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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados del analisis de DNA mitocondrial
(mtDNA) de restos humanos 3 Necrdpolis (Son Real y S’illot des Porros,
pertenecientes al periodo Talayético y Can Reiners, de la época tardorromana
alto-medieval), situadas en la Bahia de Alcudia, al norte de la Isla de Mallorca
(Archipiélago Balear). El objetivo del presente estudio es aportar datos para la
caracterizacion, desde el punto de vista molecular, de las poblaciones antiguas
de Mallorca. Se procedi6 a la extraccion de DNA de dientes de 134 individuos (94
del periodo talayético y 40 del periodo alto medieval). Fueron analizados 9 sitios
de restriccion (PCR / RFLPs) de la zona codificante del mtDNA para examinar la
distribuciéon de los haplogrupos europeos. Asi mismo, se amplificd y secuencidé un
segmento de region HVI (16190-16420) del D-Loop. Los datos obtenidos sirven
para entender la variacion en el tiempo y el espacio del mtDNA en las
poblaciones antiguas Mallorca, asi como las relaciones filogenéticas con otras

poblaciones.

Palabras clave: Haplogrupos mitocondriales, ADN antiguo, piezas dentales,

Talatoético, Mallorca.
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1. INTRODUCCION.

Durante mds de una década, investigadores de diferentes disciplinas han tratado
de describir la variabilidad genética del hombre, mediante el andlisis de la
dindmica y la genética poblacional, valiéndose para ello de distintos marcadores
genéticos y técnicas moleculares de vanguardia, y aplicdndolas a distintos
conjuntos de poblaciones antiguas y modernas de varios contfinentes (Cavalli-
Sforza et al., 1997; Chen et al., 1995; Watson et al., 1997; Comas et al., 1998; Torroni
et al., 1998; Stone y Stoneking, 1999; Simoni et al., 2000; Montiel 2001; Brakez et al.,
2001; Vona ef al., 2001; Santos, 2002; Yao et al., 2002; Salas et al., 2002, Keyser-
Tracqui et al., 2003; Cordaux et al., 2003; Dupanloup et al., 2004; Rajkumar et al.,
2004; Lima et al., 2004; Swarkar et al., 2005; Solérzano, 2006; Gao ef al., 2007, entre
otros). Con ello se pretende contribuir a la reconstruccion de la historia evolutiva
del hombre y de otras especies (Wallace, 1997; Cavalli-Sforza, 1998),
demostrando que el conocimiento de la variabilidad genética representa el

sustrato que facilita la comprensién del proceso evolutivo del hombre.

1.1 FACTORES EVOLUTIVOS.

La evolucidn molecular es un proceso histérico a través del cual los genes
acumulan cambios en su secuencia nucleotidica, debido a eventos estocdsticos
y selectivos (Gonzdlez et al., 2002). La huella genética dejada en las poblaciones
pretéritas, es el producto de la interaccién de factores aleatorios relacionados
con el tiempo y factores bioldgicos, por ello son susceptibles a cambios que se

dan a través de cuatro factores evolutivos fundamentales:

> Seleccidén natural: teoria cldsica de evolucidon propuesta por

Darwin por medio de la cual se explica la evolucién bioldgica, partiendo
del principio de que las condiciones medio ambientales tales como el
clima, la temperatura, la alimentacién, entre otfros, favorecen o dificultan
la supervivencia y por ende, la reproducciéon de organismos vivos segun

sean sus peculiaridades. Como proceso bioldgico, representa el origen de
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las adaptacionmes fenotipicas y una herramienta importante de cambio
evolutivo  (Perfectti et al, 2009), estableciendo las diferencias
poblacionales, favoreciendo la expansidn de los alelos de manera
diferencial (Plaza, 2004), jugando un importante rol en la evolucion del

genoma mitocondrial humano (Kivisild, 2006).

No obstante, hoy en dia la teoria sintética de la evolucion define el
concepto de seleccion natural como la reproduccidn diferencial de los
genotipos en una poblacién y expresa que no es la Unica razdn o causa

de evoluciéon (Templeton, 1982).

> Deriva genética: Se considera un factor estocdstico que puede

cambiar las caracteristicas de las especies ya que produce una alteracion
o modificacion de la composicion genética de una poblacién de forma
aleatoria y que generalmente es observable en poblaciones pequenas y
aisladas. Autores como Cavalli-Sforza y colaboradores (1994), parten del
principio que la velocidad de deriva genética en poblaciones con estas
caracteristicas, es alta de una generacién a otra. En los casos de deriva
genética extrema, se producen dos efectos: el fundador y el cuello de

botella.

En el primero de los casos (efecto fundador) es la deriva génica producida
cuando un grupo reducido se separa de una poblacion para fundar una
nueva poblacién. El efecto cuello de botella, se produce en aquellas
poblaciones que reducen de forma drdstica su tamano, incrementdndose

las fluctuaciones aleatorias en las frecuencias alélicas.

> Migracién o flujo génico: Enfre los factores evolutivos que

afectan la estructura genética de las poblaciones se encuentran, también
la migracion, que implica salida y/o ingreso de individuos, y por ende, de
sus genes a/de la poblacién, es decir, es lo que se conoce como flujo

génico, con el cual se pueden afectar la estructura genética de las
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poblaciones y su pafrimonio genético, reduciendo con el tiempo la
diversidad poblacional e implicando, a su vez, nuevos intercambios

reproductivos (Cavalli-Sforza et al., 1994).

Mutacidén: Se trata de cambios permanentes heredables y estables

que alteran la secuencia del DNA y que pueden o no introducir nuevas
funciones. De estos cambios deriva la clave de la diversidad genética
sobre la cual actua la seleccidon natural, y también la deriva (Sarmiento,
2001; Plaza, 2004).

Salvo que ocurra en un sitio de alta tasa de mutaciéon, una mutacion que
se encuentre en individuos de dos o mds regiones geogrdficas distintas,
indica que dicha mutacién ocurridé en un ancestro comuin de los
pobladores de tales regiones, es decir, que ocupaba un Mmismo espacio
fisico en alguln momento y que posteriormente emigraron a diferentes
regiones que ahora ocupan. Por el contrario, una mutaciéon que sdlo
aparezca en los individuos de una regién, indica que esa mutacién ocurrid
después de que los pobladores emigraran, separdndose fisicamente de los

pobladores de las otras regiones.

De la interaccion de las fuerzas evolutivas, resulta el lamado acervo genético de
las poblaciones actuales (Bosch et al., 2003). Los estudios de genética de
poblaciones humanas antiguas muestran que la accién de las fuerzas evolutivas
como la deriva genética y el efecto fundador, han generado divergencias
genéticas que se observan al analizar los fipos mitocondriales, en las diferentes
dreas geogrdficas. De esta manera, la composicion genética de una poblacion
pretérita puede diferir parcial o totalmente de la poblacidn que la ocupa

actualmente.

Estos estudios poblacionales se han basado principalmente en dos sistemas
genéticos haploides que no presentan recombinacién y que han integrando la

informaciéon genealdgica materna y paterna respectivamente:
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» El genoma mitocondrial (MfDNA) que es heredado exclusivamente por
via materna (Cann et al., 1987; Vigilant et al., 1991; Torroni et al., 1996;
Richards et al., 2000; Montiel, 2000; Ferndndez Dominguez, 2005; Soldrzano,
2006, entre otros).

> La porcién no recombinante del cromosoma Y (NRY) (Jobling et al., 1995;
Jobling et al., 1997; Underhill et al., 2000; Francalacci et al., 2003; Kayser et
al., 2003; Alvarez, 2006; Karafet et al, 2008;), que se hereda por la via

paterna.

La intferaccion de estos marcadores genéticos en las investigaciones de cardcter
genético-poblacional, han revelado ser muy eficientes a la hora de detectar la
existencia de subestructuraciones en las poblaciones humanas (Santos, 2005). A
partir de la caracterizacion de cualquiera de estos marcadores genéticos ha sido
posible elaborar hipdtesis sobre la evolucidon humana, basadas en inferencias en
la historia  demogrdfica que incluye fendmenos de ‘“cuello de botella”

(bottleneck), expansiones y grandes migraciones (Alvarez, 2006).

Por ejemplo, la determinacion del tiempo del antecesor comUn mds reciente
(Time back of the Most Recent Common Ancestor-TMRCA) dentro del marco del
modelo “Out-of-Africa”, presupone un origen africano de los humanos modernos
y la determinacién de las afinidades entre poblaciones, para tener una idea de
una posible historia evolutiva comun, a diferentes niveles: regional, continental o
mundial (Underhill et al., 2000).

1.2.- DNA ANTIGUO Y LA PALEOGENETICA.

El DNA antiguo (en adelante, aDNA) es un material genético muy degradado,
fragmentado y susceptible a contaminarse con DNA moderno, proveniente de
restos bioldgicos preservados natural o artificialmente (Malgosa et al., 2005;
Solérzano, 2006). A pesar de su condicidn bioquimica, contiene informacion muy
Util para los estudios de evolucién molecular y de reconstruccion filogenética,

poblacional, anfropolégica, arqueoldgica y forense (O'Rourke et al., 1996);
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asimismo, permite deducir datos sobre la evolucién humana; todo ello, enmarca

la paleogénética (Scholz et al., 2000).

El andlisis del aDNA permite construir hipdtesis basadas no sélo en inferencias
estadisticas basadas en relaciones filogenéticas y la historia evolutiva de
secuencias actuales, sino que ademds puede permite el andlisis directo de
secuencias provenientes del pasado, permitiendo estudiar la evolucion molecular
a fravés de largos periodos de tiempo (Hagelberg et al., 1994a; Hagelberg et al.,
1994b; Dennis et al., 2000; Montiel, 2001; Relethford, 2001; Cipollaro et al., 2005). En
el dmbito antropoldégico esta caracteristica podria, por ejemplo, contribuir a la
deduccién de las rutas y los tiempos de la expansidn humana fuera de Africa
(Dayton, 2003).

La técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1985;
Mullis y Faloona, 1987), ha marcado un avance técnico clave para el surgimiento
del aDNA como linea de investigacion al lograr obtener cantidades
exponenciales de copias de un determinado fragmento de DNA a partir de unas
pocas copias iniciales, incorporando una enzima termoestable conocida como

“Tag DNA polimerasa”

Hasta ahora, la mayoria de investigaciones con aDNA se han cenfrado en el
estudio del mtDNA, especialmente en la denominada regidon control (Hagelberg
et al, 1994a; Lalueza et al, 1997; Oota et al., 1999; Montiel, 2001; Ferndndez
Dominguez, 2005; Casa, 2005; Solérzano, 2006; Caramelli et al., 2007, entre otros),
no por ello se descarta la posibilidad de realizar investigaciones empleando ofros
marcadores genéticos como STRs nucleares y del cromosoma Y, como lo
demuestran algunos estudios (p.ej. Zierdt et al, 1996; Schultes et al., 1999;
Bramante et al., 2000). Existen metodologias efectivas para el andlisis de material
genético proveniente de material éseo o dentario, tanto para la extraccion de
DNA como para la eliminacion de la contaminacién superficial (Hagelberg et al.,
1991; Hoss y Padbo, 1993; Krings et al., 1997; Cipollaro et al., 2005;).
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1.3.- aDNA Y LOS SISTEMAS GENETICOS.

La historia evolutiva del hombre se puede inferir a través de diversas disciplinas
como la genética molecular que, utilizando diversas técnicas de vanguardia y
marcadores genéticos tanto autosémicos, del mtDNA (matrilineal), asi como del
NRY (patrilineal) (Underhill et al., 2000; Stumpf y Goldstein, 2001), para analizar
muestras pretéritas. Estas técnicas deben adaptarse a las condiciones bioldgicas

de las muestras arqueoldgicas (Cipollaro et al., 2005).

El estudio de estos marcadores brinda una importante informacién sobre la
diversidad genética y ayuda a establecer las posibles diferencias a lo largo de la
historia demogrdfica de una poblaciéon (Francalacci et al., 2003), resultados que
dentro del campo del aDNA, dependerdn siempre del estado de conservacion y
preservacion de los tejidos asi como del tiempo transcurrido y de las condiciones

ambientales a las que han estado sometidos los restos antiguos a analizar.

De igual manera es necesario tener en cuenta que se trata de muestras muy
susceptibles de ser contaminadas con DNA moderno (Casas, 2005). No obstante,
a pesar de estas dificultades bioldgicas que pueden interpretarse como
obstdculos, es posible recuperar y analizar pequenos fragmentos de aDNA,
siendo imprescindible aplicar estrictos criterios de esterilizacion, estableciendo
controles especificos y muy rigurosos de calidad y de autentificacion de los
productos obtenidos (Montiel et al.,, 2007). Entre los sistemas genéticos mas
empleados en los estudios con aDNA se citan: mtDNA, Cromosoma Y y STR

autosdmicos.

1.3.1.mtDNA:

Desde el punto de vista molecular el mtDNA se define como una
pequena molécula de estructura bicatenaria y circular compacta
localizada en la matriz mitocondrial (Fig. 1), con una longitud de 5

um y una masa molecular de 10 MDa, constituida

aproximadamente por 16.569 pares de bases y que no posee

intrones, de modo tal que las regiones que codifican son contiguas. En el ano
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1981, fue secuenciado en su totalidad por Anderson y colaboradores (1981) vy
revisado por Andrew y colaboradores (1999). Esta secuencia conocida como
Cambridge Reference Sequence (CRS), es utilizada como referencia en los

alineamientos nucleotidicos.

El genoma mitocondrial estd compuesto por dos cadenas o hebras: la cadena H
(pesada o Heavy) y la cadena L (ligera 6 Light), las cuales difieren segun el
contenido de bases purinicas (Lugue y Herréz, 2006). Estd constituido por una

region codificante y una regiéon no codificante, llamada bucle D (D-Loop).

Iatriz
Membranainterna

Mernbrana externa

~

o o

g
Mitocondria

Fig 1 - Autonomia
genética mitocondrial.

Cytochrome ¢ cdase |
Cytochrome ¢ axidase | <7

La regidn codificante que representa el 90% de su genoma, estd conformada por
37 genes: 13 para proteinas que son componentes esenciales de los complejos
enzimdaticos |, lll, IV y V del sistema de fosforilacion oxidativa (el complejo Il es
codificado completamente por el ADN nuclear), 2 RNAs ribosémicos y 22 RNAs de
transferencia, Utiles para sintetizar proteinas inframitocondriales (Wallace, 1995;

Rigoli, 2000).
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La regidn no codificante llamada también bucle D (D-loop) o zona de
desdoblamiento, senaloda con la letra a en la figura 1, cuenta
aproximadamente con 1.121 pb (Wallace, 1997) y representa alrededor de un
10% del genoma (Anderson ef al., 1981). Esta zona posee un alto grado de
polimorfismo, conteniendo ademds los promotores de transcripcion de ambas
cadenas y el origen de replicacion de la cadena pesada. En esta regién se
localizan dos segmentos hipervariables denominados | y Il (HVS-I'y HVS-II, por sus
siglas en inglés), observandose un mayor grado de variabilidad en el HVS-|
(Wakeley, 1993). En esta regidon se localizan puntos calientes (hotspots) con una
frecuencia de mutacidén muy alta, condicidon ésta que la hace apropiada para
los estudios forenses (Wakeley, 1993; Meyer et al., 1999; Ferndndez Dominguez,
20095).

Los primeros estudios del mtDNA se basaron en andlisis de RFLPs de la regién
codificante y fueron realizados por Wesley Brown en el ano 1980 (Brown, 1980).
Posteriores investigaciones se centraron en la HVS-I por ser la mds variable
(Vigilant et al., 1990), lo que hace que sea el segmento mds usado para estudiar
poblaciones humanas y del que se tiene mayor informacién (Handt et al., 1994;
Ingman, 2001). Finalmente, la combinacion del andlisis de los sitios polimorficos
estables en la regidon codificante (RFLPs) definidos para los distintos linajes
poblacionales y posterior secuenciacion de la region hipervariable | (HVS-I) o I
(HVS-Il), ha permitido una mayor diferenciacion y caracterizacion de los tipos

mitocondriales (Torroni et al., 1996; Randon et al., 1998; Macaulay et al., 1999).

La mayoria de las investigaciones con aDNA se han centrado en el estudio del
DNA mitocondrial (mtDNA), especialmente en la llamada regién de control
(Hagelberg et al., 1994a; Lalueza et al., 1997; Pakendorf et al., 2005; Ferndndez
Dominguez, 2005). No obstante, el andilisis combinado de los sitios polimorficos de
la regidn codificante con los observados en la regidon de control, permite
alcanzar un mayor nivel de fiabilidad en la autenticacion del aDNA mitocondrial
(Montiel et al., 2007).
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1.3.1.1 CARACTERISTICAS DEL GENOMA MITOCONDRIAL (mtDNA) .

Los marcadores genéticos del mtDNA confieren gran fiabilidad a los estudios de

identificacion de restos arqueoldgicos, ya que presentan caracteristicas muy

adecuadas para estos estudios (Hagelberg et al., 1994a; Montiel, 2001; Garcia et
al., 2002; Shen et al., 2004; Malgosa et al., 2005; Solérzano, 2006), ofreciendo una

posibilidad Unica de investigar sobre la historia humana pasada en un contexto

de macro y microevolucion, a pesar de las limitaciones técnicas y de

degradacién del DNA. Entre las caracteristicas que lo diferencian del DNA

nuclear, se pueden citar:

Herencia matrilineal: Giles y colaboradores en 1980, demostraron
gue este genoma se hereda por via monoparenteral femenina, lo que ha
permitido estudiar la antigledad de las mutaciones y analizar el flujo
migratorio de grupos humanos desde tiempos muy remotos, asi como
realizar la reconstrucciéon filogenética de poblaciones humanas, ya que
preserva la genealogia materna de las poblaciones (Cann et al., 1987;
Elson, 2001).

Esta forma de transmision hace que la acumulacion de cambios
nucleotidicos que se observa entre los individuos, sea funcién del tiempo
sin la intervencion de la recombinacién; asi pues los Unicos cambios que
han ocurrido, se deben exclusivamente a mutaciones a lo largo de
generaciones, preservandose la informacion filogenética. La falta de
recombinacién convierte al mtDNA en una herramienta privilegiada en

estudios evolutivos y en el andlisis de migraciones humanas.

Aunqgue la transmision de este marcador es exclusivamente materna (Fig.
2), algunos autores (Hagelberg, 2003), defienden la teoria de que la
discrepancia entre las distintas tasas de mutacién calculadas a través de
distintos estudios podria sostener que esta herencia también puede ser
paterna. Sobre este aspecto se ha deliberado, debido a los resultados de
algunos trabajos como el de Schwartz y Vissing (2002), quienes publicaron

un caso de herencia mitocondrial paterna, en un individuo con una

-10 -
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enfermedad mitocondrial que evidenciaba la recombinacién entre el

MIDNA de origen materno y paterno (Schwartz y Vissing, 2002)).

 ygii

Fig. 2 - La herencia materna del
mtPDNA

Md&s adelante, Bromhamn (2003), publica el estudio de un individuo en
cuyas células musculares existian dos haplotipos mitocondriales diferentes,
uno perteneciente ala madre y el otro idéntico al del padre. Estos estudios
hacen presumir la posibilidad de herencia paterna del miDNA humano,
pero la ausencia de referencias similares impide confirmarlo. En tal sentido,
la frecuencia de estos eventos determinaria su verdadera importancia en

estudios evolutivos y de genética de poblaciones.

Binding proteins: A diferencia del DNA nuclear, el miDNA no
presenta histonas, pero en su lugar se encuentran unas proteinas de unién
(binding proteins) parecidas a las histonas (histone like), conformando una
estructura denominada nucleoides la cual podria ayudar a preservar el

DNA por mds tiempo.

Poliplasmia: En comparacion con el DNA nuclear, el mtDNA presenta
un gran numero de copias en cada célula (Ilzagirre, 1998; Keyser-Tracqui et
al., 2002), incrementando su probabilidad de preservacion. La presencia
de multiples copias de esta molécula en cada mitocondria, asi como la

probabilidad de que algunas copias sobrevivan durante periodos de

-11 -
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tiempo substanciales, permiten definir al mtDNA como un marcador

genético confiable.

Alta tasa de mutacién: La tasa de mutacion del mtDNA es 5 a 10
veces mayor que el DNA nuclear (Ingman, 2000; Martinez-Arias et al., 2000;
Pakendorf et al., 2005; entre otfros) lo que determina su utilidad en estudios
evolutivos tanto intraespecificos como entre especies préoximas (Elson et
al., 2001), sirviendo ademds para calibrar la historia de las poblaciones

humanas (Sigurdardottir et al., 2000).

La tasa de mutacion mitocondrial explica también la gran variabilidad de
secuencias de mtDNA entre individuos que han resultado muy Utiles para
los estudios antropoldgicos, etnoldgicos y forenses, constituyendo la base
de la hipdtesis de que el hombre actual desciende de una mujer que vivid
en Africa hace unos 100.000 - 200.000 afos, la denominada "Eva
mitocondrial" (Cann et al., 1987). Segun Neckelmann y colaboradores
(1987), esta caracteristica es probablemente una consecuencia de la falta
de histonas. Aunado a esta propiedad, la falta de un sistema de
reparacion efectivo contribuye de igual manera a la acumulaciéon de

mutaciones.

Polimorfismo: La alta tasa de mutacion del mtDNA resulta en un
elevado contenido de polimorfismo, 1o que es esencial para estudios
poblacionales. Asi, los estudios de polimorfismos del mtDNA han permitido
tener un mejor conocimiento de las migraciones de las poblaciones

humanas (Torroni et al., 1993; Bailliet et al., 1994).

Segregacién mitética: Durante la division celular, las mitocondrias se
distribuyen entre las nuevas células de forma aleatoria. Todo individuo
presenta normalmente un Unico genoma mitocondrial idéntico
(homoplasmia) en todas sus células, pero al ocurrir una mutacion se
generan dos poblaciones de mMiDNA, una normal y otra mutada

(heteropldsmica). La proporcion de mtDNA mutado puede variar y por lo

-12 -
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tanto varia el fenotipo (Andreu et al, 2004). Sin embargo, Battersby vy
colaboradores (2003) senalan que podria existir un control nuclear sobre

este proceso.

1.3.1.2 LOS LINAJES MITOCONDRIALES EUROPEOS.

Los estudios de poblaciones humanas han descrito una serie de polimorfismos
ancestrales asociados, cuya combinaciéon han definido los llamados haplogrupos
(Benedictus et al., 1999) definidos como tipos de mtDNA usados comUnmente en
la reconstruccion de los distintos linajes (Torroni et al., 1998; Macaulay et al., 1999,
2000; Richards et al., 2000). Hoy en dia, han sido identificados diversos
haplogrupos oriundos de Africa, Europa, Asia, islas del Pacifico y América (Fig. 3)
incluyendo grupos étnicos particulares. Estos haplogrupos siendo especificos de
una regidon geogrdfica determinada, a veces se encuentran en ofro contexto
debido a movimientos migratorios. Es por ello que, dada la naturaleza genética
del mtDNA, cada continente presenta haplogrupos especificos (Fig. 3), tal como
lo afirman diversos estudios (Wallace y Torroni, 1992; Richards et al., 1996; Salas et
al., 2002).

Los datos aportados en algunos estudios (Torroni et al., 1998, Macaulay et al.,
1999; Richards et al., 2000), han demostrado que los clusters o haplogrupos
principales que engloban la variabilidad mitocondrial de Europa son H, |, J, K, M,
T, U, V. Wy X (Torroni et al., 1996), pero dentro de estos 10 haplogrupos, 7 de ellos
(H, 1, J, K, T, V, W) se destacan exclusivamente en Europa desde la separacion
entre caucasoides ancestrales y los africanos y asidticos. No obstante, Mishmar et
al. (2003), senalan que la mayor parte de los haplogrupos europeos, derivan del

macrohaplogrupo N proveniente del Oriente Medio.

Estos haplogrupos presentan una distribucidon geogrdfica en el continente
europeo, mostrando una alta homogeneidad genética (Comas et al., 1997;
Simoni et al., 2000; Richards et al., 2002). En relacion a este aspecto, autores
como Richards ef al., 1996 e lzaguirre et al., 1999, plantean que en Europa la
variabilidad mitocondrial en relacién a los haplogrupos, proviene de poblaciones

del Paleolitico Superior con una anfigledad de 20.000-50.000 anos. La mayoria

-13 -
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de los datos aportados por estudios realizados con los principales linajes del
genoma mitocondrial, demuestran que los haplogrupos H y U son los que

presentan una mayor frecuencia (Richards ef al., 1996; Maca-Meyer et al., 2001).

En cuanto al haplogrupo H, se trata del clado mds frecuente entre las
poblaciones europeas (Santos, 2002) y tipicamente caucasoide. Estd definido por
la posicion polimdrfica -7025 Alu . Este haplogrupo se origind en el Proximo
Oriente hace 25.000-30.000 anos desde donde se expandié posteriormente hacia
Europa (Richards et al, 1998; Torroni et al., 1998). Recientemente, han sido
descritos 15 subhaplogrupos, definidos todos ellos por mutaciones en la HVS-I
(Achilli et al., 2004)

El haplogrupo U: Su sitio polimérfico es +12308 Hinf |, es casi especifico para
Europa, pero tiene una importante representaciéon en el norte de Africa (Torroni et
al., 1996) y Asia Cenftral, con una frecuencia estimada entre el 15y 30% (Kivisild et
al., 2004; Achilli et al., 2005). Estd determinado por la fransicion 12308 A > G
(Finnild et al., 2001) y lo conforman subgrupos que van desde U1 a U8, siendo U5
el subhaplogrupo mdas antiguo (~50.000 YBP) (Richards et al., 2000) e incluyendo al

subhaplogrupo K (Hae ll), como uno de ellos (Richards et al., 1998).

El haplogrupo W (Hae lll) se considera uno de los menos frecuentes en Europa y
de acuerdo con Richards y colaboradores 1998), es un haplogrupo relativamente
antiguo (12000 a 18000 YBP). El sitio polimérfico para este haplogrupo es el -8994
Hae Il y los cambios nucleotidicos tipicos son: 16223 T—C, 16292 T-C.

En relaciéon a los haplogrupos T (-15606 Alu |) e | (+9052 Hae ), su antigledad se
estima en aproximadamente 35.000 anos, como producto de la enfrada de
Homo sapiens en Europa, mientras que el haplogrupo V, caracterizado por el
cambio nucleotidico T—C en la posicion 16298 de la region control (Torroni et al.,
2001) vy el sitio polimdrfico -4575 Nla lll, se estima entre 12.000 y 13.000 anos de

antigledad.

-14 -
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El origen geogrdfico del haplogrupo V se situa en el norte de la Peninsula ibérica y
Sur de Francia (lzagirre, 1998; Torroni et al., 1998). Sin embargo, estos autores
describen que se frata de un haplogrupo que en poblaciones aisladas se
encuentra en muy alta frecuencia, como por ejemplo entre los beréberes del
Norte de Africa (20%), pero se halla virtualmente ausente en el sureste de Europa
y en el Medio Oriente. Asimismo, el haplogrupo J, se caracteriza por los cambios
nucleotidicos 16126 T-C y 16261 T—-C a nivel de la regidon control y por el sitio
polimorfico +15665 Alu |. Autores como Richards y colaboradores (1998), senalan
que la presencia de este haplogrupo en Europa, fue debida a un flujo migratorio
desde el Medio Oriente coincidiendo con al expansion neolitica

aproximadamente entre 12.500 y 6.000 anos (Ferndndez et al., 2000).

1.3.1.3 LINAJES MITOCONDRIALES EN AFRICA, OCEANIA, AMERICA Y
ASTA.

En la distribucion de los haplogrupos en la poblacion africana, existe un
predominio del macrohaplogrupo L del cual se originan los principales
haplogrupos LO, L1, L2, L3, L4 y L5 (Watson, 1997; Torroni et al., 2001). De igual
manera, una proporcion importante de los haplogrupos M y N que derivan del
haplogrupo L3, se encuentran presentes en este continente ocupando la region

noreste de Africa.

Los estudios de la diversidad del mtDNA en América han revelado que todos los
nativos del continente pertenecen a uno de los 4 haplogrupos de origen asidtico:
A, B, C o D (Torroni et al., 1992) y mds recientemente se ha determinado que un
pequeno grupo de amerindios de Norteamérica pertenecen al haplogrupo X
(Brown et al., 1998; Reidla et al., 2003). En Oceania se puede observar un gran
numero de linajes de origen asidtico, especificamente los haplogrupos B, Fy E y
del macrohaplogrupo N. Por ofra parte, también estdn presentes 3 haplogrupos
del superhaplogrupo M, determinados en el norte de Ias Islas Melanesia y que son
especificos de este continente (Merriwether et al., 2005). Por otra parte, en Asia,
existe un predominio del haplogrupo M (Torroni ef al, 1994) y los que
corresponden al macrohaplogrupo N, ademdas de los haplogrupos H, I, J, T, N1, U,
Xy W (Yao et al., 2002).
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1.4.- APLICACION DE LOS ESTUDIOS DE aDNA.

A partir de la década de los 80, con el reciente desarrollo de la biologia
molecular, se han realizado estudios muy significativos empleando diversos
marcadores genéticos, que han permitido el andlisis de DNA procedente de
tejidos blandos momificados, dientes y huesos antiguos, tanto humanos como de
animales ya extintos (Higuchi et al., 1984; Horai et al., 1991; Krings et al., 1997;
Padbo et al., 1998; Hagelberg et al., 1998; Montiel, 2001; Willerslev y Cooper, 2005;
Malgosa et al., 2005; Solérzano, 2006).

El rango de antigledad vy las condiciones de conservacion son elementos clave
que hay que tener en cuenta a la hora de procesar restos antiguos; en tal
sentido, Hagelberg y colaboradores (1991), apoyaron una estrecha relacién entre

la preservacion externa y la eficacia de la amplificacion de las muestras antiguas.

El aDNA como registro histérico no sélo permite el andlisis bajo un prisma
evolutivo, sino que contribuye también a clarificar aspectos del poblamiento de
cada continente (Lalueza et al., 2003) y conocer la composicion genética de las
poblaciones del pasado, para luego compararla con la del presente e inferir los
procesos evolutivos que han tenido lugar a lo largo de la historia (Izagirre y De la
RUa, 2000), razén clara para constfituir una herramienta utilizada en diversos
campos cientificos entre los que es posible destacar la biologia evolutiva, la

ecologia, la antropologia, la arqueologia, la paleontologia o la genética forense.

