. La funcidon de desemejanza utilizada es la distancia media de
Hadamard medida entre secuencias individuales para todos los pares de poblaciones a

comparar segun la expresion:

1 243

D@, P,)= Car(P,)Car(P,) z z z 5‘X” B Xﬂ‘

ieR jeb, I=1

doénde / es la posicion 1-ésima de la secuencia, i es el individuo i-ésimo de la poblacion

Py, j es el individuo j-ésimo de la poblacion P,y o es la & de Dirac.

En funcion de la desemejanza media de Hadamard definida entre las poblaciones
se construyen los “clusters” a nivel g, formados por todos los subconjuntos del conjunto
de poblaciones, de tal forma que la desemejanza entre dos poblaciones cualesquiera de
cada subconjunto o “cluster” es menor que €. Los “cluster” obtenidos proporcionan una
clasificacion, hasta cierto punto difusa, de las poblaciones en funcion de la
desemejanza. Asi, para una desemejanza dada, se construyen “clusters” distintos para
cada nivel de €. Cuando ¢ es suficientemente grande, se forma un tnico “cluster” con la
totalidad de poblaciones. A fin de reducir el numero de “clusters”, se impuso que, dados

dos “clusters” A y B, donde Car(A)<Car(B) si se cumple que:

Fo Car(A) N Car(B)
- Car(A)

>0.85

y ademads que

Car(A)nCar(B)> 6

entonces los “clusters” A y B son fusionados en una misma clase.

Todos los calculos se realizaron en un programa en FORTRAN basado en el
método de las e-clases (SANCHEZ, 1978) especialmente disefiado para el analisis de
secuencias de mtDNA por el Catedratico de Estadistica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense de Madrid, Dr. Miguel Sénchez.
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16.7. Haplotipos

16.7.1. Reconstruccion filogenética a partir de haplotipos

Para la reconstruccion filogenética a partir de los haplotipos de mtDNA de las
poblaciones actuales y los obtenidos de las muestras antiguas se emplearon dos
procedimientos, uno basado en las distancias genéticas entre los haplotipos y otro en la

construccion de Median Joining Networks.

16.7.1.1. Distancias genéticas entre los haplotipos

Para el célculo de la matriz de distancias entre los haplotipos se utilizo el método
de Tamura y Nei (1993). Este método es un modelo de evolucién molecular
desarrollado a partir de datos de la regidon control del mtDNA que segun ciertos autores
resulta el més verosimil para el segmento hipervariable I (WEISS y VON HAESELER
1998). Se utilizd la correccion de la distribucion gamma de la tasa de mutacion
mediante el parametro a=0.47 estimado por WAKELEY 1993 para este mismo
segmento. Para clarificar la representacion filogenética y evitar en la medida de lo
posible la distorsion de la estructura ancestral del arbol por aquellas variantes mas
recientes (RICHARDS et al. 1996), de los 1118 haplotipos diferentes presentes en la
muestra de poblacidén actual, unicamente se incluyeron aquellos con una frecuencia
absoluta superior a dos, asumiendo que en una poblaciéon que ha sufrido un proceso

reciente de expansion aquellos haplotipos mas frecuentes suelen ser los mas antiguos

(DONNELLY y TAVARE 1986).

Para la construccion del arbol UPGMA se incluyeron también dos secuencias de
dos individuos de Neandertal (KRINGS et al. 1997; OVCHINNIKOV et al. 2000) a

modo de outgroup.

A partir de esta matriz de distancias se construyeron dos arboles filogenéticos,
uno sin raiz mediante la reconstruccidon de Neighbor-Joining y otro con raiz mediante el
método de UPGMA. El calculo de las distancias, la construccion de los dos arboles
filogenéticos y su visualizacion fueron realizadas integramente con el programa MEGA

Version 2.1. (KUMAR et al. 1993).
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16.7.1.2. Median Joining Networks

Se construyeron dos arboles filogenéticos con el algoritmo de Median Joining
Network a partir de la mayor parte de los haplotipos de poblacion actual de frecuencia
mayor a dos y todos los recuperados de las muestras antiguas. En la primera de estas
reconstrucciones se agruparon aquellos haplotipos de poblaciones europeas mientras
que en la segunda se representaron aquellos pertenecientes a haplogrupos africanos y

asidtico-americanos.

Ambas reconstrucciones se realizaron con el programa Network Ver. 4.000
empleando la opcién Median Joining (BANDELT et al. 1999) del menu Calculation.
La asignaciéon de pesos a las diferentes posiciones se realizd de acuerdo con
RICHARDS et al. 1998 con algunas modificaciones. Se otorgd un peso igual a 1 a
aquellas posiciones de elevada tasa de mutaciéon (16129, 16189, 16192, 16311 y 16362),
igual a 2 a aquellas posiciones de tasa de mutaciéon moderada (16209, 16223, 16224,
16278, 16293, 16294, 16304, 16325 y 16356), e igual a 4 para el resto de posiciones
estudiadas.

La relacion entre los diferentes haplogrupos y sub-haplogrupos europeos y
africanos ha sido establecida en poblaciones actuales a partir del estudio de un gran
nimero de secuencias (RICHARDS et al. 1998, 2000; SALAS et al. 2002). La
construccion de un arbol Median Joining con secuencias antiguas y actuales persigue un
doble objetivo: confirmar la asignacidn previa de haplogrupo a las secuencias obtenidas
en el presente trabajo y evaluar las relaciones entre las variantes antiguas y las actuales.
Dado que el conjunto de secuencias antiguas recuperadas es demasiado pequefio como
para permitir una reconstruccion filogenética de este tipo per se, se considerd a efectos
practicos que la relacion filogenética deducida de los estudios de poblacidn actual era
correcta, procediéndose a la simple inclusion de las secuencias antiguas en el entramado
de secuencias actuales. Este supuesto no tiene que ser necesariamente cierto como ya
desarrollaremos mas ampliamente en el apartado “Discusidén”, pero se ha considerado el

mas acertado dada la resolucion de las secuencias antiguas disponibles.