Los objetivos que se persiguen al analizar aDNA empleando como marcador
genético el miDNA en restos antiguos, se puede resumir en los siguientes

aspectos:

> Contribuir a la reconstruccion de las poblaciones antiguas mediante su
caracterizacién genética, ejemplo de ellos son los estudios de secuencias
de DNA del hombre de Neandertal (Krings et al., 2000; Ovchinnikov et al.,
2000; Cooper et al., 2000; Goodwin et al.,, 2000; Caramelli et al., 2003;
Green ef al., 2006; Lalueza-Fox et al., 2005a, 2007; Lalueza-Fox, 2006; Green
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et al., 2008; Gonzdlez, 2009 ), asi como los estudios originales de Svante
Padbo (1985a, 1985b) donde lograron recuperar DNA de una momia
egipcia, que se convirtié en uno de los trabajas mds relevantes dentro del
campo de aDNA ya que marcan el inicio de este nuevo campo de

investigacion.

Caracterizar genéticamente las poblaciones antiguas (; Izagirre, 1998;
Stone y Stoneking, 1998; Montiel, 2001; Maca-Meyer, 2002; Keyser-Tracqui
et al., 2006; Diaz et al., 2004; Haak et al., 2005; Ferndndez Dominguez, 2005;
Ricaut et al., 2005; Solérzano, 2006).

Reconstruir el origen de las poblaciones humanas;

Determinar el sexo de individuos con un diagndstico morfoldgico incierto y
analizar relaciones familiares de individuos eventualmente emparentados

(tumbas dobles o triples).

Aportar investigaciones en el campo de las ciencias forenses (Gill et al.,
1994; Jobling y Gill, 2004)

Analizar el origen étnico y las migraciones (Torroni et al., 1996; Richards et
al., 2000; Ricaut et al., 2004; Montiel et al., 2005; Merriwether et al., 2005;
Solérzano, 2006).

Aportar datos para el estudio Paleomicrobioldgico, dedicado a la
deteccion genética de organismos microbianos en restos antiguos
ofreciendo una nueva aproximacion al estudio de enfermedades
infecciosas (Spigelmann y Lemma, 1993; Rafi et al., 1994; Drancourt et al.,
1998; Kolman et al., 1999; Montiel et al., 2003; Solérzano et al., 2004;
Smerling, 2004; Guhl, 2005; Zink et al., 2005; Malgosa et al., 2005).

Aportar informacién para los estudios zooldgicos y la Paleontologia:

(Higuchi et al., 1984; Cooper et al., 1992; Cano et al., 1993; Hagelberg et
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al., 1994a; Austin et al., 1997; Olson et al., 2003; Lalueza-Fox et al., 2005b,
Ascunce et al., 2007).

» Contribuir al estudio de la dieta alimenticia de organismos antiguos
mediante el andlisis de coprolitos o excrementos fosilizados (Kohn et al.,
1995; Poinar et al., 1998, 2003).

» Identificacion de flora (Golenberg et al., 1990; Willerslev et al., 2003).

1.5.- FUENTES PRINCIPALES PARA LA OBTENCION DE
aDNA.

Al tfrabajar con aDNA se seleccionan como fuentes principales, preferiblemente
dientes y huesos (Iwamura et al., 2004) ya que son las estructuras que mejor
resisten los procesos tafondmicos, asi como la bioerosion y la diagénesis,
preservandose el material genético (Kurosaki et al, 1993; Oota et al., 1995;
Montiel et al., 2001) por el alto contenido de la hidroxiapatita, donde la molécula
de DNA queda comprimida entre sus cristales (fosfato de calcio) confiriéndole
estabilidad (Freifelder, 1982.). Sin embargo, la posibiidad de extraer DNA de
huesos antiguos asi como de los dientes, depende asimismo de factores
ambientales tales como la temperatura y la humedad, a los cuales pudieron

haber estado sometidos estas estructuras (Stoneking, 1997).

1.5.1 TEJIDO OSEO:

Compuesto por células propias del tejido y una matriz intercelular, que consta de

dos fases:

e Organica: La matriz orgdnica contiene colageno tipo | en el 90% el cual
se encuentra dispuesto en haces paralelos, mientras que el 10% restante
estd formado por mucopolisacdridos sulfatados y algunas glucoproteinas,

otras proteinas y lipidos (Riancho y Gutierrez, 2003, Arnett, 2003).
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e Inorgéanica: Compuesta en el 80% por sales de calcio precipitadas,
fundamentalmente bajo la forma de cristales de hidroxiapatita los cuales
se hallan incrustados entre las fibras coldgenas y el resto por fosfato de

calcio en forma amorfa y sales de calcio (Arnett, 2003).

Los primeros datos de investigaciones basadas en el andilisis de DNA proveniente
de huesos antfiguos, reportan la amplificacion de fragmentos de un tamano
mayor a 233 pb en huesos de 6.000 anos de antigiedad (Horai et al., 1989) y
mayor a 600 pb en huesos de 750 anos (Hagelberg et al., 1989).

En tal sentfido, investigadores del Instituto Cientifico Weizmann encabezados por
Salomén y colaboradores (2005), realizaron estudios sobre una nueva fuente de
DNA antiguo preservado en huesos fosiles y frata sobre acumulaciones minerales
localizadas en estas estructuras, confirmando que en los huesos, ciertas células
consiguen fijar cristales de hidroxiapatita en una matriz de coldgeno y parte del

DNA queda enclavado en esa estructura.

1.5.2 TEJIDO DENTARIO.

Al igual que los huesos, los dientes se consideran un material Util dentro de la
paleogenética, por ser las estructuras anatdmicas mds frecuentes y mejor
conservadas del registro fosil. Representan un tejido fundamental para la
extraccion de DNA de restos antiguos, debido a su alto contenido de
hidroxiapatita, compuesto que contribuye a la preservacion del material
genético, pues de acuerdo con Sambrook y colaboradores (1989), el DNA
presenta una alta afinidad por este compuesto inorgdnico (hidroxiapatita), lo

que lo protegeria de las enzimas y evitando, de esta manera, su degradacion.

La corona del diente se halla recubierta por el esmalte, seguido de denting,
mientras que la raiz, lo estd por el cemento (Fig. 4). El esmalte, como
revestimiento histolégico es considerado el tejido mdas duro del organismo. El 96-
99% de este tejido lo conforman los cristales de hidroxiapatita cdicica
carbonatada organizada en forma de prismas (Escardte et al., 2008), los cuales

se encuentran ordenados y empaquetados por matriz orgdnica (Durso y Abal,
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2008), el cual representa entre un 4% y un 6% de su composicion. En la literatura
actual, los prismas estdn considerados como la unidad estructural bdsica del
esmalte (Bhaskar, 1986; Guevara, 2000; Gémez de Ferraris et al., 2002) y apenas

entre un 4% y un 6% representa la matriz orgdanica.

Fig. 4- Disposicién histolédgica de las capas
estructurales del diente, vistas a fraves de un
preparado con técnica de desmineralizacién: E:
Esmalte, D: dentina, C:cemento y P: Cavidad
pulpar (Gonzalez, 1997).

En este tejido estdn presente los prismas adamantinos (Fig. 5), los cuales lo
atraviesan desde la unién amelo-dentinaria hasta la superficie externa del diente
(Gonzdlez, 1997).

Estrias |

Fig. 5 - Disposicion
histolégica de los prismas
Prisma adamantinos.

Corte
longitudinal

odlusal Orientacién
de las
$ cabezas
v colas de
gingival los prismas
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La dentina, es el tejido mineralizado que ocupa el mayor volumen en la pieza
dental y estd formado aproximadamente por un 70% de matriz inorgdnica

(Boskey, 2007) y un 40% de matriz orgdnica compuesta por coldgeno.

Tanto el esmalte como la dentina presentan la misma base inorgdnica (Gil- et al.,
2008) representada por los cristales de fosfato de calcio cristalino (hidroxiapatita).
Estos cristales que representan el principal componente inorgdnico tanto de
huesos como de dientes (lvanova et al., 2001; Londono et al., 2006) varian de
tamano, asi tenemos que los de la dentina suelen ser de un tamano menor que
los del esmalte y semejantes a los del tejido dseo. La durabilidad y resistencia de
estos tejidos dependerd de la concentraciéon de dichos cristales (Guevara, 2000),
la cual es mayor en las piezas dentarias que en los huesos, lo que explicaria la

mayor supervivencia del DNA en los dientes (DeGusta et al., 1994).

Por otra parte, la absorcién de DNA a nivel de los cristales de hidroxiapatita en los
huesos y en los tejidos dentarios (Kemp y Smith, 2005), aunadas a las
caracteristicas anatomo-histologicas del diente y del hueso compacto,
explicarian la razén por la cual la recuperacion de DNA es mayor a partir de
dientes y didfisis de huesos largos (tejido éseo compacto) que a partir de tejido
6seo esponjoso, donde la proteccién del DNA seria mucho menor; cabe resaltar
que autores como Ubelaker (1978) enfatizan que su conservacion suele ser mejor
en los dientes que el tejido 6seo a causa de la dureza que proporciona la

dentina y el esmalte, aportando una capa protectora extraordinaria.

1.6 PROBLEMATICA ASOCIADA AL ANALISIS DE
aDNA.

La problemdtica mds frecuente que se presenta en este tipo de andlisis viene
dada fundamentaimente por el dano molecular, que se produce en el DNA
derivado de la muerte celular, asi como los fendmenos de contaminacioén vy la
inhibicion. Otros factores que potencian el dano molecular en el aDNA, son los
agentes oxidantes, las radiaciones, los dcidos humicos y fulvicos, la temperatura,
la humedad, el pH (Hagelberg et al., 1989) y las nucleasas, provocando

determinados artefactos que pueden llevar a interpretaciones erréneas.
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El dano que producen se puede resumir bdsicamente en dos tipos de problemas:
fragmentacion del DNA en segmentos muy cortos y cambios nucleotidicos en la
secuencia (Hoss y Padbo, 1993; Hofreiter et al., 2000), lo que puede traer como
consecuencia, una mayor dificultad en la recuperacion del material e incluso en

la autenticaciéon de los resultados.

1.6.1 DEGRADACION POST-MORTEM Y DANO MOLECULAR.

Existen dos mecanismos tras la muerte (Bér et al., 1988) que afectan directamente
al DNA como son la autolisis (autodigestion mediante enzimas liberadas por los
lisosomas celulares, aumentando la actividad enzimdtica de las nucleasas) y la
putrefaccion (descomposicion anaerdbica de proteinas). Dichos mecanismos
ayudados por la humedad, conllevan la degradacion del DNA. Perry vy
colaboradores (1988) demostraron con sus andlisis que a mayor grado de

humedad, existia el riesgo de una mayor degradacion.

Autores como Lindahl y Nyberg (1972) y Hofreiter y colaboradores (2001), afirman
que en el proceso de depurinizacion del DNA, tanto la humedad como la
temperatura juegan un papel importante. Los procesos hidroliticos constituyen
pues uno de los mecanismos de descomposicion (Rogan y Salvo, 1991), por lo
que en ausencia de agua, los danos quimicos del DNA se reducen (P&ddbo y
Wilson, 1991).

El impacto negativo de estos factores se incrementa con el tiempo y la
temperatura. Una molécula de DNA hidratada se degrada en un periodo de
1.000 anos a una temperatura moderada. Un descenso de 20°C ralentiza de 10 a
25 veces el periodo de degradacion en las mismas condiciones (Hoss et al., 1996).
De esta manera, la degradacion quimica que sufre el DNA a lo largo del tiempo
se fundamenta en procesos importantes tales como la hidrdlisis y la oxidacion,
que destruyen el puente de unidn de la base nitrogenada-azicar (Bada et al.,
1999) que unen las diferentes desoxirribosas entre si, provocando la
fragmentacioén de las cadenas de DNA (Lindahl y Nyberg, 1972), y que conllevan

a modificar la estructura nucleotidica (Handt et al., 1994; Bouwman et al., 2006).

-23 -



Bahia de Alcudia, Mallorca: Un crisol genético en el Mediterréaneo.
Introduccioén

El fendbmeno conocido como cross-linking afecta también a la amplificacion del
DNA (Padbo, 1989) y consiste en la apariciéon de uniones inespecificas entre
cadenas de DNA que pueden llegar a formar estructuras complejas por

condensacion de esas dobles cadenas.

1.6.2 PRESENCIA DE SUSTANCIAS INHIBIDORAS DE LA PCR.

Los inhibidores de la PCR son contaminantes orgdnicos e inorgdnicos que co-
precipitan con el DNA durante la extraccion y que inhiben parcial o
completamente la PCR, ya que operan directamente sobre la accidn de la Tag
DNA polimerasa. Su presencia da como resultado falsos negativos (P&abo et al.,
1988; Hochmeister et al., 1991).

En las muestras de restos antiguos, es frecuente la presencia de estas sustancias
que podrian ser subproductos de degradacidon orgdnica (productos de la
reaccion Maillard, productos de degradacion del propio DNA); dcidos humicos
y/o fuUlvicos (provenientes del suelo) asi como, residuos de porfirinas y taninos
entre otfros (Montiel et al., 1997; Scholz et al., 1998).

Otro factor apuntado por otros autores (Ferndndez Dominguez, 2005), es
referente a la humedad del enterramiento, ya que favorece al proceso de
degradacién, acelerando los procesos hidroliticos, aumentando de esta manera,
la posibilidad de que los restos esqueléticos contengan sustancias inhibidoras de
la PCR.

También la presencia de elevadas cantidades de DNA contaminante exdgeno
puede producir un efecto similar y afectar la eficacia de la PCR. Se trata del DNA
procedente tanto del propio organismo como de microorganismos (bacterias,
hongos, entre otros), que pueden causar reacciones competitivas durante la
amplificacion. Si el DNA exdgeno confiene sitios complementarios a los
cebadores de la reaccién PCR, se generan productos de PCR no especificos o
provocan que la reaccion se inhiba totalmente dando como resultado un falso

negativo.
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La presencia de sustancias inhibidoras puede ser reconocida de dos maneras:

e Coloracion marrdn del extractos de DNA. Algunos autores (Padbo, 1989;
Habelberg et al., 1991) lo relacionan con la formacion de productos de la
reduccidén de azicares; no obstante, taninos y dcidos hUmicos también

proporcionan una coloracién marrén (Fig 6), e inhibicion de la PCR.

Fig. 6 Exiracto posiblemente
inhibitorio

e Porla presencia en los geles de agarosa de una fluorescencia azul emitida

bajo la luz U.V. (Kolman y Turros, 2000).

Sin embargo, las sustancias inhibidoras pueden minimizarse mediante diferentes

técnicas:

e Purificacion del DNA.

e Incrementando la concentracién de la Tag DNA polimerasa tomando en
cuenta que una aumento exagerado puede conducir a errores en la
amplificacién (Higuchi et al., 1999; Higuchi, 1992).

e Incorporacién de albUmina bovina (BSA) la cual actua sobre los inhibidores
del tipo de las porfirinas (P&dbo.et al., 1990) y favorece ademds, la

actividad enzimdatica (Hagelberg et al., 1989; Hochmeister et al., 1991).
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e Diluciones seriadas de DNA si se fiene suficiente DNA molde ya que en
caso contrario al diluir el inhibidor también se diluye el DNA, afectando en
este caso la reaccién de PCR por falta de molde (Francalacci, 1995) .

e Almacenando los tubos a 4°C, lo que podria producir una precipitacion de
las substancias inhibitorias y su unidn a las paredes de polipropileno del
tubo (Montiel et al., 1997; Montiel, 2001).

1.6.3 CONTAMINACION.

La posibilidad de contaminacién de la muestra con DNA previamente extraido o
amplificado o incluso del propio manipulador, hace necesario un exquisito
cuidado en la manipulacion de los especimenes, constituyendo el principal
problema de la experimentacion con aDNA humano (Handt et al., 1994, 1996;
Richards et al., 1995; Stoneking, 1995, Montiel, 2001; Sampietro et al., 2006). Esta
contaminacion, puede producirse fuera o dentro del laboratorio y provenir de

distintas fuentes:

a. Antes de la deposicion, si se han llevado a cabo ritos funerarios que
incluyen el uso de sangre o heces y durante el proceso diagenético, en el

caso de enterramientos multiples (Brown et al., 1992).

b.- Manejo inadecuado por parte de quien manipula los restos humanos en
el momento de ser extraidos de los yacimientos o durante su estudio. Por ello
es imprescindible el uso de guantes y mascarillas y evitar el contacto con el
agua, ya que no sélo puede aumentar el riesgo de contaminacion previa a
su tratamiento molecular, sino que el riesgo de degradaciéon es mayor

(Izagirre et al., 2005).

c.- Amplicones procedentes de reacciones de PCR anteriores, ya que de
una sola reaccién se originan infinidades de particulas en forma de
aerosoles que pueden quedar dentro del ambiente de trabagjo,
produciéndose lo que se conoce como contaminacion cruzada o carry

over.
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d.- Uso de reactivos y suministros de laboratorio contaminados durante su

manipulaciéon, envasado y distribuciéon (Kemp et al., 2005).

Existen métodos empleado por investigadores en el campo del aDNA, con los

cuales se trata de eliminar cualquier contaminacion. Entre ellos podemos citar:

e Lavado de las superficie externa de los huesos o dientes, con hipoclorito
de sodio (Na2Cl) en concentraciones apropiadas (Kemp et al., 2005).

e Abrasidon de la superficie externa de los huesos a fin eliminar posibles trazas
de DNA exdgeno proveniente de manipulaciones previas.

e Extraccion de la muestra del interior del hueso (hueso compacto) o del
diente (tejido dentinario que rodea el canal radicular).

e Irradiacién con luz UV.

1.7 AUTENTICACION DEL aDNA.

Trabajar con aDNA, requiere de la aplicacion de una serie de directrices bdsicas
gue se engloban bajo el titulo “Criterios de Autenticidad”, a fin de demostrar la
autenticidad de los resultados. En el presente estudio se han seguido la mayoria
de los procedimientos bdsicos, segun la revision de P&dbo y colaboradores (2004)
y Montiel y col. (2007):

» LABORATORIO, EQUIPAMIENTO E INSTRUMENTAL EXCLUSIVO
PARA ADNA Y SEPARACION DE LAS AREAS DE TRABAJO PRE-PCR

Y POST-PCR.
Para manipular DNA proveniente de restos antiguos es imprescindible un
laboratorio adecuado para la extraccién y preparacion de reacciones de
PCR, separado fisicamente de los procesos Post-PCR, con el propdsito de
minimizar la posible contaminacidén con DNA exdgeno. Por otra parte, este
espacio debe contar con una unidad de presidn de aire positiva y cabinas
de flujo laminar sometidas de forma habitual a radiacion con UV para su

descontaminacion. Asimismo, la limpieza con soluciones desinfectantes
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como la lejia (hipoclorito de sodio), la utilizaciéon de material estéril y el uso

de reactivos alicuotados, son precauciones rutinarias a seguir.

USO DE INDUMENTARIA ADECUADA.

De forma rufinaria debe utilizarse una indumentaria  apropiada como
doble guante, bata, cofias, gorros, mascarillas faciales de un solo uso vy

lentes protectores.

CARACTERIZACION GENETICA DEL INVESTIGADOR.
Al trabajar con aDNA se hace indispensable la identificacion vy
secuenciacion el DNA de los investigadores, ya que constituye la principal

fuente de contaminacion natural en el laboratorio.

ELIMINACION DE LA CAPA SUPERFICIAL DE LA MUESTRA.

Criterio que debe aplicarse con el fin de eliminar los restos de fierra y el

DNA superficial.

PROCESAMIENTO DE BLANCOS EXTRACCION Y DE AMPLIFICACION.

Todos los procedimientos deben ir acompanados de controles que
contienen sélo los reactivos y ayudan a detectar una posible
contaminacién. La presencia de una banda de amplificaciéon en los
mismos indica la presencia de DNA contaminante durante el proceso

experimental.

SENTIDO FILOGENETICO.

Las secuencias obtenidas deben concordar con las descritas para el drea

geogrdafica a la cual corresponden las muestras, y a la misma especie.

REALIZACION DE VARIAS EXTRACCIONES DE UN MISMO ESPECIMEN

Esto se aplica para demostrar la reproducibilidad del especimen.
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REPLICACION DE TODO EL PROCESO EXPERIMENTAL EN UN
LABORATORIO INDEPENDIENTE.
Con ello se pretende eliminar la posibilidad de contaminacidn procedente

del propio laboratorio no detectada en los blancos. .

CLONACION BACTERIANA DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION Y
SECUENCIACION DE MULTIPLES CLONES.

Esta técnica permite valorar la homogeneidad o heterogeneidad de las
secuencias de cada producto de PCR y evaluar la presencia de
contaminaciones, modificaciones moleculares o errores de la polimerasa,
que pueden pasar inadvertidas, sobre todo cuando la reaccion de PCR se
realiza a partir de muy pocas moléculas de DNA originales. Estos errores
tendrdn una especial significaciéon cuando el DNA molde se encuentre

danado molecularmente (Hofreiter et al. 2001a, 2001b)

DETERMINACION DE VARIABILIDAD MITOCONDRIAL ENTRE LAS
MUESTRAS DE UN MISMO GRUPO O SET DE EXTRACCION.

La existencia de mds de un tipo mitocondrial disipa la posibiidad de

contaminacién, contribuyendo con la autenticidad de los resultados.

CORRESPONDENCIA ENTRE DISTINTOS MARCADORES.
La relacién natural entre los polimorfismos de la regién de control y la
region codificante del mMiDNA pueden constituir un criterio de

autenticacion.

CARACTERIZACION ARQUEOLOGICA DE LAS

NECROPOLIS ESTUDIADAS.

En la presente investigacion, han sido analizados los restos humanos de fres

Necropolis situadas en la Bahia de Alcudia al noreste de la Isla de Mallorca en el

archipiélago Balear (Fig. 7), donde se encuentran importantes yacimientos

prehistéricos de diferentes estadios culturales: Son Real (Font, 1974) y S'lllot des
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Porros (Malgosa, 1992) ambas series circunscritas en el contexto Talaydtico, vy la

Necropolis Tardorromana-Alto medieval de Can Reiners (Ortega, 2005).

El estudio de los restos humanos de estas tres necropolis, ha permitido conocer de
manera cronoldgica, la evolucidén de la poblacién antigua que ocupaba esta
region de la Isla a lo largo de 1000 anos, desde época talaydtica (siglo VI a.C)
(Fig. 7) hasta la Edad Media y con ello, reconstruir la base genética de sus

antepasados.

o 1
Mallorca ««

Fig. 7 - Poblaciones antiguas estudiadas en la presente Tesis.

1.8.1 EPOCA TALAYOTICA.

En el periodo cronolégico que nos ocupa, se desarrolld una importante cultura
dentro del contexto de la prehistoria Balear, concretamente en las islas de
Mallorca y Menorca, denominadas por los griegos Islas Gimnasias, las cuales
fueron influenciadas por las civilizaciones mediterrdneas orientales, dando origen

a uno de los periodos mds importantes de su historia, la cultura Talaydtica.

-30-



Bahta de Alcudia, Mallorca: Un crisol genético en el Mediterraneo.
Introduccioén

Esta cultura correspondiente aproximadamente a la edad de Hierro (finales del
segundo milenio a.C hasta prdacticamente la ocupacidn romana), debe su
nombre a los Talayots, unas construcciones emblemdticas y abundantes de la

prehistoria balear.

Las Necropolis de S'lllot des Porros y
Son Real (Fig. 8) consideradas Unicas

en el contexto pre- y protohistérico

balear, se encuentran muy préximas
una de la otra. Estdn situadas en la
Bahia de Alcudia en el término
Municipal de Santa Margarida en la
parte septentrional de la Bahia de
Alcudia, en el noreste de la Isla de
Mallorca la mds grande de las Islas
que conforman el archipiélago
Balear en el Este del Mar

Mediterrdneo.

Fig. 8 - Necropolis Talaydticas.

Los estudios arqueoldgicos indican que la cultura Talaydética basd su economia
en los cultivos de cereales, la recoleccion de recursos marinos, la ganaderia, y la
agricultura (Malgosa, 1992; Alesdn et al., 1999); esto Ultimo demostrado por los

restos de hoces de silex hallados en los yacimientos mdas antiguos.

Dentro de este contexto, la similitud y la cercania de ambas necrépolis nos lleva
a preguntarnos si todo el conjunto representa un complejo funerario, ¢ si una de
ellas, pudo haber servido para los enterramientos de individuos pertenecientes a
la alta jerarquia dentro del mundo talaydtico mallorquin. Por su valor

arqueoldgico se describan brevemente:
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1.8.1.1 NECROPOLIS DE SON REAL (SR) .

Necroépolis conocida como “el cementerio de los fenicios” (Font, 1974) o también
como “Punta de los Fenicios” (Herndndez et al., 1998). Se trata de una necrdpolis
perteneciente al periodo talayético avanzado, que cronoldégicamente
corresponde a los siglos VI a Il a.C. Se caracteriza por presentar diferentes

estructuras arquitectonicas funerarias (Guerrero et al., 2006).

La excavacion se inicidé en el ano 1957, bajo la direccién de Miguel Tarradell y
Daniel Woods, encontrdndose los restos de 165 individuos en posicion encogida.
Reviste gran interés sus construcciones funerarias (Font, 1974): en este yacimiento
se han encontrado distintos tipos de sepulturas (Tarradell y Woods, 1959),
clasificadas segun la construcciéon y el uso funerario en 6 tipos, siendo la mas
frecuente por su cardcter familiar o individual, la sepultura tipo 1 de planta
rectangular con cabecera redondeada (Fig. 9), llamada también micronaveta
(Pericot et al., 1975).

Fig. 9 - Necrépolis de Son Real: Tumba en

forma de micronaveta.

Lo mismo sucede con ofras sepulturas circulares y rectangulares, excepto la del
tipo 6, tumba de forma rectangular y de menor calidad, construida sobre arena
donde el ritual funerario, la incineracion, era practicado hacia el Ultimo periodo
de utilizacién de la necropolis. La mayor parte de las construcciones

corresponden a enterramientos multiples (Font, 1974).
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Debido a los cambios de rituales de enterramiento, se cree que en un principio
era un cementerio exclusivo para clases dominantes por los tipos de monumentos
encontrados, pero que evoluciond poco a poco hacia una cierta masificacion
(Font, 1974). Los estudios morfoldgicos realizados por Font en 1974, refieren una
tipologia mediterrdnea, aunque también indican una posible relacién de

Mallorca con poblaciones del Mediterrdneo Oriental.

1.8.1.2 NECROPOLIS DE S’ILLOT DES PORROS (IP) .

Este cementerio prehistérico, perteneciente a la cultura Talaydtica avanzada y
que data entre los s. VIl a.C., de la Edad de Hierro (Malgosa, 1985; 1992), se
encuentra ubicado en un pequeno islote plano de forma elipsoidal, situado a
unos 70 m aproximadamente de la linea de la costa guardando una estrecha

relacion con la gran necrépolis de Son Real (Tarradell, 1964).

Los trabajos de excavacion de esta necrépolis se iniciaron bajo la direccion del
Dr. Miguel Tarradell desde el ano 1959, hasta 1969, volviéndose a excavar entre
los anos1996-1998. Este yacimiento consta de aproximadamente 285 individuos
(Malgosa, 1985, 1992; Alesan, 1990).

Se trata de tres grandes sepulcros colectivos (Tarradell, 1964; Herndndez et al.,
1998), descritos por Tarradell como circulos A, B y C (Fig. 10), siendo este Ultimo
circulo el lugar donde fueron inhumados la mayoria de los individuos. La zona
oeste del islote estaba ocupada por enterramientos individuales realizados
directamente en el suelo o con pequenas construcciones. Esta zona de
enterramientos exteriores, pero cercanos a los tres circulos, sugiere que fue usada
por un grupo social de estatus inferior, teniendo en cuenta la escasa riqueza de

los materiales encontrados (Herndndez et al., 1998).

Se puede diferenciar dos periodos en esta necrdpolis, caracterizados por tener
distintos ritos funerarios (Tarradell,1964):

e Lalnhumacion, enla que los cuerpos eran depositados sobre la tierra.

e La Incineracién, practicada en dos grandes cdmaras excavadas

directamente sobre la roca.
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Fig. 10 - Necropolis Talaydtica de
S'lllot des Porros.

limit de sedimenlacia consermda ©

Los restos recuperados en esta necropolis han sido estudiados morfoldgica y
guimicamente y han sido sometidos a distintos estudios a nivel descriptivo
(Castellana et al., 1988, 1992), comparativo (Carrasco y Malgosa, 1990aq;
Malgosa, 1988, 1992), de crecimiento (Alesdn y Malgosa, 1996), paleodietético
(Castellana et al., 1989; Subird et al., 1989; Subird y Malgosa, 1990; 1991;
19920;19922b), demogrdfico (Alesan et al., 1999), patoldgico (Malgosa y
Campillo 1991; Subird et al., 1992) e incluso molecular, aunque de forma

preliminar (Montiel y Malgosa, 2003).

Los datos comparativos indican una elevada relacién con las poblaciones del
norte de Africa y de las poblaciones del norte peninsular, aunque destaca la
posibilidad de la relacidon con otros pueblos del este mediterrdneo. Recientes
andlisis craniométricos y de morfologia dental muestran una estrecha relacién de
las dos Necrdpolis de Son Real y S'lllot des Porros con las poblaciones del litoral

peninsular cataldn (Jordana, 2007).
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Los restos humanos hallados en este islote estuvieron por mas de 2000 anos bajo
condiciones negativas para su conservacion, como por ejemplo, una extrema
humedad, contribuyendo al deterioro de la estructura bioldgica y aumentando

la velocidad de degradacion del DNA.

A pesar de esto, se ha logrado recuperar material genético que ha permitido
caracterizar algunos individuos, hecho que se refleja en los estudios moleculares
preliminares realizados por Montiel y colaboradores (2001); Diaz y colaboradores
(2002) y Montiel y Malgosa (2003).

1.8.2 EPOCA TARDORROMANA ALTO-MEDIEVAL.

Periodo histérico que sigue a la caida del Imperio Romano en Occidente, con
fuertes contrastes sociales, politicos y culturales. Entre los hechos que destacan
durante este periodo, estd el surgimiento de tres grandes imperios: El Imperio
Bizantino, el Isldmico y el Carolingio. Con este Ultimo imperio, florecié el Sacro
Imperio Romano Germdnico, como dominio religioso en un estado

independiente en el centro de Italia (Ruiz de la Pena, 1984).

Entre los siglos | y lll de nuestra era, surge la crisis del Bajo Imperio, que trajo como
consecuencia el declive de numerosos pueblos de la franja litoral mediterrdnea.
Con esto, las crecientes luchas sociales y la crisis econdmica a partir del siglo I,

promueven positivamente la invasidon bdrbara en el siglo V (Orfila, 2000).

Cuando los pueblos germanos comenzaron a avanzar hacia el interior de Europa
al comienzo de la Era Cristiana, se inicia un proceso de ruralizacién y des-
urbanizacién, como consecuencia directa de la crisis en la antigledad tardia
entre los siglos VI y VII D. C, caracterizada por la expansion de dreas de cultivos
que reemplazaban las urbes en transicion hacia el modelo socio-econdmico alto-
medieval (Ortega, 20095).
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1.8.2.1 NECROPOLIS DE CAN REINERS (CR) .

Uno de los ejemplos del declive de Roma en la Isla de Mallorca lo representa la
ciudad de Pollentia que se fundd en el 123 a.C., después de la conquista romana
de la isla por parte del cénsul, Quintus Caecilius Metellus, jefe de la expedicion
romana que domind la isla. Los hallazgos arqueoldgicos han permitido aclarar la
polémica sobre su localizacion y han permitido identificarla con la actual Alcudia
(Orfila et al., 1999).

La Necrépolis Tardorromana-Alto medieval de Can Reiners (Fig.11), excavada en
el término municipal de Alcudia, en Mallorca, constituye uno de los yacimientos
arqueoldgicos y uno de los fendbmeno urbanos mds importante de la isla de
Mallorca (Cau M. y Chdavez ME, 2003). Esta necropolis fue descubierta en el
primer nivel identificado en las excavaciones del Foro de la Ciudad Romana de
Pollentia (Ortega, 2005),

Necrépolis de Can Reiners
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Fig. 11- Necrépolis Alto-medieval de Can Reiners.

Se trata de una pequena elevacion de 14 metros sobre el nivel del mar, en el
istmo que separa las Bahias de Alcudia y Pollenca, ubicada estratégicamente
con fines de vigilancia maritima. Su construccion data del siglo | d.C. El Foro fue
destruido y abandonado durante el Il siglo d.C., (Fig.12). Anos después,
aproximadamente cerca del 600 d.C., su superficie fue reutilizada como
necrépolis (Orfila et al., 1999; Orfila, 2000).
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A pesar de ser una serie poblacional sometida a condiciones duras de vida
propias de los cambios acontecidos durante la antigledad tardia, se trataba de

una poblaciéon sana (Garcia y Subira, 2001).

Los trabajos de excavacion de mdas de 200 tumbas comenzaron en el ano 1980.
Un total de 138 inhumaciones se encuentran en el laboratorio de Antropologia de
la Universidad Auténoma de Barcelona, constituyendo uno de los mayores
conjuntos antropoldgicos encontrados en al isla de Mallorca junto a las necropolis

de Son Real y S'lllot des Porros.
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2.- OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

En la presente tesis se pretende analizar la evolucion genética de la poblacién
antigua de Mallorca a lo largo de 1000 anos, desde el periodo Talaydtico
avanzado hasta la época Tardoromana-Altomedieval con el fin de conocer el
origen de la poblacién de Mallorca, aportar luz sobre el origen de la cultura
talaydtica, e interpretar los procesos evolutivos que afectaron el poblamiento de

laisla de Mallorca en la antigledad.

Este objetivo general se divide en objetivos especificos de tipo metodoldgico y

flogenético.

2.1.1 OBJETIVOS METODOLOGICOS.

A fin de mejorar la eficacia y eficiencia de los procedimientos de laboratorio, se
han propuesto fres objetivos metodoldgicos principales tratando de recuperar
informacién del mayor nUmero de muestras posibles de estas poblaciones y asi

alcanzar una mayor representatividad:

> Dado que la etapa critica en el andlisis de aDNA es la obtencion del DNA,
el primer objetivo metodolégico consiste en optimizar el diseno
experimental para la de extraccidén de DNA a partir de restos antiguos
procedentes de individuos de las series antiguas mallorquinas, teniendo en

cuenta las caracteristicas especificas de conservacion.

» Las series analizadas permanecieron durante siglos enterradas en la misma
linea de costa y fueron excavadas hace mas de 30 anos. Siendo que las
condiciones de conservaciéon no fueron las éptimas para la conservacion
del DNA, el segundo objetivo metodoldgico se dirige a adecuar un
protocolo de purificacion para muestras que presentan un alto grado de
inhibicién, con el fin de recuperar la mayor cantidad de informacion del

DNA original.
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» El problema fundamental de los extractos de aDNA es el de su
autenticidad, por lo que el tercer objetivo metodolégico se dirige a
demostrar la autenticidad de los resultados aplicando todos los criterios

establecidos posibles sobre los distintos conjuntos muestrales.

2.1.1 OBJETIVOS FILOGENETICOS Y POBLACIONALES.

> La prehistoria y la historia antigua de Mallorca se conocen bdsicamente a
partir de pequenos yacimientos arqueoldgicos con un reducido niUmero
de enferramientos y Unicamente se conocen ftres grandes conjunto
funerarios. El primer objetivo filogenético pretende analizar y caracterizar
genéticamente las tres series mds numerosas y por tanto representativas
de la antigiedad de Mallorca - Son Real, S'llot des Porros y Can Reiners -y

con ello conocer la estructura genética de cada grupo.

> Las poblaciones del Norte de la isla de Mallorca durante la época
talaydtica estdn representadas por las series de Son Real y S'lllot des Porros.
Ambas necrépolis son contempordneas (VI a.C.) y se encuentran
situadas una frente a ofra, separadas por unas pocas decenas de metros
de mar. Los estudios arqueoldgicos indican una contfinuidad entre ellas,
mientras que los estudios antropoldgicos hipotetizan una diferenciaciéon
poblacional representada por la inhumacién de una poblacion de élite en
S'lllot des Porros. Por lo tanto, el segundo objetivo poblacional planteado,
se refiere a conocer si ambas series proceden de una Unica poblacion y

pueden responder o no a una estratificacién social.

> Entre las dos series talaydticas y la poblacion altomedieval de Can Reiners
hay mds de 600 anos, periodo durante el cual la isla de Mallorca sufre
grandes transformaciones marcadas principalmente por la conquista
romana. Por ello, el tercer objetivo poblacional se dirige a establecer la
eventual contfinuidad genética enfre la poblacién  prehistérica de
Mallorca, creadores de la cultura autdctona talaydtica, vy la poblacion

tardorromana, con sus multiples influencias culturales y poblacionales, vy
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por tanto contribuir al esclarecimiento de la dindmica de la poblacién

mallorquina.

Los estudios sobre la cultura talaydtica indican una afinidad
arquitecténica, cultural y antropoldgica con otras culturas del este
mediterrdneo y del norte de Africa. También hay que tener en cuenta que
se pueden establecer fuertes paralelismos entre la cultura talaydtica con
otras del arco e islas del mediterrdneo. Asi pues, el cuarto objetivo se dirige
a analizar la relacién entre la poblacidon talaydtica de Mallorca con las
poblaciones mediterrdneas situando filogenéticamente las series antiguas
estudiadas dentro del contexto del arco mediterrdneo y de una forma
especial andlizar la importancia de la contribucion genética vs. la

expansion cultural.
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3. MUESTRAS Y METODOLOGIA.

3. 1 MUESTRAS ANALIZADAS.

En la presente investigacion, han sido analizados los restos humanos de fres

Necroépolis (Fig. 13):

- 54 individuos de Son Redl CONTEXTO TALAYOTICO
- 40 de S'llot des Porros

- 40 de la Necropolis de Can Reiners CONTEXTO TARDORROMANO-ALTO MEDIEVAL
Estos especimenes fueron seleccionados, siguiendo criterios estrictos para evitar
cualquier problema de contaminacion dado que el objetivo era analizar DNA

antiguo.

CAN REINERS (
N = 40

SON REAl
(SR)
N= K4

MALLORCA

FIG. 13
NECROPOLIS ANALIZADAS EN
ESTE ESTUDIO

¢« Cowntera
CABRERA

En este estudio, la muestra estuvo conformada por dientes y huesos y fueron

seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios:
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Fig. 14 - Canino extraido de un

maxilar superior.

Muestra y metodologia

Para la exitraccion del DNA, fueron
seleccionados especimenes que
presentaban condiciones morfoldgicas
6ptimas (Fig. 14) y en los que no estuviese
comprometida la integridad de la
cdmara pulpar (fracturas, dpices abiertos,
presencia de alguna patologia infecciosa,

como por ejemplo una caries) (Fig. 15).

Este aspecto es de suma importancia, ya que cualquier alteracion constituye un

factor de riesgo de contaminacién y/o de aumento en el deterioro del DNA

(Grimoud et al., 2004), pudiendo representar la puerta de entrada a una

infeccion en restos esqueléticos, produciéndose una mayor degradacion del

material genético.

!

Apices abiertos

15. Alteraciones dentarias.

Caries dental
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Por otfra parte el DNA de los microorganismos, puede actuar como inhibidor de
las reacciones de amplificacion de las muestras en estudio (lzagirre, 1998).
Ademds, si los restos fueron lavados previamente, pudo haber sido introducida

contaminacion con DNA moderno.

3.1.2 MUESTRA OSEA.

Para la extraccion de DNA a partir de muestras éseas no patoldgicas, cualquier
hueso puede ser uflilizado, pero en nuestro caso, fueron seleccionados huesos
largos (Fig. 16), por las siguientes razones:

1. Su anatomia permite una manipulacién mds aséptica.

2. Por su facil abordaje al canal medular para extraer la muestra del tejido

mds interno..

Epifisis Diafisis

Fig. 16— Partes de un hueso largo

3.2 METODOLOGIA:
3.2.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Los procesos de obtencion y andlisis de DNA se realizaron bajo el PROTOCOLO
del laboratorio de aDNA de la UAB (Malgosa, 2005), el cual ha sido modificado
de manera progresiva con el fin de minimizar ain mds los riesgos de
contaminacion (principal problema al readlizar andlisis paleogenéticos) e

incrementar la calidad del material genético recuperado.

Las extracciones se realizaron en grupos de 4 6 5 muestras éseas o dentarias o

ambas si fuese el caso, anadiendo en cada proceso, un control negativo o
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blanco de extracciéon (KE), que contiene solo los reactivos para el control de la

contfaminacion.

En lo que respecta a la extraccion de DNA y preparacion de reacciones de
amplificacion (ambos considerados procesos pre-PCR), se llevaron a cabo en un
laboratorio exclusivo para DNA antiguo, acondicionado con el equipo necesario
para realizar tales procedimientos: Una unidad de presidon positiva, cabina de
flujo laminar con filtro HEPA, centrifuga refrigerada, mini centrifuga, vortex, estufa,
micromotor de baja velocidad con pieza de mano recta, agitador magnético y
un frigorifico/congelador. Esto permitid la separaciéon fisica completa de los
procesos pre-PCR y post-PCR, este Ultimo destinado a la fipificacion de las

muestras amplificadas.

La parte experimental de este estudio fue realizada en distintos laboratorios de la
Unidad de Antropologia de la Universidad Autdbnoma de Barcelona. Los primeros
andlisis se realizaron en el laboratorio 1 (pre y postPCR); posteriormente el trabajo
se continlo en ofros espacios destinados para tal fin, denominado de aqui en
adelante, laboratorio 2 (pre y post-PCR), comportando una renovacion completa
de infraestructura y reactivos, permitiendo realizar algunas replicas como parte

de los criterios de autenticidad aplicados.

Por otra parte, para cada proceso se contd con puntas estériles con filtros que
evitan la fuga de aerosoles, micro pipetas de distintas graduaciones que después
de cada procedimiento se esterilizaban de manera rutinaria con etanol al 70% y
exposicion a radiacion ultravioleta (UV-254 nm). Asi mismo, dentro de la cabina
de flujo laminar fueron preparadas las pipetas Pasteur de cristal, a las cuales se les
colocd algoddn previamente esterilizado en su extremo superior, para luego ser

infroducidas en un frasco estéril para ser autoclavadas.

En el presente estudio, se empled un instrumental odontolégico especializado,
(Fig. 17), conformado por:
e Forcepsrecto N° 150 6 151 (Aesculap®),

e Pinza algodonera (Aesculap®).
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e Fresas tallo largo para pieza de mano con recubrimiento de diamante
grano fino, de forma troncocdénica (PM720F(KG Sorensen®), cilindricas
(PM720F KG Sorensen®) o redonda n° (estd Ultima empleada para la
extraccién de muestra éseaq).

e Disco con borde diamantado doble cara de 7/8"" didGmetro montado en
mandril N° KG-7020 (KG Sorensen®).

Fig. 17 - Instrumental odontoldgico
empleado para la obtencién de la
muestra:  ¢) Forceps, d) pinza
algodonera, e) fresa de diamante
conica, f) fresa de diamante
redonda y g) disco de borde
diamantado.

La incorporacién de dicho instrumental ha contribuido a mejorar la técnica a la
hora de obtener la muestra dentaria ya que facilitan la manipulacion de los
dientes con el menor contacto por parte del operador. Por ofra parte, las fresas
de diamante en cualquiera de sus formas (redonda, cilindrica, coénica o
troncocodnica, entre otfras) proporcionan un mejor corte del tejido dentario sin
provocar el calentamiento del mismo (Sharon et al., 1998) ya que si esto llegase a

suceder, se puede producir una degradacion mayor del DNA.

El instrumental odontoldgico junto a las gradillas metdlicas, las cucharillas que se

utilizan para pesar los reactivos y los recipientes de vidrio para cada reactivo,
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fueron sometidos continuamente a un proceso de esterilizacion de la siguiente

manera:

e Lavado con agua y detergente libre de iones, seguido de hipoclorito de
sodio al 25%, aclarado con agua des-ionizada, para intfroducirlos
posteriormente a la cabina de flujo laminar para su secado e irradiaciéon

con luz ultravioleta durante 30 minutos.

e Pasado este tiempo, el instrumental odontoldgico (fig. 17), se distribuia en
equipos de extraccién para cada diente fratado, era colocado en bolsas
de esterilizacion (Medicon®) especiales para autoclave. El resto del

instrumental, se envolvia con papel de aluminio previamente esterilizado.

En cuanto a los reactivos, fueron preparados dentro de la cabina de flujo laminar,
empleando para ello un agitador electromagnético, pipetas y puntas de 5ml y
de 10 yl, recipientes de vidrio previamente esterilizados y agua des-ionizada (Milli-
Q) y auto-clavada. Una vez preparados los reactivos, aquellos que lo permitian,
como el Tris/HCL y el EDTA, fueron sometidos a los procesos de esterilizacion por
autoclavado. Los reactivos fueron alicuotados y almacenados siguiendo |as
instrucciones de la casa comercial. Durante todo el proceso, se ufilizaron

guantes, bata y mascarilla.

Después de cada proceso, la cabina de flujo laminar se sometié a una estricta
limpieza y esterilizacién con agua jabonosa (agua desionizada y detergente libre
de iones), hipoclorito de sodio, aclarado con agua des-ionizada y etanol al 70%.
Posteriormente, se introducia en la cabina, el material requerido para el siguiente

proceso vy se irradiaba con luz ultravioleta.

Con el fin de eliminar trazas de DNA y RNA del instrumental asi como de las
superficies de trabajo, cada cierto tiempo, se aplicaba un lavado con Termi-
DNA-Tor (Biotools®). Este procedimiento no se readlizaba de forma rutinaria,

debido a que se corria el riesgo de modificar el DNA de las muestras.
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3.2.2 OBTENCION DE LA MUESTRA.

3.2.2.1 LAVADO Y ESTERILIZACION DE LA SUPERFICIE EXTERNA DE
DIENTES Y HUESOS.

Antes de obtener la muestra, tanto los dientes como los huesos se sometieron a
un estricto proceso de lavado y esterilizaciéon de la superficie externa con el fin de
eliminar los restos de tierra y el DNA superficial. Este proceso se realizaba el mismo

dia de la obtencion de la muestra.

Las muestras dentarias se sumergieron en un tubo de polipropileno estéril de 50
ml y se les anadia solucién de hipoclorito de sodio, dejandolo actuar entre 5y 10
minutos, agitando varias veces. Luego, se decantd la solucion y se irradiaron con
luz ultravioleta durante 10 minutos, por cada una de las caras del diente,

empleando la misma tapa del tubo como soporte (Fig. 18).

Fig. 18- Esterilizacién de la superficie externa de los dientes: a) lavado con hipoclorito de sodio,

b) exposicion al UV.

Cada diente esterilizado era trasladado a la cabina de flujo laminar empleando
el mismo tubo como medio de transporte, evitando de esta manera, el menor
confacto con el ambiente del laboratorio (fig. 19). Se ufilizaron tubos con faldon

en la base, como se muestra en la figura 19.
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Fig 19. Traslado del diente esterilizado a la cabina de flujo laminar.

En el caso de muestras 6seas, se procedid a limpiar la superficie externa de la
zona del hueso seleccionada para la toma de la muestra con ayuda de un
cepillo de cerdas de grosor mediano y con hipoclorito de sodio a fin de eliminar
los restos de tierra y el DNA superficial. A contfinuacion se llevé a la cabina de flujo
laminar, para irradiarlo con UV por espacio de 5 minutos y secarlo durante 30
minutos para finalmente ser envuelto en papel de aluminio. Una vez realizado el
lavado, y si no se extraia la muestra inmediatamente, se guardaba a -20° C o se
dejaba secar a temperatura ambiente para evitar la proliferacion de

microorganismos.

Previo a la obtencién de la muestra de polvo dentario u dseo, se preparaba
dentro de la campana de flujo laminar, el tampdn de extracciéon de la siguiente

manera: En un tubo con faldon de 50 ml, se mezclaba:

REACTIVOS 50 mi Para una muestra
5ml
Tris HCI 1M, pH 8'0-8'5 (estabilizador de pH) 2.5ml 0.25ml
SDS al 10 % (detergente anidnico que disuelve los compuestos 0.25ml
lipidicos orgdnicos). 2.5ml
H20 (MillQ Autoclavada) 2.5ml 0.25 ml
EDTA 0.5 M, pH 8 con NaOH concentrado -agregado por
decantacion-(Reactivo quelante idnico que descalcifica el 42.5ml 4.25 ml
tejido)
Volumen total del tampdn de extracion 50.0 ml 5ml
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Una vez preparado el tampoén de extraccion, se colocaba dentro de la caja de

UV para su esterilizacion.

3.2.2.2 OBTENCION DEL POLVO DENTARIO Y OSEO:

3.2.2.2.1 POLVO DENTARIO.

Colocando los bocados del férceps sobre la region cervical del diente, se
procedid a cortarlo con un disco de borde diamantado a nivel de la linea amelo-
cementaria, tratando de separar la corona de la raiz. Visualizando la entrada al
conducto radicular y a la cdmara pulpar, se procedié a limpiar las paredes del
mismo con una fresa tronco cénica de diamante PM720F KG Sorensen®)] (fig. 20).
Se recolectaron alrededor de 0.05 g del polvo dentario que se iba

desprendiendo directamente en un tubo de polipropileno de 15ml.

Fig. 20 - Abordaje a los conductos radiculares con fresas cénicas de diamante.

En los casos en los que las piezas dentarias presentaban un alto grado de
calcificacion, o si se observaba que las raices estaban propensas a fracturarse, se
realizé una apicectomia, una técnica de abordaje dentario que consiste en

seccionar la porcion apical del conducto radicular de una pieza dentaria.
En dientes aislados, se procedid de la siguiente manera: el diente se sostenia por

la corona con el férceps, llevando los bocados del mismo hasta la linea

amelocementaria. Se realizd un corte perpendicular a una altura aproximada de
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3 mm del apice radicular, eliminando de esta manera los conductos laterales y

las ramificaciones que pudieran encontrarse al final de la raiz (Fig. 21).

Fig. 21. Técnica de Apicectomia

Una vez realizado el corte y visualizada la entrada al conducto radicular, se
intfrodujo la fresa cilindrica y se limpiaron las paredes, logrdndose obtener el polvo
dentario (fig. 22).

Fig.22. Abordaje al conducto radicular con la técnica de apiceptomia.

La determinacion de la cantidad de raiz que debe ser eliminada depende de la
incidencia de los conductos laterales apicales. Estudios realizados sobre la
anatomia radicular apical han concluido que la apicectomia a Tmm del dpice
reduce en un 40% los conductos laterales; a 2 mm reduce estas estructuras en un

86% y a 3 mm del dpice radicular suelen reducirse en un 98%, demostrando que
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la apicectomia a esta distancia del dpice (3 mm), elimina la mayoria de estas

entidades anatémicas (Kim, 2001).

Desde el punto de vista paleogenético, estos datos revisten importancia dado
que a través de los conductos laterales puede incrementarse la posibilidad de
contaminacién, por lo que la aplicacion de los principios clinicos tiene un mismo
significado, en relaciéon a la eliminacion de los conductos apicales laterales.
Ademds, esta técnica favorece la preservacion casi intacta del diente; no
obstante, muchas veces debido a la calcificacion, la fragilidad puede ser mayor
y por consecuencia, puede producirse la pérdida total de la pieza dentaria y por

ende, de su valor antropoldgico.

3.2.2.2.2 POLVO OSEO

La extracciéon del DNA en muestras &seas, requiere de igual manera de
condiciones extremas de esterilidad de todo el instrumental y de la muestra que
se va a procesar. Para la obtencidon de la muestra, se procedia de la siguiente

manera:

e Se elimind la capa mds superficial de la cortical externa de la zona donde
se exfraeria la muestra, con el fin de descartar DNA exdgeno, como
producto de manipulaciones previas. A continuacién, se procedié a la

obtencién del polvo dseo:

¢ Con ayuda de un disco con borde diamantado doble cara de 7/8"
didmetro montado en mandril N° KG-7020 (KG Sorensen®), se secciond el
hueso a nivel de la didfisis (Fig. 23), visualizdndose el canal medular. Paso
seguido, se introdujo una fresa redonda de diamante N° PM7 (KG
Sorensen®), en el interior del conducto a fin de eliminar la superficie
inferna que lo reviste, y se descartaba el tejido que se desprendia.
Finalmente se recolectaba aproximadamente 1gr de polvo del tejido éseo
compacto el cual era depositado directamente en tubos de polipropileno
de 15ml.
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Fig. 23 - Obtencién de polvo
6seo: h) Seccién del hueso a

nivel de la didfisis

e En caso de procesarse polvo dseo, antes de colocar el tampdn de lisis, se
realizaron dos lavados con 5 ml de EDTA 0.5 M (pH 8), con el fin de
descalcificar el hueso y lograr que las células 6seas se rehicieran
accesibles al tampdn de extraccion (Hummel y Herrmann, 1994), vy
disminuir la concentracién de substancias inhibitorias (Lalueza, 1995).
Después de anadir el EDTA, los tubos se taparon y se sellaron con parafiim,
se agitaron suavemente y se llevaron a la centrifuga 5 minutos a 4.100 rom.
Pasado este fiempo, se decantd el sobrenadante y se le agregd
nuevamente la misma cantidad de reactivo y se centrifugd bajo las
mismas condiciones. Si la muestra presentaba una coloracién muy marrén,

se le realizaba un tercer lavado.

Una vez obtenido el polvo de dentina u éseo, se sometid a una digestion
enzimdatica con 50ul de Profeinasa K a una concentracion de 10mg/mly 5 ml de
tampdn de extraccion. Los tubos con la solucidon de lisis y el polvo dentario u

6seo, se agitaron y se incubaron en una estufa a 37° durante toda la noche.

Después de cada proceso realizado en la cabina de flujo laminar, se limpiaba y
se esterilizaba la cabina con agua jabonosa usando un detergente libre de iones,
hipoclorito de sodio y etanol al 70 %, dejando dentro de ella todo el material
necesario para el protocolo de extraccidén orgdnica y se dejé irradiando con UV.
Entre la obtencidon de la muestra y la extraccion del DNA, no se realizaba ningin

procedimiento dentro del laboratorio de DNA antiguo.
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3.3 EXTRACCION ORGANICA: PURIFICACION Y
CONCENTRACION DEL DNA.

3.3.1. FASE DE PURIFICACION.

Después de la incubacién overnight, se realizd la fase de extraccion del DNA,
basdndonos en un procedimiento con tres fases a base de fenol, fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico y cloroformo (Fig. 24), empledndose una centrifuga
refrigerada. En el caso de muestras éseas, antes de comenzar esta fase, se
centrifugan las muestras 10 minutos a 4.100 rom y se decantd el sobrenadante en

un tubo nuevo estéril de 15 mly se continud el proceso con el siguiente protocolo:

Fig. 24 - Reactivos utilizados para la extracciéon orgdnica del DNA.

Dentro de una cabina de flujo laminar y usando la indumentaria de trabajo
(bata, mascarila para sustancias toxicas, lentes protectores y guantes
desechables), se agregaron 5ml de fenol, se taparon los tubos, y se sellaron con
parafilm, agitdndose vigorosamente. Se centrifugd durante un ciclo de 7' a 2.000
rom a 8° C. Al final de este ciclo y con ayuda de pipetas Pasteur de vidrio
esterilizado, se elimind la fase fendlica situada en la parte superior, quedando en

el tubo, la fase acuosa (Fig. 25).
El hecho de que la fase fendlica sea la fase superior, se debe a la elevada

concentfracién de EDTA que contiene el tampdn de extraccion, ya que

incrementa considerablemente la densidad de la fase acuosa.
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Fig. 25 - Extiraccion orgdnica: j) fase fendlica, k) interfase y I) fase acuosa.

A la fase acuosa, se le anadieron 5ml de Fenol-Cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24: 1) centrifugdndose en las mismas condiciones que en la etapa anterior.
Posteriormente, se recuperd el sobrenadante y se transfirid a nuevos tubos, los

cuales contenian 5 ml de Cloroformo vy se repiti¢ el ciclo de centrifugado.

Al término de este ciclo, se observd que no hubiese restos de cloroformo ya que
estos reactivos pueden afectar la membrana filirante del dispositivo de ultra

filtracion, empleado en la fase siguiente.

3.3.2 FASE DE CONCENTRACION.

Para llevar a cabo la fase de concentracion, se utilizaron dispositivos de ultra
filtracion | (Centricon with Ultracel YM-30, membrane Millipore®) (Fig. 26), los
cuales constan de un depdsito de muestra fabricado con estireno acrilonitrilo, un
vial de retencién, un tapdn y un vial de filfrado, elaborados a base de

polipropileno.
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La membrana filtrante de celulosa regenerada Ulfracel YM-30, con una junta de
goma de silicona, retiene moléculas con un peso molecular limite (NMWL) de
30.000 Daltons y un volumen mdaximo inicial de muestra de 2ml, aplicdndole una
fuerza mdxima de centrifugado de 5000 x g en un mdaximo de 5 ciclos de
centrifugado, ya que una fuerza centrifuga mayor o un n°® mayor de ciclos puede
afectar la membrana filtrante, favoreciendo |la abertura de sus poros vy

eventualmente su ruptura.

Tapdn

Depdsito para
la muestra

Membrana

Vial de filtrado 3

Vial de retenciéon

Fig. 26 Centricon /Millipore®

Tanto las bases como los tapones de estos dispositivos fueron esterilizados
previamente en el autoclave. Dentfro de la cabina de flujo laminar, se rotularon

los centricones.

El protocolo a seguir durante esta fase fue el siguiente: se incorpord a la unidad
filtrante 2ml del extracto con ayuda de pipetas Pasteur de vidrio, y se procedid a
los centrifugados. Después de cada centrifugacién se anadié mds extracto hasta
agotarlo. Si para el Ultimo centrifugado no se conseguia llenar el centricdn con
exfracto, se anadia agua des-ionizada estéril. El procedimiento se describe con

mds detalle a continuacion.
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En la fase de concentracion (Fig. 27), se aplicaron 5 ciclos de centrifugado
reduciendo el tiempo, pero manteniendo la temperatura y las revoluciones por
minutos, como se observa en la tabla |. Para recuperar el producto concentrado,
se invirtié el dispositivo y se centrifugd durante 10 minutos, senalado en el cuadro

inferior como 1*.

Temperatura y rom Ciclo Tiempo
P yrm (min)
1 60’
2 55'
3 55'
23°C -4.100 rpm
4 50’
S 45’
1" 10'
Fig. 27 - Fase de concentracién:

Al finalizar cada ciclo de centrifugado, se descartd de una sola intencién el
liguido depositado en la base (resto del filirado), se colocd nuevamente parafilm
a fin de sellar la union filtfro-base, continuando con el siguiente ciclo. En el Ultimo
ciclo, una vez descartado el liquido (resto del filtrado), se invirtié el centricon a fin
de que el producto acumulado en la membrana pudiera recolectarse en la tapa
en un nuevo centrifugado. Finalizado este Ultimo ciclo, se frasladaron los
centricones a la cabina de flujo laminar para poder estimar la cantidad de
muestra obtenida. Después, la muestra de DNA en suspension (Fig. 28), se
almacend a 4° C durante al menos 3 dias, y asi disminuir la accién de posibles
inhibidores de PCR (Montiel et al., 1997; Montiel, 2001).

Fig. 28 - Estimacion del

volumen de muestra
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3.4 CARACTERIZACION GENETICA.

Para la caracterizacion genética se empled el método de la reaccidén en
cadena de la polimerasa o PCR, método descrito en el ano 1983 por Kary Mullis,
con el cual se logré la amplificacién exponencial de fragmentos especificos del
MIDNA, tanto de la region codificante, para el andlisis de sitios de restriccion
polimérficos (RFLP's) descritos para las poblaciones europeas por Torroni y col.
(1996); como de la regién hipervariable | de la regidon D-Loop, para el andlisis de

los polimorfismos en la secuencia mediante secuenciacion automatica.