Para reproducir una relacién entre los haplotipos de poblacion actual lo mas

clara posible y acorde a la obtenida por otros investigadores (RICHARDS et al. 1998,
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2000; SALAS et al. 2002) se hizo necesario eliminar algunos de ellos. Asi pues, para la
construccidn del arbol de secuencias europeas se eliminaron los haplotipos 271, 94, 99,
65, 201, 199, 48, 446, 91, 277, 204, 168, 764, 448, 69 y 17 (haplogrupo H); 62 y 564
(H/HV/HV1); 211, 205 (H/U); 587 (H/W); 14 (H/HV*/pre-HV/R*/U*); 44
(H/HV1/U%*); 268 (R1); 566 (Ula); 852, 745 y 453 (U3); 123, 456, 739 y 193 (U5);
571(X); 107, 1004, 337, 445, 912, 104, 261 y 538 (haplogrupo desconocido). En este
mismo arbol para una correcta resolucion del cuadrado 16126C-16294T; 16126C-
16294T-16296T; 16126C-16294T-16296T-16304C y 16126C-16294T-16296T-16304C
se asignd peso 0 a la posicion 16296 tal y como se sugiere en (RICHARDS ez al. 2000).
En la construccion del arbol de secuencias africanas y asiatico-americanas Unicamente

se eliminod el 462 perteneciente al haplogrupo L3.

Una vez calculado el Median Joining Network, se generd el Network que
contenia aquellos arboles mas cortos seleccionando la primera opcidén dentro del
submenu MP calculation del menu Calculation. Esta opciéon emplea como input el
fichero output resultante del calculo de Median Joining (fichero *.out) generando a su
vez un segundo fichero de salida (fichero *.sto). La apertura de este fichero con el menu
Draw Network produce un arbol “resumen” cuyo torso puede ser modificado por el
usuario. Para los dos Median Joining Network generados se utilizé la informacién de
estudios previos realizados con poblaciones actuales europeas (RICHARDS et al. 1998,

2000) y africanas (SALAS et al. 2002) para la eleccion del arbol més adecuado.

16.7.2. Haplotipos compartidos entre poblaciones antiguas y actuales

Otra forma sencilla de comparar la informacion obtenida de las secuencias
antiguas y el conjunto actual de poblaciones es el estudio de la frecuencia y distribucion
de los haplotipos de la muestra antigua en las diferentes poblaciones actuales de la base

de datos.

La busqueda de haplotipos comunes entre ambas muestras de poblacidon se
realizéd mediante la opcidn Search for shared haplotypes between populations contenida
el el subment Haplotype frequencies del apartado Diversity indices del programa

Arlequin Ver. 2.000 (SCHNEIDER et al. 2000).
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16.8. Haplogrupos mitocondriales

16.8.1. Asignacion de haplogrupos a las muestras

Las secuencias obtenidas de las muestras antiguas se clasificaron en haplogrupos
en base a la clasificacion de RICHARDS ez al. 2000 (Tabla I1 de “Introduccion”). Esta
clasificacion resulta precisa siempre y cuando existan sustituciones caracteristicas de
haplogrupo en el segmento analizado. En algunos casos sin embargo se hace necesaria
la informacidn de regiones codificantes del DNA mitocondrial y de otras posiciones de
la region Hipervariable I y I no analizadas aqui para una correcta clasificacion de las
secuencias en haplogrupos. Aquellos individuos que no presentaban posiciones
diagnostico en el segmento analizado de la Region Hipervariable I se clasificaron de
acuerdo a la asignacion de haplogrupos a secuencias hecha por RICHARDS et al. 2000
(haplogrupos europeos) y WATSON et al. 1997 (haplogrupos africanos) y a la
informacion obtenida de los arboles filogenéticos de Neighbor-Joining y Median

Joining Network (apartados 16.5.1. y 16.7.1.2. del presente capitulo) .

En aquellos casos en los que la regidon analizada resultaba insuficiente para una
asignacion unica se sefialaron todos los haplotipos posibles. Las muestras que no
pudieron ser clasificadas mediante ninguno de los criterios anteriores fueron designadas

con un interrogante.

16.8.2. Frecuencias de haplogrupos

Los diferentes haplotipos mitocondriales definidos respecto a la secuencia
consenso 0 CRS (ANDERSON et al. 1981) presentes en la muestra de poblaciones
actuales y en los subconjuntos de poblacion antigua fueron establecidos mediante un
programa en FORTRAN disefiado especialmente para el andlisis de secuencias de
mtDNA por el Catedratico de Estadistica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid, Dr. Miguel Sanchez. Una vez definidos, los haplotipos fueron
clasificados manualmente en haplogrupos de acuerdo con RICHARDS et al. 2000. A
aquellos no clasificados de esta forma se le asignd el mismo haplogrupo con el que
aparecian en la publicacion original. Los linajes no clasificados bajo ninguno de estos

criterios fueron designados “sin clasificar”. Las frecuencias de los diferentes
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haplogrupos dentro de cada poblacion se calcularon con el programa EXCEL del
paquete Microsoft Office 2000. Las diferentes distribuciones se representaron en
diagramas circulares dentro de dos mapas, uno de Europa y Proximo Oriente y otro de
Africa. Se calculé también la frecuencia de los diferentes haplogrupos en el conjunto de

poblaciones europeas, de Proximo Oriente y de Africa.
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