Al trabajar con DNA antiguo, se hace imprescindible establecer criterios que
contribuyan a autentificar y sustentar los resultados que se obtienen (Montiel et
al., 2007). En este sentido, la comparacion de los dos andlisis, RFLPs de la regién
codificante y secuenciaciéon de la region HVI, para verificar la correspondencia
de los datos, ayuda en la autenticacién de los resultados y permite también una

mejor diferenciaciéon de los tipos mitocondriales.

3.4.1 ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE RESTRICCION
(RFLPS) .

Para analizar la filogenia europea, se consideraron los 10 haplogrupos
mitocondriales especificos de esta regidon geogrdfica descritos por Torroni y col.
(1996). Para ello, se amplificaron mediante PCR fragmentos de la regién
codificante, en los que estdn presentes los sitios de restriccion polimdrfica para los
haplogrupos H, |, J,K, U, V, W, X, PHV y T.

Debido a que las muestras antiguas por lo general presentan un material
genético altfamente degradado con tamanos medios no superiores a los 150 6
200 pb (Padbo et al., 1988; Padbo, 1989), se emplearon primers para fragmentos
comprendidos entre 87 pb y 190 pb. Los primers utilizados para los haplogrupos

PHV y X, fueron disenados en nuestro laboratorio, para este estudio (Tabla 1).
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Posicion

polimérfica Primers y referencias Coordenadas | T(C°) Secuencia de los primers
Haplogrupo X L14399 Presente estudio 14379-14399 52° 5'- ACACTCACCAAGACCTCAAC -3’
+14465 Acc | H14513 14553-14513 5'- GGGAGGITATATGGGTTTAA -3’
Haplogrupo L11650 Presente estudio 11630-11650 52° 5'- AGTAACAGCCATICTCATCC -3’
PreHV H11771 11791-11771 5'- GAGTGCGTTCGTAGTITGAG -3'
+ 11719 Small
Haplogrupo | L1698 Montiel, 2001 1679-1698 53° 5-TAGCCCCAAACCCACTCCAC-3'
-1715 Dde | H1776 1797-1776 5'-CTTTCCCTTGCGGTACTATATC-3'
Haplogrupo V L4538 lzagirre, 1998 4517-4538 51° 5'-CACTCATCACACAGCGCTAAGC-3'
-4577 Nialll H4621 4638-4621 5'-TGGCAGCTTICTGTGGAAC-3'
Haplogrupo H L6968 Francalacci 6948-6968 58° 5'-CCGTAGGTGGCCTIGACTGGC-3'
-7025 Alul H7052 (Comunicacion 7071-7052 5'-TGATGGCAAATACAGCTCCT-3'

personal)
Haplogrupo W L8927 lzagirre, 1998 8907-8927 51° TTCTTACCACAA ACACC-3'
-8994 Hae I H9014 8995-9014 S-TICTTACCACAAGCCACACC-3
5'-AGGIGGCCIGCAGTAATGT-3'
Haplogrupo K L9020 Montiel, 2001 9000-2020 51° 5-ACGCCTAACCGCTAACATTAC-3'
-9052 Hae ll H9082 9103-9082 5'-AGATGATAAGTIGTAGAGGGAAG-3'
Haplogrupo U L12237 lzagirre, 1998 12215-12237 53° 5-CACAAGAACTGCTAACTCATGC-3'
+12308 Hinf | H12309 12279-12309 5-ATTACTTTTATITIGGAGITGCACCAAGATT-3'
Haplogrupo J L13640 Montiel, 2001 13622-13640 48° 5'-TCACCCTAACAGGTCAACC-3'
-13704 Bst Ol H13720 13739-13720 5-ATGAGAAATCCTGCGAATAG-3'
Haplogrupo T L15561 Montiel, 2001 15543-15561 51° 5-CCCACATCAAGCCCGAATG-3'
+15606  Alu | H15625 15646-15625 5-GATGAGGATGGATAGTAATAGG-3!
Montiel

Haplogrupo M L10849 (Comunicacion 10828-10849 56° 5'- TGAATCAACACAACCACCCAC -3’
+10871 Mnl | H10912 personal) 10932-10912 5' -AGGAAAAGGTTGGGGAACAG -3’

Tabla I- Primers especificos utilizados para el andlisis de la regién codificante del miDNA.

La reaccion de amplificacion, se realizé en un volumen final de 50 pl, anadiendo

Tul de la muestra de DNA vy 49 ul de solucion maestra (master mix). Los reactivos y

sus volumenes,

asi

como el

programa del termociclador usado para la

amplificacion de los fragmentos se muestran a continuacion:

PROGRAMA DEL TERMOCICLADOR

1.- Desnaturalizacion:
2.- 39 ciclos de:

Desnaturalizacion:

REACTIVOS, [ ] Y
Tris HCL pH 9 10 mM
Mg Cl2 2 UM
dNTP’s 200 uM
Primer 50 pmol
Primer 50 pmol
BSA 160 mg/ml

Tag DNA polimerasa 2 U
DNA en suspension  1-2 ul

N

Annealing:

Extension:

3.- Extension final:

1ciclo inicial de 5 min a 94°C

50 seg a 94°C;

1 min a la temperatura de
anneling que corresponda,
(entre 48y 58°C), en funcién
de los primers.

1 min a72°C

5min a72°C
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3.4.2 DETECCION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS.

3.4.2.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

El producto obtenido de PCR se analizd por medio de electroforesis en gel de
agarosa estdndar al 3%, preparado con tampdn TBE 1X (Tris-borato-EDTA) vy
bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 pg/ml (agente catidnico
aromatico plano que se intercala en el ADN duplex y que al ser expuesto ala UV,
emite fluorescencia). A un total de 8.5 ul de producto amplificado, se le anadié 3
ul de tampdn de carga (azul de bromofenol) que evita que las muestras al ser

colocadas en los pocillos del gel de agarosa, se esparzan.
Se incluye ademds, un marcador de peso molecular de 123 bp DNA LADDER de

Sigma (Fig. 29). Una vez terminada la migracién del producto amplificado, se

visualizé bajo luz ultravioleta.

SITIOS POLIMORFICOS

1715 4577 7025 8994 9052 117 12308 13704 14465 15606

Haplogrupo Ddel Nia il Alu | Hae llI Hae ll Smal Hinf | BstOl Acc | Alul
X - + + + + - - + + -
| - + + + + - - + - -
\/ + - + + + - - + - -
H + + - + + - - + - -
w + + + - + - - + - -
K + + + + - - + + - -
1] + + + + + - + + - -
J + + + + + - - - - -
T + + + + + - - + - +
PHV - - - - - + - - - -

Tabla Il - Definicidn de los haplogrupos sobre la base de la presencia (+) o ausencia (-)
de los sitios de restriccién analizados (Torroni et al., 1996).
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Fig. 29 - Carga de las muestras en gel de agarosa. Visualizaciéon de una PCR de un fragmento de 123 pb: M:
marcador de peso molecular; EA: extractos amplificados; KE: blanco de extraccion y K- blanco de

amplificacion.

Los fragmentos obtenidos mediante PCR, fueron digeridos con una enzima de
restriccion diferente segun la posicion polimérfica del haplogrupo a analizar.
Para ello se procedié a tomar 10 pl de producto amplificado y se incubaron con
5 unidades de la enzima de restriccion especifica, en un bano termostdatico
graduando la temperatura dependiendo de los requerimientos de la enzima,
durante toda la noche. Al dia siguiente, el producto se analizd por electroforesis
en gel de agarosa NuSieve GTIG® al 3%. Algunos ejemplos de patrones de

presencia- ausencia de dianas de restriccion se presentan en la figura 30.

Las enzimas de restriccion son capaces de cortar la doble cadena del DNA en
posiciones donde se situan sus secuencias de reconocimiento (o secuencia
diana). Estas secuencias dianas o sitios de restriccion pueden haberse creado o
destruido por mutaciones ocurridas en los linajes del DNA mitocondrial a lo largo
de su historia evolutiva. De esta forma, los patrones de presencia-ausencia de
corte permiten la clasificacion de las distintas muestras analizadas en

haplogrupos especificos (Tabla ll).
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Haplogrupo T Haplogrupo U
+15606 Alul +12308 Hinf |

Fig.30. Eiemplos de patrones de presencio- ausencia de dianas de restriccidn. En los
circulos rojos se muestran los resultados esperados de acuerdo al patrén de presencia (+) y

ausencia (-) de los sitios de restriccion.
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3.4.3 ANALISIS DE LA REGION HIPERVARIABLE I DEL
mtDNA (HVS-I).

Los haplotipos definidos por medio de la secuenciacion de la region de control
del miDNA, representan un elemento clave para los estudios filogenéticos
(Vigilant et al, 1991) y para la caracterizacion de DNA antiguo (Stone vy
Stoneking, 1998; Montiel, 2001; Garcia, 2002). No obstante, para clasificar un DNA
mitocondrial con mayor fiabilidad y de forma detallada dentro de un haplogrupo
o subhaplogrupo determinado, debe existir una correlacion entre las sustituciones
de la secuencia de la regidén de control y las sustituciones en la regidén codificante

detectadas mediante el andlisis de restriccion.

Por lo tanto, esta correlacion, utilizada por investigadores en individuos de
distintas latitudes (Chen et al., 1995; Graven et al., 1995; Torroni et al., 1996; Kivisild
et al, 1999; Montiel, 2001; Santos, 2005; Soldrzano, 2006; Fu et al., 2006), puede ser
empleada para autenticar el DNA mitocondrial antiguo (Montiel et al., 2001). El
segundo proceso para la caracterizacion de los individuos en estudio consistid en
la amplificacion, purificacion y lectura de la secuencia nucleotidica de
fragmentos de 230 pb o de algunos fragmentos solapantes de la regién
hipervariable | (HVS-l) con un tamano aproximado entre 100 y 130 pb. Las
coordenadas de los segmentos amplificados, la secuencia de los primers

utilizados y las condiciones de amplificacidon estdn expuestas en la tabla I,

La amplificaciéon de la regidon hipervariable |, se realizé de igual manera por
medio de la PCR y bagjo las mismas condiciones explicadas en el apartado 3.4
con la diferencia que al volumen final de la mezcla de reaccién (48 ul) se le
anadieron 2 ul de DNA. De igual manera, el producto obtenido de PCR se analizd
por medio de electroforesis en gel de agarosa (3%), siguiendo la misma

metodologia citada en el apartado 3.2.4.

Cuando la intensidad de la banda del producto amplificado era muy tenue, se
reamplificd el producto de PCR, incluyendo en el proceso un blanco de
reamplificaciéon (PK). Por tratarse de un procedimiento intermedio entre los

procesos de Pre-PCR y Post_PCR, este proceso se realizd bajo condiciones
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especiales, como preparar la solucion de reaccion de amplificacion en el
laboratorio de Pre-PCR siguiendo el protocolo habitual y trasladar los tubos a ofra
cabina en ofro laboratorio, con el de fin de anadir los 2 ul del producto a

reamplificar, usando pipetas y puntas con filtfros exclusivas para este proceso.

Analysis Primers y Coordenada T Secuencias de Primer
position Referencias s (c®)
Segmento D-Loop 2-4  L16209  Montiel, 2001 16190-16209 60° 5'-CCCCATGCTITACAAGCAAGT -3’
231 pb H16401  Vigilant, 1991 16420-16401 5'-TGATTTCACGGAGGATGGTG -3’
Segmento C L16209  Montiel, 2001 16190-16209 51°
125 pb H16339  Solorzano & Diaz 16339-16320

5'-CCCCATGCITTTACAAGCAAGT -3
5'-GTGCTATGTACGGTAAATGG-3'

Segmento D L16313  Montiel, 2001 16292-16313 51° 5'- CACCCTTAACAGTACATAGTAC-3'
125 pb H16401  Vigilant, 1991 16420-16401 5'-TGATITCACGGAGGATGGTG -3

Tabla lll - Primers especificos utilizados en este estudio para analizar la regién hipervariable I.

3.4.3.1 PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE SECUENCIACION.
Con el fin de eliminar los residuos de los reactivos de la reaccién de PCR vy
obtener un producto de mayor pureza, el producto amplificado o reamplificado
se purificd para ser secuenciado, empledndose dos procesos:

e Purificacion con geles de agarosa

e Purificacion con un Kit de limpieza de productos de PCR (Genycell®)

3.4.3.1.1 PURIFICACION CON GELES DE AGAROSA.
Se siguié la metodologia descrita por Montiel (2001), con modificaciones de
temperatura y tiempo que contribuyeron a obtener un producto purificado de

mejor calidad.

Se prepard un gel de agarosa NuSieve GTG® al 3% vy los pocillos se cargaron con
42 yl de producto de PCR y 12 ul de tampdn de carga, dejando migrar el
producto, reduciendo el voltaje y aumentando el tiempo de la electroforesis a fin
de conseguir una mejor separacion de la banda de posibles elementos no

especificos.
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Visualizado el gel, se cortaron las bandas empleando una hoja de bisturi para
cada una de las muestras (Fig. 31k), en un tiempo menor a 12 segundos, evitando
una degradacion mayor del DNA y se introdujeron en microtubos de 0,5 ml
preparados con lana de vidrio lavada (Panreac®) y desfondados (Fig. 31L) e
infroducidos en un tubo de 1.5 ml. Los tubos se centrifugaron a 13.000 rpm

durante 10 minutos. Pasado este ciclo, se cambid la orientacion de los tubos,

rotdndolos en su eje vertical, para obftener un mejor filfrado.

Fig. 31- Corfe de las bandas en gel de NuSieve® al 3%,

La muestra tratada con fenol y cloroformo a volUmenes iguales, se centrifugd vy el
sobrenadante se trasladd a un dispositivo de ultrafiltracion (Microcon with Ultracel
YM-30, membrane Millipore®), similar al cenfricon, pero adaptado para
microcentrifuga (Fig. 26), enrasédndose a 500 ul con agua desionizada vy
esterilizada. Después de dos ciclos de centrifugacion, se invirtidé la unidad
filtrante, centrifugdndose nuevamente durante 2 minutos a 12.000 rpm,

recuperando el contenido en el vial de retencion del microcon (Fig. 32).

Depdsito para la
muestra y vial de filirado
con membrana

Vial de retencién

Fig.32 Microcon (Millipore®)
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3.4.3.1.2 PURIFICACION EMPLEANDO UN KIT COMERCIAL.

El principio de esta técnica se basa en que el DNA sdlo se adsorberd en la
membrana de silice bajo unas condiciones salinas que promuevan la afinidad del
DNA. La membrana, una vez hidratada en presencia de una concentracién
elevada de sal caotrépica, pierde sus grupos OH de forma que el DNA (de carga
negativa) puede unirse a su superficie mediante fuerzas débiles tipo Van Der
Waals. Al disminuir la concentracidon de sales durante el lavado, los puentes H se
vuelven a formar haciendo que el silice vuelva a su estado inicial, de manera que

el DNA ya no tiene fuerza electrostdtica para adsorberse y se eluye.

Se aplicd el protocolo del Kit de purificacion de productos de PCR JETQUICK
(Genycell®) (Fig. 33). Este Kit contiene dos soluciones Buffer H1 (Clorhidrato de
Guanidina e isopropanol) y H2 (Etanol, NaCl, EDTA vy Tris/HCI). Este Ultimo
compuesto, se reconstituyd con etanol al 100%, antes de ser usado. Una vez

purificado el producto, se visualizd en un gel de agarosa al 3%.

PCR Assay
+
Binding
L 2
Hi R Bind
& Centrifuge
W
Wash
H2 —» E|
@ Centrifuge
W
—
HO ﬁ Elute
v

4
Pure
PCR Product

Fig. 33- Purificacién de productos de PCR con JetQuick (Genycell®)
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3.4.3.2 SECUENCIACION DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS.

Las reacciones de secuenciacion se readlizaron en la Unidad de Antropologia
Bioldgica de la UAB, por medio de PCR de extensidn por separado para ambas
cadenas, con una mix preparada con 2.5 ul de agua des-ionizada y estéril, 1.5
de Big Dye®Terminator v3.1, ABI PRISM®, 1.0 ul de Buffer de secuenciacion, 1.0 ul
de cada primer (5 pmol), los mismos que fueron empleados para la reaccién de
amplificacion, y 4 ul de DNA purificado, para finalmente obtener un volumen final
de 10 ul.

Finalmente, el programa del termociclador PRIMUS 25, empleado para este
procedimiento, consistié de un ciclo inicial de 1 minuto a 96°C, a continuacion 25
ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C y 4 minutos de extension a 60°C;
finalmente, un ciclo de extension final de 5 minutos a 72°C. Al término de este

Ultimo paso, la temperatura del bloque desciende a 4°C.

3.4.3.2.1 ELIMINACION DE LOS TERMINADORES DE LA REACCION DE
SECUENCIACION.

La Purificacion de los productos de extension mediante la precipitacion del DNA
Etanol-EDTA tiene como finalidad eliminar los terminadores de la reaccién de
secuenciacion no incorporados al producto de extension. Este procedimiento se

realizd bajo el siguiente protocolo:

e Se transfirid el volumen total 10 pl del producto de extension a tubos de 1.5
ul, anadiéndole 5 pl de EDTA (125 mM) y 60 pl de etanol al 100%
(temperatura ambiente).

e Sé mezcld bien con ayuda del vortex y se incubd a temperatura ambiente
durante 15 minutos para posteriormente, centrifugar 20 minutos a 13.000
r.o.m auna temperatura de 4°C.

e Se retird el sobrenadante, empleando pipetas con puntas estériles y se
procedié al secado de cada microtubo, eliminando los restos de reactivos
que pudieron haber quedado con ayuda de aire frio por 30 minutos.

e Luego, se le agregd 60 ul de etanol al 70% y se centrifugd 20 minutos a

13.000 rp.m a una temperatura de 4°C, retfirando el sobrenadante,
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continuando con el secado de los microtubos de igual manera que el

paso anterior y luego, se incubaron a 37 °C durante 5 minutos.

El producto obtenido fue secuenciado en el Servicio de secuenciacidon de la UAB,
utilizando un secuenciador automdatico de capilares ABI 3100 de la casa Applied
Biosystems. El programa Chromas se empled para la visualizacion de las
secuencias, las cuales fueron alineadas con la secuencia de referencia de
Cambridge (Anderson et al, 1981) usando el programa BioEdit v 5.0.9.1 (Hall,
1999).

3.5 MUESTRAS INHIBIDAS.

Aquellos extractos, que una vez realizada la primera amplificacion, mostraron
signos de inhibicion, fueron purificados con el mismo Kit comercial de la casa
Genycell®, utilizado para las muestras que fueron secuenciadas, siguiendo el

mismo protocolo (ver apartado 3.6.3.1.2).

Por tratarse de purificacion de extractos de DNA y no de material amplificado, las
condiciones de frabajo son diferentes. En primer lugar éste proceso se realizdé en
el laboratorio de Pre-PCR y dentro de la cabina de flujo laminar, siguiendo
estrictas medidas de esterilizacion, minimizando los riesgos de contaminacion vy

empleando material especifico para este proceso.

Cada muestra fue procesada de forma separada a fin de evitar la
contaminacion cruzada. Al final de cada purificacion la cabina se sometid al
proceso de rutina de limpieza y esterilizacion, irradidndola con UV por espacio de
30 minutos. Al cabo de este tiempo, se confinuaba con la siguiente muestra. Esto
se realizé con el fin de evitar las contaminaciones cruzadas. El DNA purificado se
almacend a -4°C. Para la limpieza y esterilizacion de la cabina, se aplicé el

procedimiento de rutina.

69



Bahia de Alcudia, Mallorca: Un crisol genético en el Mediterréaneo.
Muestra y metodologia

3. 6 CARACTERIZACION GENETICA DEL INVESTIGADOR.

Es importante identificar y secuenciar el DNA de la autora del tfrabajo ya que
representa la principal fuente de contaminacidon natural en el laboratorio
(Hummel y Herrmann, 1994; Keyser-Tracqui et al., 2002). A partir de una muestra
de sangre se amplificé un segmento de 404 pb de la region HVSI desde la
posicion 16024, utilizando los primers L-15997 (5' CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT
3) y H-16401 (5 TGA TIT CAC GGA GGA TGG TG 3') y las condiciones de

amplificacion descritas por Pereira y colaboradores (2000).

3.7 ANALISIS ESTADISTICO.
3.7.1 REGION CODIFICANTE.

En este apartado, se describirdn los diferentes métodos estadisticos utilizados a
partir de los datos genéticos del miDNA para establecer las relaciones
flogenéticas entre las series analizadas en este estudio y las poblaciones

empleadas para el andlisis comparativo (Tabla IV y Fig. 34).

La comparacién entre las frecuencias de haplogrupos de las poblaciones
relacionadas se ha llevado a cabo mediante el programa ARLEQUIN 2000
(Schneider et al., 2000) utilizando el test exacto de diferenciacion poblacional

(Raymond & Rousset, 1995).

A partir de las frecuencias relativas encontradas en las poblaciones relacionadas,
se readlizé el andlisis de componentes principales, utilizando el programa
estadistico SPSS (The Apache Software Foundation, 2000). De igual manera, con
este mismo programa pero empleando la matriz de distancias genéticas de
Reynolds (Reynolds et al., 1983), obtenida a través del programa ARLEQUIN 2.000
(Schneider et al., 2000), se realizaron los graficos para el andlisis del escalamiento

multidimensional empleando el programa estadistico SPSS v.14.
Para la construccién del drbol sin raiz que se realizé con las poblaciones antiguas,

se empled el método de Neighbour-Joining (Saitou y Nei, 1987), incluido en el

programa estadistico Phylip 3.57c (Felsenstein, 1995), utilizando la matriz de
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distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al, 1983) y la representacion

grdfica del drbol, se realizé con el programa TREEVIEW (Page, 1996).

3.7.2 REGION DE CONTROL DEL MTDNA (HVS-I).

Para el andlisis de la regidén control o HVS-I del mtDNA, se tomd en cuenta un
fragmento base comprendido entre las posiciones 16209-16365, conformado por
156 pb que de acuerdo con Montiel (2001), contiene suficiente informacion para

realizar andlisis filogenéticos en poblaciones europeas.

De una de las series analizadas, especificamente, S'lllot des Porros, se lograron
recuperar secuencias que incluyeron un menor n° de pares de base vy
constituidas la mayoria de ellas por dos fragmentos: un primer fragmento de 82
pb comprendido entre las posiciones 16209-16291 y otro de 87 pb entre las
posiciones 16313-16401. Ciertamente, entre estos dos fragmentos queda un gap o
un espacio con datos faltantes, ya que inicialmente no se contaba con primers

que amplificarian esta region situada entre las posiciones 16291-16304.

Por otra parte, no todos los extremos de las secuencias reconstruidas coincidian
con la posicion 16209 ni con la 16401, debido tal vez al dano molecular que
presentaban las muestras, razén que condujo a seleccionar un fragmento que
agrupara el mayor nUmero de secuencias, delimitando estos fragmentos de
secuencias entre las posicion 16243 y 16365, obteniéndose asi, secuencias de 126
pb. Las zonas faltantes fueron cubiertas por simbolos de “missing data”,
herramienta estadistica que se emplea para mantener el alineamiento respecto

a las secuencias de las otras poblaciones y poder conducir los andlisis.

Para la comparacion poblacional y la reconstruccion filogenética, se han
utilizado las secuencias de las series en estudio, poblaciones anfiguas de la
Peninsula Ibérica y poblaciones contempordneas de Europa, Africa y del
Cercano Oriente, referidas en la literatura y expresadas en la tabla IV y en la

figura 34.

El programa Arlequin 2000 (Schneider et al., 2000) se ha utilizado para el cdiculo

del n°® de sitios polimdrficos, la diversidad nucleotidica y la diferencia por parejas.
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El indice de diversidad genética interpoblacional A (Nei, 1978) se calculd a través

del programa DNAsp (Rozas y Rozas, 1995).

A partir de la matriz de distancias genéticas obtenida a través del programa
ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al., 2000), basada en la transformacién de Reynolds
del estadistico Fst (Reynolds et al., 1983), calculados por pareja de poblaciones a
partir de las secuencias de fragmentos de 126 pb y de 156 pb de la regidén HVS-|
del mtDNA para las tres series analizadas y las poblaciones de comparacion, se

realizaron los grdficos para el andlisis del escalamiento multidimensional.

RECONSTRUCCION FILOGENETICA.

Las redes filogenéticas (networks) entre haplotipos se realizaron con el algoritmo
Median Joining Network (Bandelt et al., 1995) del programa NETWORK v 4.2.1.
Cabe senalar que para la construccion de estas redes se emplearon dos tipos de
base de datos:

» Binary Data, para poder comparar los datos de IP con el resto de
poblaciones, acoplando todas las secuencias con inclusion de los missing
data al fragmento de 126 pb.

> DNA nucleotide Data, para comparar las poblaciones anfiguas de SRy CR
con el resto de poblaciones del arco mediterrdneo, utilizando secuencias

de mayor tamano (156 pb).

A fin de obtener una mejor imagen, se agruparon los haplogrupos relacionados
flogenéticamente, de la siguiente forma:

US-Usala-K

PHV- HV-PV- V

l-W-X

>
>
>
> JT
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Poblaciones Cédigo | n data Referencia
Son Redl (SR) 37 Antigua (1) | Presente estudio
S'illot des Porros (IP) 31 Antigua (1) | Presente estudio
Can Reiners (CR) 28 Antigua (1) | Presente estudio
Placa Vella (PV) 23 Antigua (1) | Montiel, 2001
Ibérico Pre Romano (PRM) 17 Antigua (1) | Samprieto et al., 2005
Préximo Oriente Antiguo (PO) 18 Antigua (1) | Ferndndez Dominguez, 2005
Aldaieta (AD) 56 Antfigua (1) | Alzualde et al., 2006
Cerdena antigua (CE) 23 Antigua (1) | Caramelli et al., 2007
Cataluna (CA) 39 Actual (2) Montiel, 2001
Pais Vasco (VAS) 61 Actual (2) Corte-Real et al., 1996
Pedroche (PE) 144 Actual (2) Ferndndez Rosas 2005
Valencia (VL) 39 Actual (2) Picornell et al., 2005
Sur de Portugal** (PS) 59 Actual (2) Pereira et al., 2000
Mallorca (M) 41 Actual (2) Picornell et al., 2005
Chuetas (CH) 44 Actual (2) Picornell et al., 2005
Menorca (MN) 41 Actual (2) Picornell et al., 2005
Ibiza (1BZ) 49 Actual (2) Picornell et al., 2005
Marruecos (MR) 45 Actual (2) Brakez et al., 2001
Argelia (AR) 81 Actual (2) Corte-Real et al., 1996
TUnez (TZ) 154 Actual (2) Fadhlaovui et al., 2004
Stevanovitch et al., 2003
Egipto (EG) 28 Actual (2)
Cerdena actual (SD) 115 Actual (2) Richards et al., 2000
Toscana (18) 47 Actual (2) Torroni et al., 1996
Coércega* (CS) 53 Actual (2) Morelli et al., 2000
Francia (FR) 71 Actual (2) Richards et al., 2000
Suiza (S7) 70 Actual (2) Pult et al., 1994
Croacia* (C1) 108 Actual (2) Tolk et al., 2001
Albania (AB) 42 Actual (2) Bosch et al., 2006
Grecia (GR) 25 Actual (2) Bosch et al., 2006
Turquia (TK) 75 Actual (2) Mergen et al., 2004
Siria (Sy) 69 Actual (2) Richards et al., 2000
Richards et al., 2000
Israel (ph) 116 Actual (2) Di Rienzo y Wilson, 1991
Irak (1Q) 52 Actual (2) Al-Zahery et al., 2003
Georgia** (GE) 45 Actual (2) Comas et al., 2000

Tabla IV . Poblaciones empleadas para la comparacién poblacional y reconstruccion filogenética.

(*)Poblaciones empleadas sélo para el andlisis de RFLPs; (**) poblaciones empleada sélo para el andlisis de
HVS-I.
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4. RESULTADOS.
4.1 METODOLOGIA Y CRITERIOS DE AUTENTICIDAD.

La parte experimental de este estudio, se realizd en un laboratorio exclusivo
dotado con los equipos adecuados para trabajar con aDNA, que incluye una
cabina de flujo laminar, centrifuga refrigerada, estufa y caja esterilizadora. Todos
estos equipos se sometieron de manera habitual a la limpieza con soluciones
desinfectantes y radiacion ultravioleta para su descontaminacion. Asimismo, se
contdé con una unidad de presion positiva que cubria el drea fisica del
laboratorio. Los procedimientos de pre-PCR y post-PCR, se realizaron en dreas

separadas.

A fin de evitar y minimizar el riesgo de contaminacién con DNA exdgeno, se
siguieron de forma rutinaria estrictas medidas de esterilizacion (limpieza con
soluciones desinfectantes, utilizacion de material estéril y uso de reactivos en
adlicuotas). Estas medidas estdn descritas detalladamente en el capitulo de
Muestras y Metodologia y fueron aplicadas tanto a las dreas de trabajo como al
instrumental. Estas medidas también incluyen el uso de una indumentaria

apropiada (Fig. 35).

INDUMENTARIA DESECHABLE

Fig. 35 Material estéril e indumentaria empleada.
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En el presente trabajo y bajo las condiciones antes expuestas, han sido
analizadas 134 muestras pertenecientes a 40 individuos de S'lllot des Porros (IP),
54 de Son Real (SR) y 40 de la Necropolis Alto-Medieval de Can Reiners (CR),
realizdndose un total de 28 extracciones distribuidas de la siguiente manera: 8 de

S'lllot des Porros, 12 de Son Real y 8 de Can Reiners.

Cada extraccion se realizd para un grupo o set de 4 a é dientes, con la
excepcion de una extraccion de la serie de Can Reiners, donde se combinaron
muestras dentarias y &seas. En cada proceso fue incluido un blanco de
extraccién como control de contaminacién, por lo que el promedio de la razén

muestras/blancos fue de 5a 1.

A nivel metodoldgico también es interesante resaltar la incorporacion de un
proceso de purificacion del extracto con un Kit de purificacion de productos de
PCR, marca Genycell Biotech ® (protocolo descrito en la sesion 3.4.4.2 de
Muestras y Metodologia), con el cual se logré la eliminaciéon de sustancias
inhibidoras de la PCR. No todas las muestras fueron sometidas a este proceso, ya
que este paso se realizd después de efectuada la primera amplificacion del
extracto, que permitié valorar la presencia o no de sustancias inhibidoras de la

Tag DNA polimerasa.

En este sentido, los extractos de los individuos SR/1-67-A(2) y CR/93.1 presentaron
signos claros de inhibicidon al ser observada la ausencia de bandas asi como de
dimeros de primers en el gel de agarosa (Fig. 36), hecho que podria indicar la
inhibicion de la polimerasa. Por este motivo, estos extractos fueron purificados
con el kit referido anteriormente, lo que resultd en la obtencidn de bandas de
amplificacion de excelente calidad y especificas del fragmento buscado,
alcanzandose asi la caracterizacion de estos individuos con resultados

concluyentes.
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Fig. 36- PCR de un fragmento de 123 pb. En el gel se muestra

la inhibicién de dos extractos (SR19 y CR24), indicada por la ausencia de dimeros de primers

Con respecto a la purificacion del producto amplificado para la secuenciacion,
ésta se realizé mediante dos procesos, descritos en la seccion 3.4.4 de Muestras y
Métodologia. Todas las muestras pertenecientes a IP y la mayor parte de SR,
fueron purificadas siguiendo la metodologia descrita por Montiel (2001), basado
en la recuperacidon de DNA a partir de geles de agarosa, mientras que las
muestras de CR fueron purificadas en su totalidad con el Kit comercial de la casa

Genycell Biotech ®.

Al comparar los resultados con ambos protocolos, se pudo observar un nivel
adecuado de pureza, no obstante, con el uso del kit comercial, hubo un ahorro
sustancial de tiempo y frabajo, con una menor exposicion de la muestra a
elementos contaminantes externos. La caracterizacion genética de los individuos
en estudio se logré siguiendo la metodologia descrita por Montiel (2001), basada
en la combinacion del andlisis de sitios de restriccion polimérficos (RFLP's) y la

secuenciacion de fragmentos de la region HVS-I.

4.1.1 PROCESAMIENTO DE BLANCOS DE EXTRACCION Y DE
AMPLIFICACION.

La reaccién de PCR se realizd para cada grupo de muestras procedentes de la
misma extracciéon y su correspondiente blanco o control de extraccion. De las 28

exfracciones realizadas, solo una resultd contaminada (extraccion n® 4 de la serie
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de S'lllot des Porros: IP B-22, IP C 1964-42', IP C-18, IP 98-1 y IP C-49), cuyo blanco
de extraccion (KE) resultd positivo y que al ser secuenciado, coincidié con la
secuencia del investigador, razén por la cual fue descartado todo el grupo de
muestras en cuestion. No obstante, muestras de estos individuos, fueron

nuevamente procesados para obtener su caracterizacion.

Por otra parte, en algunos procesos de PCR, el K- (control de amplificacién)
resultdé contaminado, razén por la cual se descartaron tanto los productos de
PCR, como las alicuotas de los reactivos utilizados. Este control fue secuenciado y
el resultado indicd que la secuencia obtenida del control se correspondian con
una de las muestras del grupo amplificado, razén que llevd a repetir el proceso
de amplificaciéon y secuenciacion, resultando en esta nueva ocasién, un control
sin bandas en el gel de agarosa. Esto hace suponer que se tratdé de una
contaminacién causada por el fendbmeno de carryover, que consiste en la
amplificaciéon de moléculas de DNA que provienen de otras muestras o de
amplificaciones anteriores y en este caso podria deberse al acarreo de DNA de

la muestra al blanco.

En los casos en que se requirid realizar reamplificaciones, se incorporaron los
confroles tanto de extraccion (KE), de amplificacion (K-) y un control de

reamplificacion, resultando en todos los casos negativos.

4.1.2 REPLICACION DE MUESTRAS EN EL LABORATORIO.

De manera aleatoria se seleccionaron dos individuos (SR/43.1 y SR/Sep74) en los
cuales se duplicé todo el proceso: se realizaron extracciones independientes y las
respectivas amplificaciones, verificando a través de los andlisis tanto de la regién
codificante, como de la regidn control, que el resultado era concordante, lo que

contribuye a reforzar la autenticidad de los resultados (Montiel et al., 2007).
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4.1.3 REPLICACION DE MUESTRAS EN UN LABORATORIO
INDEPENDIENTE.

Las muestras pertenecientes a los individuos SR43.1 y SRSep74, fueron procesadas
en dos laboratorios (laboratorio 1 y laboratorio 2) distintos de ['Unitat
d’'Antropologia de la UAB, comprobdndose que los resultados de los andlisis de

RFLP y de la HVS1 eran concordantes.

4.1.4 VALORACION DE LA EFECTIVIDAD DE LAS MUESTRAS
ANALIZADAS.

Los resultados del andlisis de las tres series se muestran en las tablas VI, VIl y VIII. El
porcentaje de eficiencia de amplificaciéon al trabajar con aDNA por lo general es
bajo, razén que puede ser atribuida a las condiciones de preservacion de los
restos antiguos (Hagelberg, 1994; Tuross, 1994). En el presente trabajo no todas las
muestras presentaron la misma eficiencia a la hora de amplificar, por lo que se
obtuvieron distintos porcentajes de efectividad por poblacién analizada. De un
total de 134 muestras, 96 resultaron efectivas: 37 (68,51%) de SR; 31 (77,50 %) de IP
y 28 (70%) de CR, que al promediarlos se da un valor de 71,64%; valor que puede
considerarse satisfactorio considerando la anfigledad de las muestras cuyo
rango se situa entre los siglos VI-Il a.C., de la Edad de Hierro hasta el siglo VIl d.C.

(Grdfico 1).

Porcentajes de Eficiencia

O Muestras no efectivas (27,99%)
B Muestras efectivas (72%)

SR P CR

Grdfico 1. Eficiencia de resultados

Las muestras consideradas no efectivas (grafico 1), fueron aquellas en las cuales

se obtuvo la amplificacion para menos de 3 haplogrupos y la PCR para la region
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de control resultd negativa. La falta de efectividad de los extractos pudo estar
relacionada con el dano molecular que presentaba el DNA en estos individuos,
producto de la mala preservacion y conservacion en que se encontraban las

muestras.

El valor medio obtenido de la sumatoria de los porcentajes de muestras no
efectivas de cada una de las series analizadas (Son Real 31, 48%; S'lllot des Porros
22, 50%; y Can Reiners fue de 30%. Cabe destacar que el individuo SR/50.30 a
pesar de haber producido mds de tres amplificaciones y un fragmento de
secuencia CRS de 87 pb, no pudo ser caracterizado ya que el andlisis de
restriccion enzimdatica no arrojé resultados concluyentes, razén por la cual se

considerdé como muestra no efectiva.

4.1.5 DETERMINACION DE VARIABILIDAD MITOCONDRIAL
ENTRE LAS MUESTRAS DE UN MISMO GRUPO O SET DE
EXTRACCION.

Los resultados de los andlisis moleculares de las tres series antiguas objeto de este
estudio (tablas VI, VIl y VIIl) muestran variabilidad mitocondrial en la mayoria de
los grupos de exfraccion. En algunos grupos de extracciéon tales como las
extracciones N° 12 de Son Real, N° 2 de S'lllot des Porros y N° 6 de Can Reiners, la
variabilidad mitocondrial se pudo observar a pesar de que los individuos fueron
caracterizados dentro de un mismo haplogrupo, ya que la secuencia de la

region HVS-I para cada individuo, mostré diferencias entre ellos.
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REGION CODIFICANTE

REGION DE CONTROL

H | J K T U v w PHV X
N° | INDIVIDUO -7025 | -1715 | -13704 | -9052 | +15606 | +12308 | -4577 | -8994 | +11719 | +14465 HVR]
Alu | Ddel BstOl Hae ll Alu Hinfl | Nlalll | Hae lll | Smal | Accl RFLP SECUENCIA
SR 4-67(2) + + + + - - + + - + X 223T, 278T X
SR Sep 75
SR 3-67-A + + - ‘ NA ‘ - ‘ - ‘ + ‘ + - ‘ - ‘ J ‘ CRS J
SR 47-15
01 | KE
SR 1-67-A(1) - + + + . . + + . . H 2217
SR 54.2 - + + + - - + + - - H CRS
SR 47.3 + + + + + - + + - - T 292T1,2947,3447
SR 54.1. + + + + - + + + - - U 270T,290T,292T,294T us
SR 1-67-A(5) + + + + - - NA + + - PHV | CRS PHV
SR 47.1
02 | KE
SR 50.1
SR 50.70
SR 43.1 (R50) i iz o iz - - + i - - J CRS J
SR72.2 + + - + - - + + - - J
03 | KE
SR752 + + + + - + NA + - NA u
SR 1-67-A(2) + + - + - - + + - - 2787 J
SR75.1 + + + - - + + + - - K.U 2247, 311C K
SR 43.5 + + - + - - + + - - J 2421 J
04 | KE
SR 1.3 + + + ‘ + ‘ NA ‘ + ‘ + ‘ + - ‘ NA ‘ u ‘

Tabla VI- Serie de Son Real: Resultados de los andlisis de la Regidn codificante y HVS-I. Las filas marcadas en ROSA sefialan las muestras

no efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccién o KE, las celdas sehaladas en VERDE muestran los individuos analizados sélo

con RFPLs Y en

las muestras duplicadas en dos laboratorio distintos de la UAB

Resultados
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REGION CODIFICANTE REGION DE CONTROL
H | J K T U \' W PHV X
N INDIVIDUO -7025 | -1715]-13704 | -9052 | +15606 | +12308 | -4577 | -8994 | +11719 | +14465 HVR1
Alu | Ddel | BstOl |Haell Alu | Hinfl | Nlalll | Hae lll | Small Acc | RFLP SECUENCIA
SR 22.D - + + + - - + + - - H 291T, 293G H
SR 43 + + + + - - + + - + X
05 | SR 53.4 + + + . NA + + + - - KU [224C311C K
SR 4412
KE
SR 2
SR 5029
SR 5030
SR3
SR 36.1
06 | KE
SR1-67 A - [+ ][] - [ - [+ ]+ ] -] - [H]
SR46.1
SR6.12 (4407) + + . + - - + + - - J
SR 49.1 + + + + NA + + + - - U |CRS ‘ U
KE
SR 48.1 + + + + - - + + - +
SR 29.05 + + + - - - + + - - K |311C, 3277 ‘ K
SR 20.1 + + - + - - + + - - J
SR 22.7
[ [ - [ -] - v [mw s
08 KE

Tabla VI - Serie de Son Real: Resultados de los andlisis de la Regidn codificante y HVR1. Las filas marcadas en ROSA, sefalan las muestras
no efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccién o KE y las celdas sefialadas en VERDE muestran los individuos analizados

s6lo con RFPLs.

Resultados
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REGION CODIFICANTE

REGION DE CONTROL

H I J K T U v W | PHV | X
\ 7025 | -1715 | -13704 | -9052 | +15606 | +12308 | -4577 | -8994 | 11719 | 14465 HVRI
INDIVIDUO Alu l Ddel BstOl Hae ll Alu | Hinfl | Nlalll | Hae lll | Smal | Accl RFLP SECUENCIA
SR34 + + + + - + + + - - 1]
SR 4402 * * * + - + + + - - u
SR29 6 + + + + NA + + + - - THEES | v
KE
SR 43.1 + ‘ + ‘ _ + . - + + - . ‘ J | CRS | i
SR 65.8
SR 5303 - e + - - + + 3 [ W
10 | KE
SR 13.1
SR 1-67-A R * - - * * - -] s J
SR 5039
SR 70.1 * * * * NA + * * - - U oot us
SR71.1 - * NA * - - * * - - CRS H
11 |KE
SR 0001 - [ Na ] * - - * * - - | W JcRs |
SR 2-67(4)
SR 2.3 - NA * NA - - + + - - 2787 | W
SR 56.1 - + + + - . + + : : m
12 | KE
SR Sep 74 + + * + - + * + - - U o0 us
SR Sep 74 + + * + - + * + - - U |osor us
SR Sep 68 + + + + - - + - - - W | 22372921 w
SR Sep72 + + + + - - + - - i W [ 2231,2921 w

Tabla VI - Serie de Son Real: Resultados de los andilisis de la Regién codificante y HVR1. Las filas marcadas en ROSA, sefialan las muestras no

efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccion o KE, las celdas sefaladas en VERDE , muestran los individuos analizados sélo con
RFPLs y en

las muestras en dos laboratorios distintos de la UAB

genético en el Mediterraneo.

Resultados
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REGION CODIFICANTE

REGION DE CONTROL

H 1-X J K U \' W T
N* INDIVIDUO -7025 | -1715 [ -13704 | -9052 +12308 | -4577 | -8994 | +15606 RFLP HVR]
Alu l Ddel BstOl | Hae ll Hinf | Nlalll | Hae lll | Alul SECUENCIA
IP A 1961
IP M-15 + + + + + + + - u 270T, 378T us
IP C-N14 - + + + - + + - H 223T7,2627,293G H
IP B-5* + + + NA + + + - U 270T, 304C us
o IP B-1 1961
IP BC-49
KE
IP C-24B
IPB1961-1* + NA + + + NA NA - 2701 us
IP B-2 + + + + + NA + - 257, 2707 us
IP C-56’ + + + + + NA + - 261,270T us
02 IP C-31
IP N-7
KE
IP BC-16* + NA + NA + NA + - U 325C
IP B-7 + + + + + + INH - U CRS
IP C-20 + + + + + NA NA - U 325C, 355C,356T
IP C-50 NA NA - + - - W
IP SW 97-9 + NA + + NA - UW | CRS U
KE
IP B-22
IP C 1964-42
IPC-18 EXTRACCION CONTAMINADA
IP 98-1
IP C-49
KE

Tabla VII - Serie de S'lllot des Porros: Resultados de los andlisis de la Regién codificante y HVR1. Las filas marcadas en ROSA, seialan las

muestras no efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extracciéon o KE y las celdas sefaladas en VERDE, muestran los individuos

analizados sélo con RFPLs.
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ND

INDIVIDUO

REGION CODIFICANTE

REGION DE CONTROL

1-X

K

U

Vv

w

T

-7025

-1715

-13704

-9052

+12308

-4577

-8994

+15606

Alu |

Ddel

BstOl

Hae ll

Hinf |

Nia il

Hae lll

Alu

RFLP

SECUENCIA

HVR1

05

IPN-13

IP 4

IP B-33 1962

IP B-21

NA

=

KE

06

IP B-33

IP B-36

IPB-1

IP C 1964-42'

2707

IPB -23

2237

IPC-18

CRS

IP 98-1

CRS

IP C-49

NA

Il clI<|c|xT|x(=x

250A, 256T

I T I <

KE

07

IP B-3

NA

c

CRS

c

IP SW 97-3

3787

IPN15

CRS

KE

08

IP N 5b

‘ CRS

IP B-22

KE

Tabla VlI-Serie de S’lllot des Porros: Resultados de los andilisis de la Regidn codificante y HVR1. Las filas marcadas en ROSA, sefalan las muestras

no efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccion o KE y las celdas senaladas en VERDE muestran los individuos analizados

sélo con RFPLs.
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REGION CODIFICANTE REGION DE CONTROL
H 1-X J K v v w T
o
N -7025 | -1715| -13704 | -9052 +12308 | -4577 | -8994 | +15606
INDIVIDUO Alul | Ddel | BstOl | Hae ll Hinf | Nialll | Haelll | Alul RFLP HVS-I
SECUENCIA
IPB-11 + + + + - - + - v
IP B- 24 - NA + + - + + - H
IP B-25 - + + + - + + - H
IP B-31 - + + + - + + - H
IP C-1AA NA - + + - + + - X
IPH 50 - + + + - + + - H

Tabla ViI- Serie de S'lllot des Porros: Resultados de los andilisis de la Regién codificante y HVRI1. Las filas marcadas en ROSA, seialan las
muestras no efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccion o KE y las celdas sefaladas en VERDE muestran los individuos

analizados sélo con RFPLs.
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INDIVIDUO

REGION CODIFICANTE

REGION DE CONTROL

T u Vv

w

PHV

X

7025

-1715

-13704

-9052

+15606 | +12308 | -4577

-8994

+11719

+14465

Alu

Ddel

BstOl

Hae ll

Alu | Hinfl | Nlalll

Hae lll

Small

Acc |

RFPL

SECUENCIA

HVRI

01

CR32.1

- - +

+

274A

CR 49.1

CR 33.1

CR23.2

CR 43.3

KE

02

CR70.1

L1,12,L3.M

2237

CR 23.1

W

2231, 2921

CR 43.1

2781

39-1(29)

CR 39-1(50)

+ o[+ |+ [+ |+

U
J
T

KE

03

CR17.1

CRS

CR24.2

CR 46.1

KE

04

CR 126.1

CR131.1

2567, 270T

USala

CR 147

NA

NA

CRS*

CR17.2

290

KE

CR 10.1

+

+

NA

CR15.2

+

+

NA

- - +

+

CR93.1

+

+

+

- - +

+

CRS

H

Tabla VIII - Serie de Can Reiners : Resultados de los andlisis de la Regidn codificante y HVR1. Las filas marcadas en ROSA, sefalan las muestras no

efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccion o KE y las celdas sefialadas en VERDE  muestran los individuos analizados sélo

con RFPLs.
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NO

INDIVIDUO

REGION CODIFICANTE

REGION DE CONTROL

T

U

Vv

w

PHV

X

-7025

-1715

-13704

-9052

+15606

+12308

-4577

-8994

+11719

+14465

Alu |

Ddel

BstOl

Hae ll

Alu |

Hinf |

Nia Il

Hae lll

Smal

Acc |

RFPL

Secuancia

HVRI

05

CR93.2

CR 149/30

KE

06

CR E-89

+

+

2667, 2941, 311C

CR 16.1

CR 41*

+ |+

+ |+

NA

CRS

CR 32.1

+

+

I | | |xT

29171

CR30.1

CR31.1

‘NA

| crs

KE

07

CR 47.57

260T, 278T

CR 67.1

2237

CR 83.1

NA

NA

2617, 298C

CR 107.1

CRS

CR 123

KE

08

CR Zanja lll
T1/esq 3

CR77.1*

NA

NA

CRS*

CRG-9 T155
In 1*

NA

+

CRS

CR 163.1

NA

CR 164.1

NA

+ |+

CRS

CR 169.1

+

NA

K.U

2247, 311C

CR93.2

KE

Tabla VllI-Serie de Can Rreiners: Resultados de los andlisis de la Regién codificante y HVRI. Las filas marcadas en ROSA, seialan las muestras no

efectivas, las filas AZULES identifican los controles de extraccion o KE y las celdas sehaladas en VERDE muestran los individuos analizados sélo con RFLPs..

genético en el Mediterraneo.

Resultados

89



Bahia de Alcudia, Mallorca: Un crisol genético en el Mediterréaneo.
Resultados

4.2 ANALISIS INTRAPOBLACIONAL.

4.2.1 REGION CODIFICANTE DEL mtDNA.

Como se ha senalado anteriormente, de un total de 134 muestras analizadas, 96
rindieron fragmentos amplificados, demostrando con esto que todas las muestras
que resultaron efectivas pudieron ser caracterizadas por medio de RFLPs,
coincidiendo con el valor obtenido en el grdfico 1. Dentro de este porcentaje el
91,6% segregaron para los haplogrupos europeos y un 8,4% que incluyd linajes
asidticos, especificamente del Cercano Oriente representados bdsicamente por

el haplogrupo W (6,8%) y africanos, a través del haplogrupo L3 (2,2%).

La Tabla IX recopila la distribucién de frecuencias absolutas y relativas de los
haplogrupos mitocondriales a partir del andlisis de RFPL's. De los 96 individuos que
rindieron amplificacién (SR n=37; IP n= 31; y CR n=28), se observd que los
haplogrupos H (-7025 Alu 1) y U (+12308 Hinf I) registraron las frecuencias mas altas
en las tres poblaciones en estudio (Grdfico 2). Cabe aclarar que tres de los
individuos de S'lllot des Porros (IP B-5, IP Circ B 1961-1 e IP BC 16), senalados con
un asterisco (*) en la tabla VI, fueron caracterizados como U, sin la exclusion
explicita de otros haplogrupos, debido a la escasa eficiencia en la amplificacion.
La serie antigua de Son Real presenta una frecuencia relativamente baja de H si
la comparamos con los valores de las ofras dos series mallorquinas analizadas en

esta Tesis.

En relacion a la frecuencia del resto de haplogrupos, los valores porcentuales
varian en las tres poblaciones, observandose que el haplogrupo J (-15609 Bst Ol)
presenta la mayor frecuencia en la poblacidon de SR, mientras que en IP no se

observo representacion de este cluster.

En referencia al haplogrupo W (+8994 Haelll), es importante destacar que este
linaje es caracteristico de las poblaciones del Proximo Oriente. En las tres
poblaciones analizadas, la representacion de este cluster es baja, no obstante, su
presencia podria indicar cierto flujo génico desde el Préximo Oriente. Con

respecto al haplogrupo V (-4577 Nia lll), sélo pudieron ser caracterizados dos
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individuos de S'lllot des Porros y 1 individuo de Can Reiners, mientras que en Son

Real, no se encontrd representacion para este cluster.

SR IP CR
n=37 n=31 n=28
—— e S S ales Z

H 9 0243 14 0452 12 0,429
U 10 0,270| 13 0420 8 0,286
v 0 0.000 2 0,065 1 0.036
w 2 0,054 1 0032 2 0,071
X 3 0.081 1 0032 O 0.000
J 8 0.216 0 0.000 1 0,036
K 3 0.081 0 0,000 1 0.036
T 1 0.027 0 0,000 1 0.036
PHV 1 0.027 0 0,000 © 0.000
| 0 0.000 0 0,000 1 0.036
L1,12,L3,M 0 0,000 0 0,000 1 0,036

Tabla IX - Distribucidn de frecuencias absolutas y relativas de los haplogrupos mitocondriales de las

poblaciones analizadas en este estudio.

Los haplogrupos T, |, PHV y L3, presentan el mds bajo porcentaje, observdndose
qgue soélo un individuo de Son Real (0,027%) pertenece al haplogrupo PHV,
mientras que en la poblacion de Can Reiners se encuentran, aunque en baja
frecuencia, el haplogrupo | (0,035%) y el conformado por L1,L2,L3,M (este Ultimo
caso se detalla mds adelante), situacion similar con respecto al haplogrupo T,

donde se observa sélo 1 individuo de Son Realy 1 de Can Reiners.
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Sa DrAGONERA #H40

g CONILLERA
mMiDNA entre las series en estudio. # EABEE A

Grdfico 2. Frecuencias absolutas de los haplogrupos del
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4.2.2 REGION CONTROL O HVS-I DEL mtDNA.

De un total de 96 muestras efectivas, se logré obtener 66 secuencias distribuidas

por poblacion de la siguiente manera:

Poblacién N° de secuencias
Son Real 25
S’lllot des Porros 20
Can Reiners 21

Las 66 secuencias obtenidas, se distribuyen de la siguiente manera de acuerdo al

tamano del fragmento (fig. 37)

e 40 Secuencias de 190 pb, de las cuales 16 fueron construidas a partir de

dos fragmentos solapantes, de 111 pb y 87 pb.

e 8 Secuencias de 126 pb

e 18 secuencias de distintas longitudes (3 secuencias de 111pb, é secuencias

de 87pb vy 9 secuencias de menos de 87 pb)

En los datos de secuenciacion de la mayoria de fragmentos pequenos, no se

observaron diferencias con respecto a la secuencia de Referencia de

Cambridge (CRS) (Anderson et al., 1981), lo que no permitié realizar la inferencia

del haplogrupo. Sin embargo, 5 de las 18 secuencias de distintas longitudes,

presentaron al menos una mutaciéon diagndstica correspondiente al haplogrupo

para el cual segregd el individuo.

Estos individuos fueron:

SR/29.6: mostrdé la mutacion 16355T habiendo segregado para el
haplogrupo U

IP/IP B1961-1: presentd la mutacion 16270T segregando para el
haplogrupo US.

IP B-23: presentd la mutacion 162237, segregando para el haplogrupo V
IP C-49: presentd dos cambios nucleotidicos: 16250A y 162567,
resultando H por RFLP.
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190pE

15401
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| 111pb |
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—

o —
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N —

24 zecuencias de 190

14 zon fragrentos
solapantes de 111pb ¥ &7
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& secuencias de #
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3 secuencias de 111 pb

4 secuenciasde §7 pb
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tarmanos
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11 SECUEMCIAS
DE126 po

)

Fig. 37- Tamano de los fragmentos de secuencia de HVS-I mtDNA, obtenidas en el presente estudio

De las 66 secuencias obtenidas, 48 (37 con el fragmento de 156 pb y 11 con el

fragmento de 126 pb), fueron utilizadas para el andlisis de comparacién. En

relacion a la distribucidn de las secuencias entre los individuos de cada una de

las tres series, tenemos lo siguiente:

Poblacion de Son Real (22 secuencias):

=

=
=
=
=

6 individuos mostraron la secuencia de referencia (CRS).

3 individuos comparten la mutacion 16270T.

2 individuos comparten la mutacion 162787

2 individuos presentaron las mutaciones 16224Ty 16311C

2 individuos presentan en su secuencia las mutaciones 16223T-16292T.
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= 7 individuos no comparten haplotipos.

Total de haplotipos: 12 (5 compartidos y 7 Unicos).

S’lllot des Porros (11 secuencias):
= 2 individuos comparten el motivo CRS.
= 9 individuos no comparten haplotipos.

Total de haplotipos: 10 (1 compartido y 9 Unicos).

Can Reiners (15 secuencias):
= 4 individuos que presentaron la secuencia de referencia (CRS).
= 2 presentan en su secuencia el motivo 16223T.
= 9 individuos no comparten haplotipos.

Total de haplotipos: 11 (2 compartidos y 9 Unicos).

En las 48 secuencias obtenidas entre las fres poblaciones analizadas, se han
encontrado 29 haplotipos y sdlo 4 estdn compartidos entre ellas, como se

muestra en la tabla X:

Poblaciones
Motivo Son Real S§’lllot des Porros Can Reiners
N°/$=22 N°/S=11 N°/S=15
CRS 6 ind 2ind 4ind
162707 3ind 1ind -
16224C-16311C 2ind - 1ind
16223T-16292T 2ind - 1ind

Tabla X: Haplotipos compartidos entre las tres series antiguas analizadas.

En las tablas XI, Xl y Xlll, se presentan las secuencias de las tres poblaciones
analizadas tomando como base la secuencia de referencia (CRS) de Anderson y

colaboradores (1981).
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r1T11111 111111111111
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 b6 b6 b6 b6 6 6 6 6 6 6 666 6 6 6 6 6 6 66666 6 66 6
2 222 222222222222 222222222222222%23333333333333314
0222 2 4 45 6 6 6 6 677 7 77 777 899 9 9999999 1 1 1 2 2 2 444456690
9 1 2 3 41 2 601 67 9 013 457 89901 23 456789 01 3 67 8034505054620
CRs* TCCCTACCCCCCACTGGAACCACCCACCCTITTAGTITAACCAACACCCTC
INDIVIDUO | N° de pb
54.2 190pb | > > H
1 190pb  |> . > H
1-67-A(1) 190pb |> T . > H
220 190pb | > . T G > H
23 190pb | > T > H
1-67-A(S5) 190pb | > > PHV
3-67-A 190pb | > >
43.1 (R15) 190pb | > > J
1-67-A 190pb | > . > )
1-67-A(2) 190pb | > . T > J
435 190pb | > T . >
75.1 190pb  |> Cc Cc > K
53.4 190pb  |> Cc Cc . > K
29.05 190pb | > . Cc T > K
47.3 190pb | > . T T T > T
54.1. 190pb | > T T T T > U5
13 190pb | > T > U5
70.1 190pb | > T > U5
sep-74 190pb  |> . T > U5
sep-72 190pb | > T > W
sep-68 190pb | > T . > W
4-67(2) 190pb  [> . . T ... T s s > X
49.1 87 pb < L L > U
29.6 87 pb D | > U
71.1 87 pb <. > H

Tabla XI- Resultado de las secuencias del HVS-| mtDNA en la poblacién de Son Real. Las mutaciones se representan en rojo en la posicion correspondiente con respecto a la secuencia de referencia (*), <
inicio del fragmento, > finalizacién del fragmento. En azul se indican las secuencias de 117 y 87 pb.
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(/N R R (R N (S N A S N (N A s e A A A A S N A S S R A A A A s R O O A O I A

6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 66 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 66 6 66 6 6 6 6 6

2 22222 22222222222 22%222222223333333333333333333334

02 2 2 3 3 3 445555 6 6 67 89 99 9 9 9999 00O0O0O0T1 1 2 4 455555667 88 90

9 03 6 67 93 4046 7 01 20501 3 45 678901 23 43 45 481567825879 90
CRS* TCCACACTGCACCCCCCACCACCCITTAACAGTITCATCCACTICTCCAGAC
INDIVIDUO N° de pb
IP B-2 (47pbEEESS pb) . < . Y T > > us
IP B-5 (54 phEEES3 pb) < T > > us
IP B-7 (54 phEEEES3 ph) S > U
IP B-33 1962 (33 phEEE37 pb) ‘ . > < H
IP C 1964-42" (30 phEEEEN37 pb) < T > < us
IP C-56' (51 ph 4G pb) < C T > > us
IP M-15 (47 phEEEES3 pb) < T > T > us
IP SW-97-3 (54 phEEEss5 pb) < > T > H
IP CN-14 (190 pb) <. T T > H
IP BC-16 (190 pb) < c ST
IP C-20 (190 pb) < c TC. > U
IP C-49 (64 pb) < AT > H
IP N15 (64 pb) < > H
IP B-23 (70 pb) < T > v
IPB 1961-1 (36 pb) < T > us
IPN 5b (73 pb) < > ]
IPB-3 (51 pb) < > ]
IPC-18 (61 pb) < > H
IP 98-1 (85 pb) < > u
IP SW97-9 (75 pb) < > 1]

Tabla XllI- Resultado de las secuencias del HVS-| mtDNA en la poblacion de S'lllot des Porros.  Las mutaciones se representan en ROJO en la posicidn correspondiente con respecto a la secuencia de
referencia (*), <inicio del fragmento, > finalizacién del fragmento. En AZUL se indican las secuencias de 117 y 87 pb. Los recuadros en VERDE representan los nucledtidos faltantes (missing data).
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[/ N N N S (O A A A N e T e e e s U R N N S (N N A N D N A (S I B
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 66 6 6 6666 66 66666666666 6 6
2 222 2222222222222 22222222222 2222333333333 333334
022 2 2 4 4566 6 6 67 7 7 77 7 77899 9999 999 9 1 1 122 2 4444546690
9 1 2 3 41 2 601 67 9 01 3 457 899 01 23 4567 89 01307 80345554620
CRs* TCCCTACCCCCCACTGGAACCACCCACCCTTA T ACCAACACCCTC
INDIVIDUO | N° de pb
93.1 190pb | < > H
31.1 190pb | < . > H
32.1 190pb | < T . > H
17.2 190pb | < T . > H
E-89 190pb | < T . T Cc > H
32 190pb | < . T > H
67.1 190pb | < T .o > |
169.1 190pb | < . C .o C > K
70.1 190pb | < T > L3
17.1 190pb | < > U
107.1 190pb | < .o > U
4757 190pb | < T . - T > U
131.1 190pb | < T . T . > USala
83.1 190pb | < T - C > Vv
23.1 190pb | < T .o . T > W
43.1 111pb |< T > U
41 111pb |< > H
77.1 111pb |< > H
147 87pb > H
1 87pb > H
164.1 87pb < > U

Tabla Xlll - Resultado de las secuencias del HVS-| mtDNA en la poblacién de Can Reinerss. Las mutaciones se representan en ROJO en la posicidén correspondiente con respecto a la secuencia de
referencia (*), <inicio del fragmento, > finalizacién del fragmento.En AZUL se indican las secuencias de 117 y 87 pb.
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4.2.3 ANALISIS DE CORRESPONDENCIA RFLPs / HVS-I.

La relacion entre los polimorfismos de la region control y la regién codificante del
MIDNA es Util para una mejor caracterizacidon genética de los individuos de una
poblacion, y también para el proceso de autenticacion del aDNA. En todos los
casos analizados la relacion entre ambos andlisis resulté clara, no habiéndose

encontrado ninguna discrepancia entre ellos.

Como casos especiales cabe destacar la muestra CR/70.1, que no segregd para
ninguno de los haplogrupos europeos, fue sometida al andlisis de restriccion para
la posicion polimorfica 10871 Mnl |, que permite discriminar entre haplogrupos
europeos y los no-europeos L1, L2, L3 & M, si el patrdn de corte es positivo o
negativo, respectivamente. La restriccion enzimdtica para esta posicion (10871
Mnl 1) mostré un patrén de corte negativo, hecho que hace presumir que el
individuo tiene un posible linagje africano (L1, L2, L3 & M), dado el contexto

geogrdfico e histérico que se analiza.

Por ofra parte, la secuencia HVSI de este individuo mostrd la mutacion 16223T,
que es una posicidn polimoérfica compartida por varios haplogrupos (posible
hotspot), entre ellos L, N, M, | & W. Randon y colaboradores (1998) y Richards y
col. (2000), clasificaron secuencias con las mutaciones 16223T y 1618A-16223T,
respectivamente, como L3, por lo que es posible que este individuo pertenezca a
este lingje. Sin embargo, en el fragmento analizado no fue posible observar Ia
posicion 16180, por lo que seria necesario aumentar el tamano del fragmento

para obtener un resultado concluyente para este individuo.

Ofro caso a destacar es el de la muestra perteneciente al individuo SR/75.1, que
presentd los polimorfismos Hae Il -9052 y Hinf | +12308, correspondientes a los
haplogrupos K y U, respectivamente. En tanto que la secuencia HVS1 mostrd la
mutacion 16224C, tipica del subhaplogrupo K. Por este motivo, este individuo fue
caracterizado como K. La tabla XIV, muestra los resultados del andlisis de
correspondencia entfre los HVS-l y RFLP's, de las tres poblaciones antiguas

analizadas en este estudio.
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Individuo RFLPs Motivo Correspondencia RFLPs/HVS-I1
SR54.2 H CRS H
SRO001 H CRS H
SR1-67-A(1) H 162217 H
SR22.D H 16291T, 16293G H
SR2.3 H 162787 H
SR1-67-A(5) PHV CRS PHV
SR3-67-A J CRS J
SR43.1 (R15) J CRS J
SR1-67-A J CRS J
SR1-67-A(2) J 16278T J
SR43.5 J 162427 J
SR75.1 U/K 16224C, 16311C K
SR53.4 K 16224C, 16311C K
SR29.05 K 16311C, 16327T K
SR47.3 T 162921, 162947, 163447 T
SR54.1. U 16270T, 16290T, 16292T ,16294T us
SR13 U 16270T us
SR70.1 u 162707 U5
SRSep-74 U 16270T us
SRsep-72 w 16223T, 162927 w
SRsep-68 w 162237, 162921 w
SR4-67(2) X 162237, 16278T X
IPB-33 1962 H CRS H
P SW-97-3 H 16378T H
P CN-14 H 162237, 162627, 16293G H
P B-7 U CRS u
P BC16 u 16325C u
P C-20 U 16325C, 16355T, 16356C U
P B-2 U 16257Y (AST); 16270T us
P b5 U 16270T, 16304C us
IP C 1964-42' u 162707 us
P C-56 u 16261C, 162707 U5
P M-15 U 162707, 16378T us
CR93.1 H CRS H
CR31.1 H CRS H
CR32.1 H 162747 H
CRI7.2 H 16290T H
CRE-89 H 16266T,16294T,16311C H
CR32 H 162917 H
CR&71 [ 162237 [
CRI9.1 K 16224C 16311C K
CR70.1 L 162237 L3
CR17.1 U CRS U
CR107.1 U CRS

CR47.57 U 16260T, 162787

CRI31 1 u 16256, 16270T Usala
CR83.1 v 162617 16298T v
CRO3.1 w 16223C, 162927 w

Tabla XIV. . Andlisis de correspondencia entre los HVS-I y RFLP's.
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4.3 CARACTERIZACION GENETICA DEL INVESTIGADOR.

La autora de esta tesis, presenta cambios nucledtidicos en las posiciones 16223T,
16325C y 16362C de su secuencia que caracterizan al haplogrupo americano D.
Este haplogrupo no presenta afinidad alguna con ninguno de los haplogrupos

obtenidos por RFLP en este estudio.

4.4 ANALISIS INTERPOBLACIONAL.

Con el propdsito de conocer las afinidades genéticas entre las poblaciones
objeto de este estudio y también con las poblaciones del entorno mediterrdneo,
se realizd un estudio interpoblacional mediante el andlisis de la regidn codificante
asi como la regién de control del miDNA. Las poblaciones antiguas vy
contempordneas utilizadas se encuentran detalladas en la tabla V y en la fig. 28

del apartado 3.7 de Muestra y Metodologia.

4.4.1 REGION CODIFICANTE DEL mtDNA.

4.4.1.1 FRECUENCIAS DE HAPLOGRUPOS EN POBLACIONES ANTIGUAS.

En la Peninsula Ibérica han sido muy pocas las poblaciones antiguas analizadas
desde el punto de vista paleogenético, por lo que no ha sido posible disponer de
una amplia representacion geogrdfica y temporal de las poblaciones incluidas

en los andlisis comparativos de este estudio que se muestran en la tabla V, fig. 28.

Cinco poblaciones de relevancia histérica fueron excluidas del estudio
estadistico, debido a que en los frabajos originales los haplogrupos se
presentaban agrupados, lo cual dificultaba la comparacion directa con las
demds muestras. Tal es el caso de la serie de Mas d’en Boixos (Garcia et al., 2005)
perteneciente al periodo del Bronce Cataldn, la cual presenta dentro de un sélo
conjunto, los haplogrupos 1JK, y la de las series Neoliticas del Pais Vasco tales de
Longar, Pico Ramos y San Juan de Ante Portan Latinam (Izagirre 1998), en los que
se agrupan los haplogrupos T y X. De aplicarse estas agrupaciones entre las
poblaciones estudiadas y las empleadas para la comparaciéon, se perderia

informacioén relevante.
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El rango del indice de Diversidad genética de las series antiguas usadas en este
trabajo (tabla XV), oscila entre 0.8824 de la serie antigua del Proximo Oriente y
0.1700 de la serie de Cerdena antigua. Se observa ademds, la proximidad entre
las poblaciones de SR y Proximo Oriente Antiguo, mientras que CR se encuentra
flanqueada por las series poblacionales del pais Vasco. De las tres poblaciones
en estudio, IP es la que muestra una menor diversidad de haplogrupos, cercana
a la serie del Pre Romdnico ibérico. El valor que presenta la serie Neolitica de
Mas d’en Boixos (0.3846), puede deberse a situaciones partficulares, como
endogamia o bajo tamano muestral (Garcia, 2002), ya que 10 de las 13 muestra,

pertenecen a un enterramiento colectivo de la Edad del Bronce.

Poblaciones n
Proximo Oriente antiguo 18 0.8824 +/- 0.0469
Son Real 37 0.8574 +/- 0.0282
Placa Vella 23  0.8340 +/- 0.0517
Picos Ramos 24 0.7935 +/- 0.0494
Can Reiners 28 0.7672 +/- 0.0653
San Juan de Ante Portan Latinam 61 0.7557 +/- 0.0276
Longar 25 0.7267 +/- 0.0558
S’lllot des Porros 31 0.7247 +/- 0.0565
Pre Romanico Ibérico 17 0.7206 +/- 0.1113
Aldaieta 56  0.6091 +/- 0.0692
Mas d’'en Boixos 13 0.3846 +/- 0.1321
Cerdena antigua 23 0.1700 +/- 0.1025

Tabla XV. Resultados del indice de Diversidad genética, de las series antiguas usadas en este trabaijo.
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4.4.1.2 FRECUENCIAS DE HAPLOGRUPOS EN POBLACIONES ANTIGUAS Y
CONTEMPORANEAS .

La distribucion de frecuencias de haplogrupos de las poblaciones analizadas en
la presente tesis y las observadas en diversas poblaciones de Europa, Africa y Asia
(Cercano Oriente) tanto antiguas como actuales, empleadas para la

comparacion, se expresa en la tabla XVI.

En todas las series antiguas y poblaciones contempordneas analizadas, se halla
representado el Haplogrupo H. Los valores alcanzados en las poblaciones de este
estudio (SR=0.243, IP=0.452 y CR=0.429), se ubican por debajo de la frecuencia
presentada por las poblaciones anfiguas y contempordneas de la Peninsula
lbérica, y en particular la de Cerdena Antigua (0.913), seguida de las del Pais
Vasco (AD=0.607 y VAS=0.672), Pre-Romdnica lbérica (0.529) y Valencia (0.513).
No obstante, las series de IP y CR alcanzaron una frecuencia aproximada a la

gue se obtuvo enlas Islas de Cerdena (0.4780) y Cércega (0.4530).

Se destaca asi mismo, que la menor frecuencia de este haplogrupo, se observd
entre las serie antigua del Proximo Oriente (0.167) y en la poblacion
contempordnea de Egipto (0.107). En la figura 38 se muestra la distribuciéon de
frecuencia del haplogrupo H entre poblaciones de la Peninsula lbérica, Baleares
y algunos paises del Norte de Africa y Europa, donde se observa la baja
frecuencia de este haplogrupo en el litoral mediterrdneo incluidas las series
antiguas analizadas en este estudio, con la Unica excepcidén de las poblaciones

antigua y actual de la isla de Cerdena.

Fig. 38 Distribucién de la frecuencia
del haplogrupo H enfre poblaciones
de la Peninsula Ibérica, Baleares y
algunos paises del Norte de Africa y
Europa.
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En lo que respecta al haplogrupo PHV, cabe senalar que la representacion fue
muy baja en la mayoria de las poblaciones empleadas para la comparacion,
destacando su ausencia en los paises aqui representados, tanto de la Peninsula
Balcdnica como del Norte de Africa. Las mayores frecuencias para el haplogrupo
PHV, las presentan la serie de Chuetas (0.250) y la serie antigua del Pre-Romdnico
lbérico (0.059). Las poblaciones de Siria e Irak, presentaron una frecuencia similar
(0.058). Entre las poblaciones analizadas en este estudio, sélo la serie talaydtica

de SR presentd este haplogrupo, aunque en baja frecuencia (0.027).

El haplogrupo U, es casi especifico para Europa, poblaciones Beréberes del Norte
de Africa, Etiopia y Senegal (Ozawa, 1995; Passarino et al., 1998 y Macaulay et al.,
1999). Entre las poblaciones analizadas en este estudio, CR presenta la mds alta
frecuencia (0.250) seguida de IP (0.226). Sin embargo, la mayor frecuencia la
registran las poblaciones de Argelia (0.420) y de Turquia (0.373). Por el contrario, la
poblacién contempordnea del Pais Vasco, presenta la menor frecuencia (0.016).
Cabe destacar que en las poblaciones actuales de las Islas de Mallorca e Ibiza,

este haplogrupo no tuvo representacion.

El subhaplogrupo U5, el mds antiguo de los haplogrupos (Richards et al., 1996),
presentd la mayor frecuencia en la poblacion talaydtica de IP (0,194) seguida de
Cerdena y Mallorca (ambas 0.122); no obstante, las poblaciones de SR y Francia
confempordnea, presentan un porcentaje muy cercano a los anteriores. Sin
embargo, este subhaplogrupo no tuvo representacion en las poblaciones
antiguas de la Peninsula ibérica asi como en las poblaciones de la Peninsula de
los Balcanes, Cercano Oriente (Siria y Préximo Oriente Antiguo) y Norte de Africa
(Argelia y Egipto). En este subhaplogrupo se incluye un individuo de la serie
tardorromana de CR, cuya secuencia exhibid las mutaciones 16256T y 16270T
que se corresponden con el subcluster USala. Este linaje ubicado dentro del
haplogrupo U5, y considerado un haplogrupo de influencia neolitica (Richards et
al., 2000), surgié en Europa hace menos de 20.000 anos (Richards et al., 1998;
Richards et a., 2000; Dubut et al., 2004), y se encuentra principalmente en el
noroeste y centro-norte del continente europeo. Por su distribucidn se cree que

este linaje se encontraba entre los pobladores que habian seguido la retirada de
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los hielos de Europa (http://dna-society.blogspot/2008/05/caggegi-raciti-azzolina-
dna-randazzo 4646.htmil).

Por su parte, el subhaplogrupo K, estuvo representado en la mayoria de las
poblaciones de comparacion, pero ausente en la serie talaydtica de IP. La mayor
frecuencia la registré la serie del Proximo Oriente (0.278), seguida de ofra serie

antigua, Placa Vella (0.174).

En relacion al haplogrupo J es preciso senalar que tuvo representacion en casi
todas las poblaciones que se han utilizado para la comparacioén. Entre las series
analizadas, sélo estd ausente en la poblacion de IP. La frecuencia reportada en
la poblacion de SR (0.216) es la mds alta y muy cercana a la presentada por la
poblacién actual de Irak (0.212). La regidn de la Toscana (0.149) y Menorca
(0.146), seguida de la serie antigua de Aldaieta (0.143), mantienen un valor

intermedio, mientras que la menor frecuencia se registré en la serie de CR (0.035).

Una situacion muy similar se presenté con respecto al haplogrupo T, que se
encontrd representado en cada una de las regiones geogrdficas del arco
Mediterrdneo aqui representadas, llamando la atencidn que sélo en dos
poblaciones antiguas, IP y Préoximo Oriente Antiguo, no hubo representaciéon de
este lingje. La mayor frecuencia la presentaron las poblaciones actuales de las
Islas Baleares (lbiza=0.265 y Mallorca=0.171), seguida de la reportada por las

poblaciones de Croacia (0.160) y Menorca (0.146).

Uno de los haplogrupos menos frecuentes en Europa es el W (Torroni et al., 1996;
Richards et al., 2000; Maca-Meyer et al., 2001; Metspalu et al., 2004). En nuestro
estudio sdlo se encuentra representado en 18 de las 30 poblaciones empleadas
para la comparacion. No obstante, la poblacion alto-medieval de CR presenta la
mayor frecuencia (0.071), halldndose ligeramente por encima de la observada
en la serie talaydtica de SR (0.054) y la contempordnea de Cataluna (0.051).
Cerdena actual registré la menor frecuencia (0.008), mientras que las

poblaciones del Norte de Africa no tienen representacion de este haplogrupo.
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En lo que respecta al haplogrupo V, la frecuencia es en general baja en todas las
poblaciones comparadas. Sin embargo, la poblacién de Cataluna actual (0.154)
y la antigua de Placa Vella (0.130), presentaron los porcentajes mds altos. En las
Islas Baleares, donde se incluyen las poblaciones antiguas analizadas en este
estudio y las actuales de Mallorca, Chuetas, Menorca e lbiza, sélo estuvo ausente
en la poblacion Talaydtica de SR. Cabe senalar que entre los paises del este
Mediterrdneo aqui representados, la frecuencia fue muy baja, teniendo soélo
representacion en paises como Siria (0.029) y Grecia (0.064), mientras que en la
Peninsula Ibérica y en el Norte de Africa, fue mucho mds representativo (ausente

sélo en la poblacién del Pre-Romdnico Ibérico).

El Haplogrupo X se presentd en baja frecuencia en la mayoria de las
poblaciones. La frecuencia en la serie talaydtica de SR (0.081) es ligeramente
menor de la que presentan las poblaciones de la isla de Cdércega (0.094) y de
Toscana (0.085). Entre los paises del Norte de Africa, este haplogrupo estd
ausente, mientras que entre las poblaciones de la Peninsula Balcdnica, Grecia

presentd un bajo porcentaje (0.018).

En relacion al haplogrupo |, la frecuencia entre las poblaciones fue igualmente
baja, incluso entre las poblaciones estudiadas, donde sdlo en la serie de CR, hubo
representacion (0.035), aunque ligeramente baja en comparaciéon con la
presentada en la poblaciéon contempordnea de la Toscana (0.042) y en la serie
antigua de Placa Vella (0.435). La representacion de este linaje es baja entre las
poblaciones antiguas y contempordneas de la Peninsula lbérica, Archipiélago

Balear asi como en los paises del Cercano Oriente.
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T U U5 X PBV Vv I R Prev HV L 1.1 1.2 13 M N A CC F
Son Real )
(SR) 37 | 0,243 0,216 0081 0027 0,162 0,108 0,081 0054 0,027 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Presente estudio
S'illot des Porros )
(IP) 31 | 0,452 0,000 0,000 0,000 0,226 0,194 0,032 0,032 0,000 0,065 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Presente estudio
Can Reiners
(CR) 28 | 0,429 0,036 0036 0036 0250 0036 0,000 0,071 0000 0036 0,036 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Presente estudio
Placa Vella
(PV) 23 10,348 0,130 0,174 0,087 0,087 0,000 0,000 0,000 0,000 0,130 0,044 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Montiel, 2001
Pre Romdnico
Ibérico (PRM) 17 | 0,529 0,118 0,059 0059 0,176 0,000 0,000 0,000 0,059 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Samprieto et al, 2004
Préximo Oriente Ferndndez Dominguez,
Ant. (PO) 18 | 0,167 0056 0278 0,000 0,111 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,056 0,278 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 |2005
Aldaieta
(AD) 56 | 0,607 0,143 0,018 0,054 0,125 0,000 0,000 0,000 0000 0,018 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0036 0,000 0,000 0,000 0,000 |Alzuade et al, 2005
Cerdena Ant. 0,000
(CE) 21 1 0.913 0043 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.043 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | Caramellietal.2007
Cataluna
(CA) 39 | 0,308 0,051 0077 0,154 0,077 0051 0051 0051 0000 0,154 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0026 0,000 0,000 0,000 0,000 |Montiel, 2001
Pais Vasco
(VAS) 61 | 0,672 0,016 0082 0066 0016 0,066 0,000 0,000 0,000 0082 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Corte-Realetal, 1996
Pedroche
(PE) 144 0,375 0,069 0,146 0063 0069 0097 0028 0000 0021 0063 0014 0000 0,028 0014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,000 0,000 0,000 |FerndandezRosas, 2005
Valencia
(VL) 39 0,513 0,103 0,026 0,128 0,051 0,077 0,000 0,000 0,000 0,051 0,000 0,000 0,000 0,026 0,000 0000 0,026 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Picomelletal, 2005
Mallorca
(M) 41 10,341 0,098 0,122 0,171 0,000 0,122 0,000 0,000 0000 0,122 0024 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Picomelletal, 2005
Chuetas
(CH) 44 10,205 0,023 0,136 0,114 0,046 0068 0023 0,000 0250 0,046 0,023 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,023 0046 0,000 0,000 0,000 0,000 |Picomelletal, 2005
Menorca
(MN) 41 10,268 0,146 0,171 0,146 0,049 0049 0024 0,049 0000 0024 0024 0049 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Picomelletal, 2005
|biza
(1B2) 49 10,388 0,041 0,061 0,265 0,000 0,061 0,000 0,000 0,000 0,122 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,061 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | Picomelletal., 2005

Tabla XVI. Comparacién de las frecuencias relativas de los hoplogrupqs obtenidos entre las series antiguas de S'lllot des Porros, Son Real y Can Reiners con poblaciones antiguas y
actuales de la Peninsula Ibérica, Europa, Norte de Africa y Asia (Cercano Oriente). Se destacan los valores mds altos de cada haplogrupo.
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U U5 X W PHV V 12 L3 M N A C F

Marruecos
(MR) 45 10,356 0,111 0,022 0,022 0,089 0,067 0,000 0,000 0,000 0,111 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,111 0,111 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Brakezetal. 2001
Argelia
(AR) 81 10,235 0,037 0,000 0,049 0,420 0,000 0,000 0,000 0,000 0,086 0000 0000 0,000 0000 0000 0,000 0099 0025 0,049 0,000 0,000 0,000 0,000 | Corte-Realetal, 1996
TUnez
(12) 154 0,234 0,039 0065 0,143 0,091 0006 0,000 0000 0000 0052 0,026 0000 0000 0,058 0,000 0,039 0065 0,110 0,039 0,033 0,000 0,000 0,000 | Fadhlaouiet al., 2004
Egipto
(EG) 28 | 0,107 0,071 0,000 0071 0071 0000 0000 0000 0000 0,000 0,071 0000 0,000 0,000 0000 0,143 0,036 0,143 0,214 0,071 0,000 0,000 0,000 |Stevanovitchet al., 2003
Cerdena actual
(SD) 115] 0,478 0,061 0,052 0,113 0,035 0,122 0,009 0,009 0,000 0,052 0009 0000 0,000 0,026 0,000 0,009 0,009 0,000 0,009 0,009 0,000 0,000 0,000 | Richards et al. 2000
Toscana
(T5) 47 | 0,426 0,149 0,064 0,106 0,106 0,000 0,085 0,021 0,000 0,000 0,043 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Torronietal, 1996
Coércega
(Cs) 53 10,453 0,113 0,132 0,094 0,113 0,000 0,094 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 |Moreliietal. 2000
Francia
(FR) 71 10,380 0,056 0,099 0099 0042 0,113 0,000 0028 0014 0085 0014 0000 0,000 0028 0,000 0,000 0,000 0,014 0,028 0,000 0,000 0,000 0,000 | Richardsetal, 2000
Croacia
(cm) 108]0.278 0.093 0.037 0.139 0.204 0.000 0.019 0.019 0.000 0.065 0.019 0.000 0,000 0046 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,083 ]| Toketal, 2001
Albania
(AB) 42 | 0,500 0,048 0,000 0,071 0,190 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,119 0,000 0,000 0,000 | Boschetal, 2006
Grecia
(GR) 25 | 0,480 0,080 0,000 0,160 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,080 0,160 0,000 0,000 0,000 | Boschetal, 2006
Turquia
(TK) 75 10,320 0,080 0,053 0,013 0,373 0,027 0,000 0013 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,013 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 0,000 0,000 0,000 0,000 |Mengeletal, 2004
Siria
(Sy) 69 10,275 0,101 0044 0,101 0,188 0,000 0,000 0,029 0,058 0,029 0000 0015 0,000 0,015 0,000 0,029 0,029 0044 0,015 0,015 0,015 0,000 0,000 | Richardsetal, 2000
Israel Richards et al., 2000 & Di
(p1) 11610310 0,095 0,069 0,129 0,086 0,009 0,035 0026 0026 0000 0000 0009 0000 0017 0000 0,009 0043 0,095 0,017 0,026 0,000 0,000 0,000 | Rienzo and Wilson, 1991
Irak
(1Q) 52 | 0,173 0,212 0,077 0,096 0,212 0,000 0,000 0,000 0,058 0,000 0,000 0,039 0,000 0,115 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000 | A-Zahery et al, 2003

Tabla XVI. Comparacién de la frecuencia relativa de los haplogrupos obtenidos entre las series antiguas de S'lllot des Porros, Son Real y Can Reiners con poblaciones antiguas y

actuales de la Peninsula Ibérica, Europa, Norte de Africa y Asia (Cercano Oriente). Se destacan en negrita los valores mds altos de cada haplogrupo.
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Como es de esperar, las mayores frecuencias del conjunto de haplogrupos L1,L2,
L3 & M, se presenta en los paises del Norte de Africa; sin embargo, es importante
resaltar que en la poblacién antigua de CR, un individuo segregd para este
grupo, dando como porcentaje 0.037, mayor del que presentaron las
poblaciones de Chuetas (0.022) y de Francia (0.014), pero bajo si se compara con

el obtenido para las poblaciones de Israel (0.094) y de Siria (0.0435).

4.4.1.3 FRECUENCIAS DE HAPLOGRUPOS EN POBLACIONES ANTIGUAS Y
CONTEMPORANEAS DEL ARCHIPIELAGO BALEAR.

Como complemento a este andlisis, se realizé un estudio de distribucién de
frecuencias de haplogrupos exclusivamente entfre poblaciones del Archipiélago
Balear tanto antiguas como actuales, empleando el programa Surfer (Fig. 39),
con el cual se mostrd mediante mapas, la distribucién de los haplogrupos mds
representativos entre estas poblaciones. La media porcentual para el haplogrupo
H entre las series antiguas de SR, IP y CR fue mayor (0,374) a la de obtenida entre
las poblaciones contempordneas de este archipiélago (0,300). En el mapa
generado por el programa Surfer se observd claramente un gradiente Oeste-Este,
ya que las mayores frecuencias para este haplogrupo se enconfraron en la

poblacion de Ibiza.
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Fig. 39. Distribucién de la frecuencia del haplogrupo H entre las poblaciones antiguas y

contempordneas de las Islas Baleares.

Con respecto al haplogrupo U, el mapa (Fig. 40) muestra que, en el Archipiélago,
las mayores frecuencias, se concentran al norte de la Isla de Mallorca

especificamente en la Bahia de Alcudia, en las fres poblaciones antiguas
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estudiadas, que registraron una media de 0.221 muy superior a la de las

poblaciones actuales de las Islas Baleares (0.023).

EEEEEE

Fig. 40. Distribucion dela

frecuencia de los haplogrupos Uy U5 enfre las poblaciones antiguas y contempordneas de las

Islas Baleares.

La frecuencia del subhaplogrupo U5 (Fig. 41) entre las poblaciones antiguas
estudiadas (0.103) es superior a la observada entre las poblaciones actuales
(0.075). El mapa muestra una concentracidon de frecuencias de haplogrupos
hacia el sureste de la Isla de Mallorca, que abarca las poblaciones de Son Real y

de S’illot des Porros.

Fig. 41 Distribucién de la frecuencia de los haplogrupos Uy U5 entre las poblaciones antiguas y

contempordneas de las Islas Baleares.
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4.4.1.4 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES.

A partir de las frecuencias relativas de haplogrupos, se realizdé un andlisis factorial
de componentes principales, considerada una herramienta para el andlisis de
datos genéticos (Reich et al, 2008), particularmente en los estudios de
migraciones humanas y en este estudio especificamente para evaluar la relaciéon
entre las poblaciones objeto de este estudio y otras poblaciones mediterrdneas
antiguas y modernas. Los dos primeros componentes explican el 62,75% de la
variabilidad encontrada (grdfico 3). Si se realiza la proyeccidon sobre el primer eje,
cuya variabilidad explica el 44,91%, se observa que las poblaciones de IP y de
CR (circulo rojo) se encuentran en el lado negativo donde se ubican la mayoria
de poblaciones europeas, incluyendo lbiza, mientras que SR se relaciona sobre
este eje con las poblaciones de Mallorca, Menorca, Norte de Africa y del

Cercano Oriente (mitad positival).

Grdfico 3. Escalamiento Multidimensional que incluye las poblaciones analizadas junto con las
de referencia. La delimitacién por colores de los cuadrantes del grdfico, muestran las
poblaciones por drea geogrdfica. Asi, los cuadrantes azules incluyen a SR- Son Real, MJ-
Mallorca, MN-Menorca y CH-Chuetas, las poblaciones del Norte de Africa (MR-Marruecos, TZ-
Tunez, EG-Egipto, AR-Argelia) y del Cercano Oriente (SY-Siria, 1Q-Irag, TK-Turquia, Pl Israel-
Palestina, PO- Préximo Oriente Antiguo) mientras que el color Beige, agrupa a [P- S'lllot des
Porros y CR-Can Reiners y gran parte del resto de series antiguas CE-Cerdena Antigua, PRM-Pre
Romdnico Ibérico asi como a poblaciones contempordneas europeas de VAS-Pais Vasco, PE-

| Pedroches, VL-Valencia, TS-Toscana, FR-Francia, AB- Albania, GR-Grecia, e IBZ-IBiza. ]
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Por otro lado, sobre este mismo componente, la serie antigua de Cerdena (CE),
perteneciente a la cultura Nurdgica se encuentra mds alejada del resto de

poblaciones de comparacion.

En relacion a la proyeccion de las poblaciones de SR, CR e IP sobre el segundo
componente, que explica el 18%, las tres poblaciones analizadas quedan
situadas en el lado negativo, proximas también a las poblaciones antiguas de
comparacion, a excepcion de Placa Vella. Se destaca la distancia entre las
series antiguas y las poblaciones modernas de las Islas Baleares, siendo la serie
talaydtica de SR la que presenta una menor distancia. Sobre este mismo
componente, se observa la cercania de la serie de Cerdena antigua a la serie de
SR y por ofra parte, la proximidad de las series Aldaieta y Pre Romdanico lbérico a

las series mallorquinas de IP y CR.

En el grafico 4 se observa que la presencia de los haplogrupos Hy N (circulo azul)
en el cuadrante inferior derecho agrupa a dos de las poblaciones de este
estudio (IP y CR) junto a Albania, Aldaieta y la serie del Pre romdnico-lbérico,
mientras que en el cuadrante inferior derecho se reUnen las poblaciones de SR
con las poblaciones del Cercano Oriente de Siria e Irak junto a Croacia, por la

influencia de los haplogrupos HV, J, U, W, L2, Fy A (circulo naranja).
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Grdfico 4. Correlaciones de los haplogrupos, reflejando el peso relativo de cada uno en el andlisis
de componentes principales. El circulo azul demarca los haplogrupos dominantes en el cuadrante
inferior izquierdo (c) y en naranja los haplogrupos mayoritarios del cuadrante inferior derecho (d).
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Para tratar de comprender mejor las relaciones poblacionales a nivel del

Archipiélago Balear, se ha realizado ofro andlisis de componentes principales

sélo con series antiguas y poblaciones contempordneas de este Archipiélago. El

andlisis explica un 73,80% de la variabilidad (grdfico 5). Al analizar el componente

1 (45,55 %), se observa que las series anfiguas quedan agrupadas en la mitad

negativa, quedando mds alejadas del resto de las poblaciones comparadas,

siendo la serie de SR la mds cercana a las poblaciones contempordneas.

La proyeccidon sobre el componente 2, muestra que SR, que se encuentra en el

cuadrante superior izquierdo, se relaciona con la poblacién actual de Chuetas,

mientras que IP y CR, situadas en el cuadrante inferior izquierdo, muestran cierta

aproximacion entre ellas y con la poblaciéon de Mallorca y Menorca.

Grdfico 5. Andlisis de componentes principales en base a la frecuencia de haplogrupos entre las series
antiguas (SR-Son Real, IP-S'illot des Porros, CR-Can Reiners) y poblaciones contempordneas (MJ-Mallorca,
MN-Menorca, CH-Chuetas e IBZ-Ibiza) del Archipiélago Balear.
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Asi mismo, se realizd un andlisis de componentes principales que incluye solo las
series antiguas analizadas en este estudio y las de comparaciéon. El andlisis
explica un 73,80% de la variabilidad (grdfico 6). Al analizar el componente 1
(66,71 %), se observa que las series antiguas mallorquinas, se agrupan en la mitad
positiva, quedando el resto de series antiguas en la mitad negativa, siendo
Cerdena y Proximo Oriente antiguo las mds alejadas. De las tres series
mallorquinas, IP se encuentra muy cercana a la serie Pre Romdnico-lbérica
mientras que sobre esta misma proyeccidén se observa la cercania de Placa Vella

alas series de SRy CR.

La proyeccion sobre el componente 2, muestra que las tres series antiguas
mallorquinas se encuentran muy cercanas. De las series de referencia, la Pre
Romdnica lbérica, es la mds cercana a CR seguida de Aldaieta. Las series
Cerdena antfigua y Proximo Oriente antiguo son las que se presentan mdas

alejadas en esta proyeccion.

Grdfico 6. Andlisis de Componentes principales que incluye sélo las series antiguas
2 000004 analizadas y de comparacion: anfiguas SR (Son Real), IP (S'illot des Porros, CR
(Can Reiners), CE (Cerdena antigua), AD (Aldaieta), PRM (Pre Romdnico Ibérico),
PV Placa Vella, PO (Préximo Oriente antiquo).
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4.4.1.5 DIVERSIDAD GENETICA.

Las poblaciones del Norte de Africa (Egipto 0.907 +/- 0.026 y TUnez 0.889+/- 0.012)
muestran los valores mds altos del indice de diversidad genética, mientras que la
serie antigua de Cerdena, presenta el valor mds bajo (0.170 £ 0.102) (Tabla XVIi),
este Ultimo resultado quizds sea debido a la alta frecuencia del haplogrupo H

(de 23 individuos, 21 pertenecen a este haplogrupo).

POBLACION N K (K/N) Atd.e
TONEZ 154 14 (9.09) 0.889 +0.012
CHUETAS 44 12 (27.27) 0.871 +0.027
SIRIA 69 16 (23.18) 0.869 + 0.024
MENORCA 41 11 (26.82) 0.865 +0.028
IRAK 52 9 (17.30) 0.863+£0.019
SON REAL 37 9 (24.32) 0.861 + 0.027
ISRAEL- PALESTINA 116 16 (13.79) 0.858 + 0.021
CATALUNA -39 10( 25.64) 0.857 +0.035
CROACIA 108 11 (10.18) 0.845+0.017
PROXIMO ORIENTE ANT 18 7 (38.88) 0.843 + 0.052
PLACA VELLA 23 7 (30.43) 0.834 +0.051
MARRUECOS 45 9 (20.00) 0.829 + 0.0390
FRANCIA 71 13(18.30) 0.819 + 0.036
MALLORCA 41 7 (17.07) 0.819 +0.035
PEDROCHE 144 14 (9.7) 0.814+0.024
TOSCANA 47 8(17.02) 0.777 +0.048
CAN REINERS 28 10(35.71) 0.767 + 0.065
IBIZA 49 7 (14.28) 0.767 +0.039
ARGELIA 81 8 (9.87) 0.754 + 0.034
CORCEGA 53 6(11.32) 0.748 + 0.047
TURQUIA 75 9 (12.00) 0.746 +0.031
CERDENA ACTUAL 115 15 (13.04) 0.738 +0.038
GRECIA 25 6 (24.00) 0.733+0.075
S'ILLOT DES PORROS 31 6 (19.35) 0.724 + 0.056
VALENCIA 39 9 (23.07) 0.715 +0.070
PRE ROMANICO IBERICO 17 6 (35.29) 0.705 +0.106
ALBANIA 42 6 (14.28) 0.703 + 0.060
ALDAIETA 56 7 (12.5) 0.601 +0.066
PAIS VASCO 61 7(11.47) 0.534 +0.072
CERDENA ANTIGUA 23 3(13,04) 0.170 + 0.102

Tabla XVII- indices de Diversidad obtenidos. K: N° de haplogrupos diferentes; A: Diversidad genética (Nei, 1987).
En Azul la poblacién que presenta el mayorindice y en la que presenta el menor.

De las series anadlizadas en este estudio SR presenta un valor elevado de
diversidad (0.861 £ 0.027) en relacién al conjunto de series analizadas. Se observa

gue las series de CR e IP presentan una diversidad genética menor, aunque
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relativamente elevada (0.767 + 0.065 y 0.724 + 0.056) en relacion a ofras
poblaciones de la Peninsula Ibérica tanto actuales, como Pais Vasco y Valencia,

como antiguas (serie Pre-Romdnico Ibérico y Cerdena antigua).

4.4.1.6 DISTANCIAS GENETICAS.

La tabla XVIII muestra la matriz de las distancias genéticas (Reynolds et al., 1983)
calculada segun lo descrito en el apartado 3.7.2 de Muestras y metodologia, en
base a la frecuencia de haplogrupos de las poblaciones en estudio y las 28
poblaciones de comparacion (tabla V y fig. 34 del apartado 3.7 de Muestras y
metodologia). Cuando dos poblaciones, comparten haplogrupos, la distancia
entre ellas serd menor, pero si un haplogrupo sélo esta presente en una de las
poblaciones comparadas, la distancia que entre ellas se presente, dependerd de

la frecuencia de ese haplogrupo (Ferndndez D., 2005).

En nuestro trabajo, se observa que entre las series de IP y SR existe una menor
distancia genética con respecto a las poblaciones de referencia mientras que
con CR esta distancia es nula. Esto indica que CR presenta una mayor relacion
genética con la mayoria de las poblaciones de comparacién, ya que comparten
un mayor n° de haplogrupos lo que supone la existencia de una composicidon

genética similar.

Para representar la matriz de distancias genéticas se utilizd el método del
Escalamiento Multidimensional (grdfico 7). En el grdfico bidimensional de este
andlisis se puede observar que en la dimensidn 1 existe un gradiente de
poblaciones del Cercano Oriente hasta la Peninsula Ibérica, agrupdndose la
mayor parte de las poblaciones de comparacién en la intercepcidén de los ejes
en el centro del grdfico. La serie de SR, queda ubicada en el cuadrante inferior
derecho (circulo azul), coincidiendo con las relaciones poblacionales ya
identificadas en el andlisis de componentes principales (grafico 7), situacion
similar a lo que ocurre con IP y CR (circulo morado), situadas en el cuadrante

inferior derecho.
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Grdfico 7. Escalamiento Multidimensional que agrupa todas las poblaciones
tanto analizadas como de comparacién: SR- Son Real, IP- S'llot des Porros y

CR-Can Reiners, CE-Cerdena Antigua, PRM-Pre Romdnico, PV-Placa Vella, PO-

Préximo Oriente Antiguo, MJ-Mallorca, MN-Menorca y CH-Chuetas, IBZ-Ibiza,
VAS-Pais Vasco, PE-Pedroches, VL-Valencia, TS-Toscana, FR-Francia, AB-
Albania, GR-Grecia, SD-Cerdena contempordnea, MR-Marruecos, TZ-Tunez,
EG-Egipto, AR-Argelia, SY-Siria, IQ-Iraq, TK-Turquia, Pl Israel-Palestina,
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Para situar de una forma mds clara las poblaciones en estudio con respecto a las
poblaciones antiguas de comparaciéon, se construyd un darbol de Neighbor
Joining (Fig. 42), a partir de las distancias genéticas, incluyendo sélo las

poblaciones antiguas, observdndose lo siguiente:

1. Existe un gradiente de poblaciones de la Peninsula Ibérica hasta el
Cercano Oriente.

2. Las poblaciones de IP y CR estdn situadas mds cerca de las poblaciones
antiguas de la Peninsula Ibérica, un poco mds alejada de la serie de SR, la
cual, se encuentra préoxima a la serie antigua de la Placa Vella. Las series
del Cercano Oriente antiguo y la de Cerdena antigua (Caramelli et al.,

2007), se muestran muy diferenciadas.

CE

/

AD

Fig. 42- Arbol de Neighbor -Joining sin raiz
construido a partir de la Matriz de distancias
cR genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1983),
entre las series antiguas SR (Son Real), IP (S'illot des
Porros, CR (Can Reiners), CE (Cerdena antigua),
AD (Aldcieta), PRM (Pre Romdnico lbérico), PV
SR Placa Vella, PO (Préximo Oriente antiguo).

PRI

01
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SR IP CR PV PRM PO AD CE CA VAS PE VL MJ CH MN IBZ
SR 0,0000
IP 0,0424  0,0000
CR 0,0252 0,0000 0,0000
PV 0,0099 0,458 0,0108 0,0000
PRM 0,0277 0,076 0,0000 0,0000 0,0000
PO 00613 0,1420 0,1008 0,0447 0,1149  0,0000
AD 00920 00518 00263 00505 00000 02107 0,0000
CE 03448 02423 02389 02903 0,1796 0,5540 0,0946 0,0000
CA 00222 00359 00185 00000 00243 00742 00748 0,2737 0,0000
VAS 01657 00753 00764 00810 00246 072611 00232 00554 0,0934 0,0000
PE 00216 00254 00176 00000 00057 00669 00483 0,1848 00041 00563 0,0000
VL 00526 00256 00171 00104 00000 0,1445 00023 0,1402 00169 00149 00106 0,0000
MmJ 00323 00523 00447 00000 00323 00845 00771 02636 00000 00798 0,000 0,0088 0,0000
CH 00467 00962 00762 00327 00702 00717 0,1547 03685 00314 0,1798 00395 00857 0,0373 0,0000
MN 00042 00702 00383 00000 00298 00449 00887 03077 00000 0,1251 00058 00324 00000 0,291 0,0000
IBZ 00762 00757 00595 00131 00431 0,1335 00811 02484 00000 00784 00266 00101 00000 00625 00225  0,0000
Mr 00234 00273 00134 00027 00131 00945 00537 02317 00110 00871 00158 00155 00182 00604 00273 0,342
Ar 00715 00699 00351 00854 00816 0,1399 0,1548 04004 00813 02410 0,1043 0,338 0,1337 0,1272 0,1107  0,1438
TZ 00380 00674 00352 00128 00459 00657 00972 02622 00105 0,1279 00317 00470 00240 00377 00169  0,0299
EG 00664 0,1377 00980 00737 0,231 0,1015 0,199 04826 00656 02725 00953 0,1336 00890 00672 00644  0,1135
sD 00559 00227 00248 00158 00010 0,1350 00254 0,1360 00175 00233 00088 00000 00069 00793 00336 00158
TS 00143 00379 00057 00000 00000 00985 00165 01945 00118 00643 00096 00000 00186 00671 00084 00316
CS 00268 00401 00105 00000 00000 00929 00187 0,824 00180 00521 00063 00042 00234 00713 00138 00377
FR 00275 00218 00164 00000 00085 00803 00476 0,1939 00000 00517 00000 00001 00000 00377 00055  0,0091
CT 00193 00437 00104 00069 00198 00781 00744 02634 00080 0,1276 00306 00397 00314 0055 00191 00414
AB 0,0655 00236 00000 0,038 00000 0,1467 00150 0,1754 00475 00593 00368 00118 00646 0,1106 00670 00652
GR 00676 00602 00332 00274 00002 0,1475 00229 02051 00273 00550 00304 00000 00299 00851 00402  0,0231
TK 0,0409 00396 00078 00590 00324 0,1143 00947 03268 00700 0,1817 00682 00935 0,1084 0,1101 00802  0,1334
Sy 00064 00381 00026 00027 00071 00650 00669 02664 00083 0,1258 00225 00349 00294 00315 00109 00424
P 00174 00512 00182 00028 00121 00701 00594 02225 00072 00970 00163 00218 00164 00353 00035 0,248
IQ 0,0055  0,0929 00506 00265 00527 00615 0,1274 03852 00434 072164 00552 00857 0,607 00519 00212 00920

Tabla XVIII . Matriz de Distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1987), estimadas a partir de las frecuencias de haplogrupos entre las series antiguas analizadas y
las poblaciones de comparacién, descritas en la tabla V y figura 28, destacdndose en rojo los valores obtenidos entre las Series antiguas analizadas.
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R
MR AR TZ EG SD TS CS FR CT AB GR TK SY PL IQ
SR
IP
CR
PV
PRM
PO
AD
CE
CA
VAS
PE
VL
MmJ
CH
MN
IBZ
MR 0,0000
AR 0,0734  0,0000
TZ 0.0163 0,0697  0,0000
EG 0,0658 0,100 0,0234 0,0000
SD 00236 0,1416 0,0499 0,1317 0,0000
TS 00195 0,0990 0,0348 0,0972 0,0126 0,0000
CS 0,0285 10,1087 0,0432 0,1198 0,0146 0,0000 0,0000
FR 0,0090 0,1089 0,0228 0,0835 0,0000 0,0109 0,0128 0,0000
CT 0,0283 10,0407 00188 00699 00490 00176 0,0285 00271 0,0000
AB 0,0405 0,0886 00543 0,1328 0,0256 0,0157 0,0187 0,351 0,0352 0,0000
GR 00384 10,1391 0,0405 000917 00108 00091 00174 00194 0,0447 0,0000 0,0000
TK 0,0665 0,0122 00680 0,1017 0,0997 00583 00626 00760 0,0327 0,0505 0,0954 0,0000
SY 00119 00353 0,0075 00435 0,0441 000120 0,0221 0,0204 00000 00297 0,0348 0,0245 0,0000
PL 0,0084 0,0793 0,0033 0,0457 0,288 0,057 00128 00117 00152 00338 0,018 00599 0,0000 0,0000
IQ 0,0527 0,0593 0,0326 0,0609 0,0963 0,0438 0,0587 0,581 00154 00776 00871 0,434 0,0066 0,0289 0,0000

genético en el Mediterraneo.

sultados

Tabla XVIII (cont) . Matriz de Distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1987), estimadas a partir de las frecuencias de haplogrupos entre las series antiguas

analizadas y las poblaciones de comparacion, descritas en la tabla V y figura 28, destacdndose en rojo los valores obtenidos entre las Series antiguas analizadas.
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4.4.1.7 TEST EXACTO DE DIFERENCIACION POBLACIONAL.

Esta prueba estadistica disponible en el paquete estadistico ARLEQUIN 2.000

(Schneider et al., 2000; http://anthro.unige.ch/arlequin), se utilizd para comprobar si

existen diferencias significativas entre las frecuencias de haplogrupos de las series
analizadas y las poblaciones empleadas para la comparacion  (Montiel, 2001;
Maca-Meyer, 2002; Solérzano, 2006) (Tabla XIX).

TEST EXACTO DE DIFERENCIACION POBLACIONAL (pzde)

SR IP CR
Son Real
S'illot des Porros 0.01537 * 0.0007
Can Reiners 0.13117 £0.0021 0.42841 + 0.0032
Plaga Vella 0.08253 +0.0015 0.00165 + 0.0001 0.23113 £ 0.0022
Pre-Romanico Ibérico 0.44418 +0.0024 0.04629 + 0.0012 0.88781+ 0.0014
Préximo Oriente ant 0.00315 + 0.0003 0.00001+ 0.0000 0.00208 + 0.0002
Aldaieta 0.00045 + 0.0001 0.00027 + 0.0001 0.03801 + 0.0012
Cerdeia ant 0.00003 + 0.0000 0.00065 + 0.0001 0.00470 + 0.0004
Cataluia 0.03973 £ 0.0010 0.02121+ 0.0006 0.20802 + 0.0026
Vascos 0.00000 + 0.0000 0.00060 + 0.0001 0.00140 + 0.0002
Pedroches 0.02525+0.0011 0.02993 + 0.0012 0.03494 + 0.0014
Valencia 0.01286 + 0.0005 0.01714 = 0.0007 0.11806 + 0.0021
Mallorca 0.00123 + 0.0002 0.00012 + 0.0000 0.00198 + 0.0002
Chuetas 0.00147 + 0.0002 0.00004 + 0.0000 0.00207 + 0.0002
Menorca 0.20713 £ 0.0026 0.00026 + 0.0001 0.05834 + 0.0014
Ibiza 0.00000 + 0.0000 0.00001+ 0.0000 0.00019 + 0.0000
Marruecos 0.00334 + 0.0002 0.00954 + 0.0004 0.09588 + 0.0015
Argelia 0.00000 + 0.0000 0.00008 + 0.0000 0.00940 + 0.0006
Tonez 0.00000 + 0.0000 0.00002 + 0.0000 0.01212 = 0.0007
Egipto 0.00000 + 0.0000 0.00000 + 0.0000 0.00034 + 0.0001
Cerdeia actual 0.00052 + 0.0001 0.02505 + 0.0013 0.02312+0.0013
Toscana 0.12945 +0.0019 0.00038 + 0.0001 0.12450 + 0.0020
Cércega 0.02782 + 0.0008 0.00011+ 0.0000 0.01667 +0.0007
Francia 0.01039 + 0.0005 0.03816 + 0.0014 0.16668 + 0.0026
Croacia 0.00052 + 0.0001 0.00017 + 0.0001 0.08577 £ 0.0018
Albania 0.00008 + 0.0000 0.00082 + 0.0001 0.05873 £ 0.0013
Grecia 0.00076 + 0.0001 0.00006 + 0.0000 0.01304 = 0.0006
Turquia 0.00097 + 0.0001 0.00120 + 0.0002 0.06433 + 0.0021
Siria 0.06593 + 0.0019 0.00344 + 0.0003 0.72444 + 0.0038
Israel 0.02342 +0.0010 0.00009 + 0.0000 0.12000 * 0.0030
Irak 0.01817 + 0.0007 0.00000 + 0.0000 0.00312 + 0.0003

Tabla XIX - Resultados (pxde) del Test exacto de diferenciacion poblacional y su desviaciéon
esténdar (Raymond y Rousset, 1995) para la comparacién de cada una de las series de este
estudio con las poblaciones de referencia (+, P<0.05).
En este andlisis, se observa que_IP presenta diferencias significativas con todos los
grupos excepto con CR, coincidiendo con los resultados observados en el andlisis

de escalamiento multidimensional, mientras que SR y CR coinciden en no exhibir
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diferenciacioén significativa con las series de Placa Vella y Pre Romdnico lbérico
(series antiguas), Menorca (Archipiélago Balear), Toscana (Europa) vy Siria (Asia).
La serie de CR no muestras diferencias con otras poblaciones del Cercano
Oriente (Palestina y Turquia) asi como de la Peninsula Balcdnica (Croacia y
Albania). De las tfres series mallorquinas analizadas, CR es la Unica que no

manifiesta diferencias con Cataluna (Tabla XVII).

4.4.2 REGION DE CONTROL O HVS-I DEL MTDNA.

Con el fin de obtener una mayor informacion genética que contribuya a
esclarecer las relaciones poblacionales entre las series estudiadas y las
poblaciones del arco mediterrdneo empleadas para la comparaciéon, se
examiné la regién de contfrol del mtDNA. La mayoria de los haplotipos
encontrados entre las series antiguas estudiadas, pueden considerarse europeos.

Con estos datos se realizaron los siguientes andilisis:

4.4.2.1 INDICES DE DIVERSIDAD:

La diversidad dentro de cada una de las poblaciones en estudio, fue analizada a
partir de los distintos fragmentos de secuencias (126 pb y 156 pb) de la HVS-I del
miDNA, valordndose los siguientes pardmetros: Diversidad genética (H), NUmero
de haplotipos diferentes (K), Diversidad de sitios polimorficos (S), Diversidad

nucleotidica (n) y NUmero medio de diferencias por parejas (0n).
4.4.2.1.1 DIVERSIDAD GENETICA (H):

La tabla XX registra la diversidad genética (H) de cada poblacién basada en las
secuencias de la HVS-I del mtDNA. Este indice define la probabilidad de que dos
haplotipos dentro de una misma poblacion elegidos de forma aleatoria, sean
diferentes. Al analizar este indice con el fragmento de 126 pb, se observa que las
tres series analizadas en este estudio se encuentran muy cercanas entre si y con
otras series antiguas de referencia, tendiendo a acercarse al rango de menor
valor, que lo presenta la poblacion de Turquia (0.551+ 0.069), siendo IP la que
presenta los valores mdas bajos (0.818 + 0.083), mientras que SR y CR presentan

valores similares. Con respecto al sesgmento de 156 pb, SR y CR presentan valores
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distantes, ocupando posiciones distintas, destacdndose que CR se agrupa con
poblaciones de Europa y SR se encuentra muy préximo a poblaciones
contempordneas del Archipiélago Balear como son Mallorca y Chuetas. Dentro
de este pardmetro, la serie de Cerdena antigua presenta los valores mds bajos
(0.391 £0.125).

4.4.2.1.2 N° DE HAPLOTIPOS DIFERENTES:

En la tabla XXI, se muestran los porcentajes de haplotipos diferentes (K)
presentados por cada poblacién, segin el fragmento analizado, observédndose
que la poblaciéon de IP analizada con el fragmento de 126 pb, presentd un alto
porcentaje de haplotipos diferentes (72.7%), a pesar de tener un tamano muestral
bajo (n=11), mientras que la poblacién de TUnez que presenta un mayor niUmero
de individuos, se sitUa entre las poblaciones con un nUmero menor de haplotipos
diferentes. En relacion al fragmento de 156 pb, se observd que la poblacion de
Irak presentd el mayor porcentaje de haplotipos diferentes y Argelia en
contraposicion, presenta el mds bajo porcentaje. Ademds, se puede distinguir
que entre las poblaciones de comparacion, Pedroches (n=144), Tunez (n=154), y
Cerdena (n=116), que presentan un elevado tamano muestral, presentan
también un bajo porcentaje de haplotipos diferentes, lo que podria ser explicado

por una elevada endogamia.

Estos resultados evidencian que el porcentaje de haplotipos diferentes varia a
medida que se reduce el n° de pares de bases secuenciadas ya que los
fragmentos mds cortos pueden excluir sitios polimérficos. Por ejemplo, el
fragmento mds corto situado entre las posiciones 16243-16365 (126pb), excluye la
posicion 16224T. Aunque también debemos considerar que un fragmento corto
que incluya una region altfamente polimdrfica presentard una mayor diversidad
que un fragmento mds largo en el que no haya sitios polimorficos importantes. Por
eso es importante en DNA antiguo encontrar fragmentos pequenos que
contengan la mayor cantidad de informacién posible, es decir que incluyan el
mayor numero posible de polimorfismos a pesar del reducido tamano (Montiel,
2001).
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Poblaciones
n

Irak

Israel

Siria

Grecia
Menorca
Georgia

TUnez

Valencia

Egipto
Cataluna
Francia
Mallorca

Ibiza

Pedroches
Cerdena actual
Toscana
Albania
Préximo Oriente
Suiza

Argelia

Can Reiners
Son Real
Chuetas

Sur de Porfugal
Marruecos
S'illot des Porros
Pre Romdnico Ibérico
Pais Vasco
Placa Vella

Aldaieta
Turquia
Cerdena antigua

52
116
69
25
41
44
154
39
28
39
71
41
49
144
115
47
42
18
69
81
15
22
44
59
45
1
17
61
23

56
75
23

Fragmento
126pb

(At de)

0,974 +0.011

0.960 £0.012
0939 £0.022
0.937 £0.037
0.939 £0.022
0.936 +£0.018
0.923+0.015
0.919 £0.037
0.918 £0.044
0916 £0.031

0.910+£0.024
0.909 £0.032
0.901 £0.017
0.900 £0.017
0.887 £0.025
0.883 £ 0.044
0.879 £0.044
0.869 +0.049
0.864 +0.029
0.864 +0.022
0,857 £ 0,090
0.844 + 0.061
0.844 +£0.066
0.832 +£0.049
0.831 £0.047
0.818 £ 0.083
0.824 +0.084
0.779 £0.054
0.783 £0.073

0,666 0,054
0.551% 0.069
0.249 £ 0.116

Poblaciones
n
Irak
Egipto
Israel
Valencia

Préximo Oriente
Menorca

Siria

Tunez

Grecia

Georgia
Cataluna
Francia

Albania
Pedroches

Can Reiners
Toscana

Ibiza

Argelia

Placa Vella
Mallorca

Son Real
Chuetas

Suiza

Cerdena actual
Sur de Portugal
Marruecos

Pre Romdnico Ibérico
Pais Vasco
Turquia
Aldaieta

Cerdeiia antigua

52
28
116
39
18
41
69
154
25
44
39
71
42
144
15
47
49
81
23
41
22
44
69
15
59
45
17
61
75
56

23

Fragmento 156
pb

(At de)

0.992 + 0.006
0.976 £0.018
0.976 +0.009
0.968 +0.020
0.967 £0.050
0.966 +0.014
0.957 £0.018
0.952+0.010
0.940 +0.037
0.940+£0.019
0.938 £0.028
0.938 £ 0.021
0.937 £0.028
0.933+0.014
0.933 + 0.054
0.926 +0.034
0.924+0.015
0.923+0.010
0.913 £0.041
0.913 £0.032
0.909 +0.044
0.909 +0.029
0.905 +£0.025
0.899 +0.024
0.873 £0.042
0.865 +0.046
0.858 £ 0.087
0.802 +0.053
0.764 + 0.052
0.666 * 0.054

0.391 £0.125

Tabla XX - Diversidad genética estimada para cada poblacidon y su desviacién estdndar, segun los distintos tamafos de fragmentos.
se resaltan los menores porcentajes y en azul los mayores.

En

genético en el Mediterraneo.
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Poblaciones
n

Grecia

Can Reiners
Egipto
Valencia
Toscana

Israel

Pre Romdnico Ibérico
Albania

Siria

Francia
Menorca

Sur de Portugal
Cataluna
Préoximo Oriente
Mallorca

Son Real
Georgia
Chuetas
Cerdena actual
Placa Vella

Pais Vasco
Marruecos
TUnez

Suiza

Ibiza

Pedroches
Turquia
Aldaieta

Argelia
Cerdena antigua

116
17
42
69
71
41
59
39
18
4
22
44
44

115
23
61
45

154
69
49

144
75
56

81
23

Fragmento 126pb

K %K

17 68.0
10 66.6
18 64.2
24 61.5
28 59.5
69 59.5
9 52.9
22 52.3
41 59.4
36 50.7
21 51.2
29 49.1
19 487
8 44.4
18 439
9 409
18 40.9
17 38.6
43 37.3
8 34.7
21 34.4
15 333
51 33.1
22 318
14 285
39 27.0
18 24.0
11 19.6
15 18.5
4 17.3

Tabla XXI - N ° de haplotipos K(K/n) estimada para cada poblacién, segun los distintos tamafos de fragmentos En

Poblaciones
n

Préximo Oriente
Valencia

Can Reiners
Grecia

Israel

Toscana

Siria

Menorca
Albania

Francia
Cataluna

Pre Romdnico Ibérico
Placa Vella

Sur de Portugal
Son Real
Mallorca
Marruecos
Georgia
Chuetas
Cerdena actual
Pais Vasco
TUnez

Suiza
Pedroches
Turquia

Ibiza

Argelia
Cerdena antigua
Aldaieta

18
39
15
25

116
47
69
41
42
71
39
17
23
59
22
41
45
44
44

15
61

154
69

144
75
49
81
23
56

Fragmento 156 pb
K %K
14 7.7
30 76.9
11 73.3
18 72.0
82 70.6
33 70.2
a7 68.1
25 60.9
25 59.5
42 59.1
23 58.9
10 58.8
13 56.5
33 55.9
12 54.5
20 48.7
21 46.6
21 47.7
20 45.4
49 42.6
26 42.6
63 40.9
27 39.1
52 36.1
27 36.0
16 32.6
19 234
5 21.7
11 19.6

se resaltan los menores porcentajes y en azul los mayores.
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4.4.2.1.3 DIVERSIDAD DEL NUMERO DE SITIOS POLIMORFICOS (S).

En el presente estudio, las series de SR, IP y CR junto al resto de series antfiguas
empleadas para la comparacion, presentaron los valores mds bajos, tomando en
consideracion los dos fragmentos analizados. Por otra parte, las poblaciones
contempordneas de Israel (46/60) y TUnez (44/58), mostraron un mayor nUmero de

sitios polimaorficos (tabla XXII).

Fragmento de 126 pb Fragmento de 156 pb

Poblacién n S Poblacién n S
Israel 116 46 Israel 116 60
TOnez 154 44  Tinez 154 58
Siria 69 35 | Siria 69 46
Irak 52 29 Irak 52 39
Pedroches 144 27 Pedroches 144 39
Cerdena actual 115 33 Cerdena actual 115 38
Sur de Portugal 59 29 Sur de Portugal 59 36
Toscana 47 28 Toscana 47 34
Francia 71 26 Francia 71 33
Egipto 28 23 Egipto 28 32
Valencia 39 22 Valencia 39 29
Pais Vasco 61 22 | Pais Vasco 61 28
Albania 42 22 | Turquia 75 28
Grecia 25 21 Suiza 69 25
Suiza 69 19 Georgia 44 25
Georgia 44 19 Albania 42 25
Cataluna 39 18 Grecia 25 24
Chuetas 44 18 Cataluina 39 22
Turquia 75 17 | Menorca 41 22
Menorca 4] 17 Chuetas 44 22
Marruecos 45 15 Marruecos 45 20
Argelia 81 13 Argelia 81 19
Mallorca 41 13 Mallorca 41 18
Ibiza 49 13 Ibiza 49 16
Can Reiners 15 13 Can Reiners 15 15
Préximo Oriente 18 12 | Préximo Oriente 18 15
Son Real 22 10 Son Real 22 14
Aldaieta 56 11 Aldaieta 56 13
Placa Vella 23 8 Placa Vella 23 12
Pre Romdnico Ibérico 17 9 Pre Romdnico Ibérico 17 10
S'illot des Porros 11 5) Cerdena antigua 23 4
Cerdeiia antigua 23 3

Tabla XXII - Diversidad del nimero de sitios polimérficos: n: nUmero de muestra y s: n° de sitios polimdrficos.
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4.4.2.1.4 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA Y N° MEDIO DE DIFERENCIAS POR
PAREJA:

En las tablas XXl y XXIV se presentan los valores del indice de Diversidad
nucleotidica (m) y nUmero medio de diferencias por parejas de secuencias (0m),
estimados por medio del método de Tamura-Nei, con un pardmetro alfa de 0.47.
Estos dos indices estdn relacionados y por lo tanto presentardn resultados similares a

la hora de valorar la diversidad entre las secuencias.

De las series antiguas mallorquinas analizadas en este estudio y considerando el
fragmento de 126 pb, la serie Talaydtica de IP presenta los mayores valores de
diversidad (m = 0.019£ 0.013 y ©n =1.806 + 1.125), seguida de la serie alto medieval

de CR (m=0.0172+0.011 y O = 2.114 £ 1.247), mientras que los menores valores los

presenta la poblacidn de SR (m =0.016 £0.010y 8 =1.996 + 1.170).

En el conjunto de las poblaciones de comparacion, para este mismo fragmento de
126 pb, la poblacion de Egipto presenta los mayores valores (m = 0.029 £0.016 y On =
3.572 £ 1.870) mientras que Turquia (m = 1.716 £ 1.013 y On = 0.914 = 0.640) entre las
poblaciones contempordneas y Aldaieta entre las series antiguas, exhiben los
menores valores (m = 0.007 £ 0.005 y O = 0.914 + 0.640). La serie antigua del Proximo
Oriente (m = 0.025 £ 0.015 y ©n = 3.094 % 1.685), presenta valores superiores al del

resto de poblaciones antiguas.

Con respecto al segmento de 156 pb, en general los resultados conseguidos son
concordantes con los obtenidos del fragmento mdas corto de 126 pb, como se
observa en la tabla XXI, donde se muestra que de las series antiguas analizadas en
este estudio, SR exhibe un mayor valor (m = 0.016 £ 0.010 y O = 2.653 + 1.470) en
relacion a la serie de CR (m = 0.016 £ 0.010y ©On = 2.614 + 1.480); mientras que en
relacion a las poblaciones de referencia, los mayores valores los presenta Egipto (n
=0.030 £ 0.017286 y ©n = 4.847 + 2.437), variando con respecto al rango inferior que
corresponde a la serie de Cerdena antigua (m = 0.002 £ 0.002 y O = 0.446 + 0.412),
destacando asi mismo que la serie antigua del Proximo Oriente presenta valores
superiores al del resto de poblaciones antiguas (m = 0.027 £ 0.015y On = 4.296 *

2.231).
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En relacién a la diversidad nucleotidica calculada a partir de las secuencias de 156
pb, los valores oscilan entre n = 0.030 £ 0.017 (de la poblacion de Egipto) y n = 0.002
+ 0.002 (en la serie antigua de Cerdena), observandose que las series de SR y CR
exhiben valores cercanos a la media, lo que hace suponer que entre estas dos
poblaciones el n° de haplotipos Unicos es parecido. Por otra parte, los valores para
este mismo pardmetro, considerando el fragmento de 126 pb, se encuentran entre
n = 0.029 £ 0.016 (para la poblacién de Egipto) y de n = 0.002 + 0.002 (en la serie
anfigua de Cerdena), siendo la serie de IP la que presenta un mayor indice de
diversidad nucleotidica, relaciondndose con las poblaciones de Cerdena actual y

Chuetas, manteniéndose SR y CR muy cercanos.
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Poblaciones

n

Egipto

Irak

Israel

Grecia

Siria

Tdnez

Préximo Oriente
Toscana
Francia
Valencia

Ibiza

Mallorca

Sur de Portugal
Cataluna
Georgia
Chuetas

S'illot des Porros
Cerdena actual
Pedroches
Menorca
Albania

Can Reiners
Son Real
Argelia
Marruecos
Suiza

Pais Vasco
Placa Vella

Pre Romdnico Ibérico

Aldaieta
Turquia
Cerdefa antigua

28
52
116
25
49
154
18
47
71
39
49
41
59
39
44
44
1
15
144
41
42
15
22
81
45
69
61
23
17

56
75
23

Fragmento 126pb Poblaciones

(n * de) n
0.029 £0.016 Egipto

0.028 £0.016 Israel

0.027 £0.015 Préximo Oriente
0.026 £0.015 TUnez
0.025+0.015 Irak

0.025+0.014 Siria

0.025+0.015 Grecia
0.022+0.013 Toscana

0.021 £0.012 Francia
0.020+0.012 Argelia

0.020 £0.012 Cataluna
0.020£0.012 Chuetas

0.020 £0.012 Sur de Portugal
0.020 £0.012 Georgia
0.019+0.012 Valencia

0.019 £0.012 Pedroches
0.019£0.013 Mallorca

0.018 £0.011 Menorca

0.018 £0.011 Ibiza

0.017 £0.011 Son Real
0.017+£0.010 Albania

0.017 £0.011 Marruecos

0.016 £ 0.010 Cerdena actual
0.015+£0.009 Can Reiners
0.015 £ 0.009 Suiza
0.015+0.009 Placa Vella

0.013 £0.008 Pais Vasco

0.012 £0.008 Turquia

0.012 +£0.008 Pre Romdnico Ibérico
0.009 = 0.007 Aldaieta

1.716 + 1.013 Cerdena antigua
0.0021 * 0.002

28
116
18
154
52
69
25
47
71
81
39
44
59
44
39
144
4
4
49
22
42
45
115
15
69
23
61
75
17

56
23

Fragmento de 156

pb

(n = de)

0.030+0.017
0.028 +0.015
0.027 £0.015
0.027 £0.014
0.026 +0.014
0.025+0.014
0.024+0.014
0.022 £0.012
0.020+0.011
0.020+£0.011
0.020 £0.011
0.019 £0.011
0.019 £0.011
0.019 £0.011
0.019£0.011
0.019£0.011
0.018 £0.011
0.018 £0.011
0.018+£0.010
0.016 +0.010
0.016+£0.010
0.016+£0.010
0.016 £0.009
0.016 £ 0.010
0.014 +0.009
0.014 +0.009
0.013 £0.008
0.010 +£0.007
0.010 +0.007

0.008 + 0.005
0.0027 + 0.002

Tabla

XXIIl - Diversidad nucleotidica y su desviaciéon estdndar (1  de) estimada para los distintos fragmentos de cada poblacion. En azul y

mayores y menores, respectivamente.

se resaltan los valores
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Poblaciones
n
Egipto
Israel
TUnez
Siria
Grecia
Irak

Préximo Oriente
Toscana
Francia
Valencia
Cataluna

Ibiza

Mallorca

Sur de Portugal
Georgia
Chuetas
Cerdena
Pedroches
Menorca
Albania

Can Reiners
Son Real
Argelia
Marruecos
Suiza

S'illot des Porros
Pais Vasco
Placa Vella

Pre Romdnico Ibérico
Aldaieta

Turquia

Cerdena antigua

28
116
154
69
25
52
18
47
71
39
39
49
41
59
44
44
15
144
41
42
15
22
81
45
69
1
61
23

17
56
75

23

Fragmento 126
pb

(6n t de)
3.572 +1.870
3.395+1.750
3.187 £ 1.657
3.187 £ 1.668
3.205+1.712
3.497 £ 1.811
3.094 £ 1.685
2.811+£1.511
2.655+1.433
2.564 +1.406
2.506 +1.380
2.545+1.391
2.492 +1.372
2.491 £ 1.363
2.440 £ 1.347
2.418 £1.337
2.304 £ 1.271
2.275+1.256
2.187 £1.235
2.147 +1.217
2114+ 1.247
1.996 +1.170
1.929 +1.108
1.898 +1.103
1.890 + 1.092
1.806 + 1.125
1.674+0.996
1.527 +0.950

1.478 £0.939
1.218 £0.787
0.914 +£0.640

0.275 *+ 0.308

Poblaciones
n

Egipto
Israel
TUnez
Préximo Oriente
Irak
Siria
Grecia
Toscana
Francia
Argelia
Cataluna
Chuetas
Sur de Portugal
Georgia
Valencia
Pedroches
Mallorca
Menorca
Ibiza
Son Real
Albania
Marruecos
Cerdena
Can Reiners
Suiza
Placa Vella
Pais Vasco
Turquia

Pre Romdnico Ibérico
Aldaieta
Cerdena antigua

28
116
154
18
52
69
25
47
71
81
39
44
59
44
39
144
41
41
49
22
42
45
115
15
69
23
61
75

17
56
23

Fragmento 156 R

pb

jterraneo.

bsultados

(6n + de)
4.847+ 2.437
4.440 +2.205
4.248 +2.118
4.296 +2.231
4.191+2.116

4.020 £2.033
3.801 £1.979
3.470 £1.802
3.213 +1.679
3.213+1.676
3.148 £ 1.666
3.127 £1.653
3.108 £ 1.636
3.060 + 1.623
3.038 £1.617
2.992 £1.572
2.974 £1.587
2.941 £1.572
2.887 +1.543
2.653+1.470
2.634 £1.435
2.625 +1.429
2.619£1.410
2.614 +1.480
2.347 £1.296
2.300 +1.307
2.077£1.178
1.716 +£1.013

1.589 £ 0.992
1.322 £0.835
0.446 £ 0.412

resaltan los valores mayores y menores, respectivamente.

Tabla XIV- N° medio de distribucidn por parejas y su desviacién estdndar (8n * de), estimada para los distintos fragmentos de cada poblacidon. En azul y amarillo se
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4.4.3 RECONSTRUCCION FILOGENETICA.
4.4.3.1 DISTANCIAS GENETICAS .

En las tablas XXV y XXVI se muestran las matrices diagonales con los valores de
las distancias genéticas basadas en la transformacion de Reynolds del
estadistico Fst (Reynolds et al., 1983), calculados por parejas de poblaciones. El
cdlculo se realizé a partir de las secuencias de los fragmentos de 126 y 156 pb
de la region hipervariable | del mtDNA para las series antiguas estudiadas vy las
poblaciones empleadas para la comparacion, detalladas en la tabla del
capitulo de Muestras y Metodologia. El patron de distancias que se observa
guarda bastante semejanza con el obtenido con las frecuencias de

haplogrupos.

Si se toma en cuenta la distancia genética obtenida con las secuencias de
126 pb (tabla XXVI), se observa que SR exhibe una distancia nula con IP y CR,

guedando la distancia entre estas Ultimas con un valor estimado de 0.0425.

En el contexto general, la poblacion de Argelia es la mds distante en relacion
a las series antiguas mallorquinas analizadas (SR/Ar = 0.0764, IP/Ar = 0.2323 y
CR/Ar = 0.0559). Cabe destacar que las menores distancias genéticas varian
en relacion a las tres series analizadas. Asi observamos que la serie Pre
Romdnica lbérica y las poblaciones contempordneas del Sur de Portugal,
Toscana, Cerdena e lIsrael presentan menores distancias en relacion a SR,
mientras que Cataluna, Mallorca, Valencia, Grecia y Francia exhiben
distancias nulas con respecto a la serie antigua de IP. De las fres series
analizadas se observa que la mayoria de las poblaciones de comparacion

presentan distancias menores e inclusive nulas con respecto a CR.

De igual manera, la distancia genética obtenida con las secuencias de 156 pb
(tabla XXVII), es nula entre las series SR y CR y de estas dos series antiguas, CR
mantiene, en el contexto general, una distancia muy reducida con todas las

poblaciones de comparacion.
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1SR 11P 1CR 1PV 1PRM  1PO 1CE 1AD 2CA  2PE m™MJ 1VL 21Q 2MN 2CH 2TS
1SR 0,0000
1P 0,0000 0,0000
1CR 0,0000 0,0261 0,0000
1PV 0,0375 0,0000 0,0000 0,0000
1PRM 0,0058 0,0639 0,0000 0,0000  0,0000
1PO 0,0406 0,0395 0,0000 0,0200 0,0149  0,0000
1CE 0,0416 02193 00000 00290 0,018 0,0458  0,0000
1AD 0,0863 0,1155 0,0440 0,0683 0,0309 0,1089 00516  0,0000
2CA 0,0219  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0230 00000 0,0279  0,0000
2PE 0,0275 0,0339 0,0000 0,0000 0,0000 00343 0,018 00572 00311  0,0000
T™MJ 0,0309 0,0000 00020 0,0000 00017 00391 00249 00229 00000 0,0322 0,0000
1VL 0,0108 0,0000 00000 0,0000 0,000 00126 00000 00422 0,000 0,0262 0,0000 0,0000
21Q 0,0415 0,0263 00000 0,0097 00000 00127 00062 00020 00206 00351 00138 00185 0,0000
2MN 0,0108 0,0000 0,0000 0,0000 00000 00224 00163 00403 0,073 00000 0,0109 000067 00110 0,0000
2CH 0,0359 0,0213 00118 00252 00000 00623 0,038 00070 00257 00294 00069 00329 00076 00121  0,0000
2TS 0,0044 0,0051 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 00000 00289 00015 00093 00137 00000 000461 00000 00262 0,0000
2IBZ 0,0721 0,0000 00396 00379 00686 00377 00634 01144 00199 00838 00379 00140 00636 00607 0,1055 0,0298
2GR 0,0110  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 00000 00169 00442 0,000 0,0223 0,0000 00000 00051 00000 00170 0,0000
2VAS 0,0193 0,0305 00000 0,0000 0,0000 0,428 00000 00365 0,0085 0,0099 00170 00044 00180 0,0001 00259  0,0000
2PS 0,0038 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,088 00000 00362 0,000 00147 00051 0,000 00229 00025 00310 0,0000
2EG 0,0344 0,0551 00019 00153 00115 00156 00415 00947 00513 00175 00573 00444 00262 00091 00387 00193
2Ar 00764 02001 00559 00894 00914 00434 00693 01236 00679 00738 0,1136 00808 00819 00735 0,1120 0,0501
2pl 0,0091  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 00000 00159 00070 0,201 00128 0,000 0,0039 00004 00183 0,0000
2sy 0,0121  0,0000 00000 0,0000 0,0000 00146 00000 00082 00028 00205 00124 00016 00003 00000 00111 0,0000
2Mr 0,0372 0,053%9 00079 00531 00425 00300 00188 00553 00175 00547 00480 00252 0,0404 00499 00603 00162
21K 0,0533 0,1887 00000 0,0418 00138 00660 00000 00707 00304 00421 00417 00124 00316 00414 00653 0,0055
212 0,0097 0,0389 00000 0,0000 0,0000 00000 00000 00339 00163 00133 00269 00113 00217 00006 00279 0,0033
2SD 0,0066 0,0000 0,0000 0,0000 0,000 00315 00000 00409 0,003%9 00125 0,0087 00000 00329 00000 00320 0,0028
2FR 0,0144 0,0000 00000 0,0000 0,000 00247 00015 00343 00073 00071 00047 00000 00219 00000 00162 0,0000
287 0,0377 0,0460 0,0000 0,0023 0,0000 00260 00096 00700 00239 00160 00255 00197 00327 00061 00464 00111
2GE 0,0201  0,0000 0,0000 0,005 0,000 00107 00222 00601 00036 00358 00163 0,000 0,0209 00120 00381 0,0000
2Ab 0,0151  0,0000 0,0000 0,0014 0,000 00344 00000 00295 00104 00255 00155 00007 00155 00099 00251 0,0000

Tabla XXV. Matriz de Distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1987), construidas a partir de las secuencias de un fragmento de 126 pb de la HVS-I del mtDNA
entre las series antiguas analizadas y las poblaciones de comparacion, descritas en la tabla V y figura 28. Se destacan con subrayado las mayores distancias respecto a las
series antiguas mallorquinas. Con el n°® 1 se sefalan las series antiguas: SR-Son Real IP-S'lllot des Porros, CR-Can Reiners, PO-Préximo Oriente Antiguo, PRM-Pre Romdnico
Ibérico,CE-Cerdefa Antigua y con el n® 2, las poblaciones contempordneas CA-Cataluia, PE-Pedroches, MJ-Mallorca, VL-Valencia, 1Q-Irak, MN-Menorca, CH-Chuetas, TS-

Toscana, IBZ-IBiza, GR-Grecia, VAS-Pais Vasco, PS- Sur de Portugal, EG-Egipto, AR-Argelia, Pl-Israel-Palestina, SY-Siria, MR-Marruecos, TK-Turquia, TZ-Tunez, SD-Cerdefa
contempordnea, FR-Francia, SZ-Suiza, GE-Georgia, AB-Albania.
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2IBZ 2GR 2VAS 2PS 2EG 2Ar 2pl 2sy 2Mr 27K 212 2SD 2FR 251 2GE 2Ab
1SR
1P
1CR
1PV
1PRM
1PO
1CE
1AD
2CA
2PE
T™MJ
1VL
21Q
2MN
2CH
2TS
2IBZ 0,0000
2GR 0,0165  0,0000
2VAS 0,0699  0,0087  0,0000
2PS 0,0235 0,0011 0,0003 0,0000
2EG 0,007 0,0179 0,0401 0,0376  0,0000
2Ar 0,0935 00909 00900 00576 0,0824 0,0000
2pl 0,0307 0,000 0,0032 00020 00194 00429  0,0000
2sy 0,0440 0,0000 00016 00038 00228 00519 0,0000 0,0000
2Mr 0,0505 0,500 00413 00148 00852 00237 00143 00230 0,0000
21K 0,0980 00263 00096 00085 00792 0,1301 00088 00143 00694 0,0000
217 0,0457 00088 00118 00076 00160 00243 00084 00055 00179 00273  0,0000
2SD 0,0477 0,081 00027 0,000 00377 00721 00123 00138 00344 00152 00125 0,0000
2FR 0,0538 0,0016 00000 0,000 00351 00922 00087 00113 00456 00189 00213 00042 0,0000
287 0,0905 00187 00095 00110 00358 0,1153 00227 00229 00766 00213 00251 00117 00059  0,0000
2GE 0,0267 0,0000 00191 0,003 0,0406 0,0921 00023 00061 00520 00369 00175 00123 00078 0,0274 0,0000
2Ab 0,0745 00114 00000 0,013 00458 0,1021 00048 0,0083 00416 0,0008 0,219 00046 0,0005 00135 00131  0,0000

Continuacién - Tabla XXV. Matriz de Distancias genéticas de Reynolds (Reynolds ef al., 1987), construidas a partir de las secuencias de un fragmento de 126 pb de la HVS-I
del mtDNA enftre las series antiguas analizadas y las poblaciones de comparacién, descritas en la tabla V y figura 28. SR-Son Real IP-S'lllot des Porros, CR-Can Reiners, PO-
Préximo Oriente Antiguo, PRM-Pre Romdnico lbérico,CE-Cerdena Antigua y con el n® 2, las poblaciones contempordneas CA-Cataluia, PE-Pedroches, MJ-Mallorca, VL-
Valencia, 1Q-Irak, MN-Menorca, CH-Chuetas, TS-Toscana, IBZ-IBiza, GR-Grecia, VAS-Pais Vasco, PS- Sur de Portugal, EG-Egipto, AR-Argelia, Pl-Israel-Palestina, SY-Siria, MR-

Marruecos, TK-Turquia, TZ-Tunez, SD-Cerdena contempordnea, FR-Francia, SZ-Suiza, GE-Georgia, AB-Albania.
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1SR 1CR 1PV T1PRM 1PO 1CE 1AD 2CA 2PE 2MJ 2VL 21Q 2MN 2CH 2TS
1SR 0,0000
1CR 0,0000 0,0000
1PV 0,0280 0,0000 0,0000
1PRM 0,0024 0,0000 0,0009 0,0000
1PO 0,0427 0,0011 0,0297 0,0463 0,0000
1CE 0,0206 0,0000 0,0383 0,0241 0,0770 0,0000
1AD 0,0737 0,0478 0,0741 0,0270 0,1500 0,0465 0,0000
2CA 0,0126 0,0000 0,0000 0,0000 0,0382 0,0000 0,0247 0,0000
2PE 0,0201 0,0000 0,0000 0,0000 0,0477 0,0160 0,0473 0,0261 0,0000
2MJ 0,0272 0,0089 0,0000 0,0000 0,0545 0,0280 0,0255 0,0019 0,0232 0,0000
2VL 0,0112 0,0000 0,0052 0,0000 0,0557 0,0000 0,0346 0,0005 0,0253 0,0025 0,0000
21Q 0,0319 0,0000 0,0083 0,0000 0,0365 0,0039 0,0000 0,0182 0,0274 0,0101 0,0158 0,0000
2MN 0,0042 0,0000 0,0000 0,0000 0,0251 0,0158 0,0413 0,0082 0,0000 0,0088 0,0147 0,0113 0,0000
2CH 0,0215 0,0017 0,0203 0,0000 0,0539 0,0298 0,0132 0,0193 0,0213 0,0080 0,0335 0,0087 0,0056 0,0000
2TS 0,0000 0,0000 0,0029 0,0000 0,0120 0,0000 0,0258 0,0000 0,0119 0,0172 0,0019 0,0063 0,0013 0,0189 0,0000
2|BZ 0,0613 0,0371 0,0416 0,0577 0,0681 0,0557 0,1005 0,0173 0,0675 0,0334 0,0145 0,0517 0,0554 0,0896 0,0272
2GR 0,0108 0,0000 0,0195 0,0145 0,0192 0,0179 0,0552 0,0042 0,0350 0,0177 0,0090 0,0164 0,0116 0,0190 0,0000
2VAS 0,0186 0,0000 0,0061 0,0000 0,0818 0,0000 0,0326 0,0135 0,0095 0,0142 0,0048 0,0133 0,0040 0,0277 0,0048
2PS 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0324 0,0000 0,0285 0,0000 0,0136 0,0075 0,0000 0,0179 0,0040 0,0241 0,0000
2EG 0,0574 0,0155 0,0757 0,0730 0,0354 0,0796 0,1578 0,0758 0,0802 0,1133 0,0993 0,0784 0,0580 0,0655 0,0454
2Ar 0,0799 0,0619 0,0954 0,0989 0,0915 0,0763 0,1312 0,0821 0,0918 0,1227 0,0879 0,0976 0,0959 0,1106 0,0700
2pl 0,0046 0,0000 0,0106 0,0000 0,0084 0,0000 0,0211 0,0073 0,0267 0,0238 0,0112 0,0150 0,0065 0,0151 0,0000
2sy 0,0058 0,0000 0,0068 0,0000 0,0266 0,0000 0,0134 0,0026 0,0232 0,0207 0,0095 0,0080 0,0057 0,0095 0,0000
2Mr 0,0261 0,0000 0,0577 0,0506 0,0467 0,0164 0,0603 0,0167 0,0553 0,0584 0,0350 0,0443 0,0506 0,04%96 0,0132
2TK 0,0261 0,0000 0,0359 0,0085 0,0721 0,0000 0,0551 0,0252 0,0381 0,0395 0,0186 0,0299 0,0292 0,0462 0,0067
217 0,0128 0,0000 0,0214 0,0187 0,0118 0,0084 0,0484 0,0232 0,0321 0,0472 0,0336 0,0415 0,0159 0,0288 0,0097
2SD 0,0076 0,0000 0,0000 0,0000 0,0696 0,0000 0,0356 0,0055 0,0128 0,0101 0,0025 0,0271 0,0047 0,0310 0,0062
2FR 0,0085 0,0000 0,0000 0,0000 0,0404 0,0000 0,0285 0,0046 0,0059 0,0043 0,0018 0,0177 0,0000 0,0108 0,0000
281 0,0274 0,0000 0,0090 0,0000 0,0563 0,0056 0,0574 0,0205 0,0142 0,0211 0,0165 0,0257 0,0082 0,0391 0,0106
2GE 0,0111 0,0000 0,0059 0,0000 0,0255 0,0140 0,0504 0,0012 0,0256 0,0122 0,0000 0,0148 0,0069 0,0272 0,0000
2Ab 0,0072 0,0000 0,0144 0,0000 0,0489 0,0000 0,0303 0,0064 0,0254 0,0224 0,0079 0,0172 0,0125 0,0189 0,0000

Tabla XXVL. Matriz de Distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1987), construidas a partir de las secuencias de un fragmento de 126 pb de la HVS-I del
mtDNA entre las series antiguas analizadas y las poblaciones de comparacién, descritas en la tabla V y figura 28. Se destacan con subrayado las mayores distancias
respecto a las series antiguas mallorquinas. Con el n® 1 se sefalan las series antiguas_:SR-Son Real, CR-Can Reiners, PO-Proximo Oriente Antiguo, PRM-Pre Romdnico
Ibérico,CE-Cerdefia Antigua y con el n® 2, las poblaciones contemporéneas CA-Cataluia, PE-Pedroches, MJ-Mallorca, VL-Valencia, 1Q-Irak, MN-Menorca, CH-
Chuetas, TS-Toscana, IBZ-IBiza, GR-Grecia, VAS-Pais Vasco, PS- Sur de Portugal, EG-Egipto, AR-Argelia, Pl-Israel-Palestina, SY-Siria, MR-Marruecos, TK-Turquia, TZ-Tunez,
SD-Cerdena contempordnea, FR-Francia, SZ-Suiza, GE-Georgia, AB-Albania.
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1SR
1CR
1PV

1PRM

1PO
1CE
1AD
2CA
2PE
2MJ
2VL
21Q
2MN
2CH
2TS
2IBZ
2GR
2VAS
2PS
2EG
2Ar
2pl
2sy
2Mr
27K
277
2SD
2FR
257
2GE
2Ab

2iBZ

0,0000
0,0284
0.,0614
0,0203
0,1391
0,1059
0,0332
0,0416
0,0517
0,0809
0,0564
0,0410
0,0452
0,0754
0,0234
0,0660

2GR

0,0000
0,0356
0,0057
0,0258
0,0961
0,0000
0,0000
0,0355
0,0282
0,0052
0,0237
0,0094
0,0296
0,0037
0,0094

2VAS

0,0000
0,0036
0,1220
0.,1164
0,0192
0,0159
0,0598
0,0166
0,0412
0,0044
0,0024
0,0083
0,0165
0,0121

2PS

0,0000
0,0750
0,0783
0,0048
0,0047
0,0178
0,0078
0,0197
0,0000
0,0000
0,0090
0,0000
0,0004

2EG

0,0000
01115
0,0280
0,0367
0,0792
0,1135
0,0158
0,1031
0,0755
0,0949
0,0788
0,0651

2Ar

0,0000
0,0614
0,0631
0,0376
0,1282
0,0481
0,1025
0,1059
0,1226
0,1021
0,1042

2pl

0,0000
0,0000
0,0089
0,0120
0,0069
0,0211
0.0120
0,0263
0,0059
0,0024

2sy

0,0000
0,0149
0,0172
0,0069
0,0185
0.0116
0,0238
0,0068
0,0037

2Mr

0,0000
0,0549
0,0146
0,0448
0,0442
0,0724
0,0478
0,0321

21K

0,0000
0,0362
0,0231
0,0181
0,0199
0,0270
0,0048

211

0,0000
0,0342
0,0308
0,0398
0,0273
0,0212

25D

0,0000
0,0042
0,0109
0,0106
0,0090

2FR

0,0000
0,0035
0,0039
0,0009

251 2GE 2Ab

0,0000
0,0205 0,0000
0,0143 0,0104 0,0000

Continuacién - Tabla XXVI. Matriz de Distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1987), construidas a partir de las secuencias de un fragmento de 156 pb de la HVS-| del
mMtDNA enftre las series antiguas analizadas y las poblaciones de comparacion, descritas en la tabla V y figura 28._.Con el n® 1 se sefalan las series antiguas: SR-Son Real, CR-Can
Reiners, PO-Préximo Oriente Anfiguo, PRM-Pre Romdnico Ibérico,CE-Cerdena Antigua y con el n® 2, las poblaciones contempordneas CA-Cataluia, PE-Pedroches, MJ-Mallorca, VL-
Valencia, I1Q-Irak, MN-Menorca, CH-Chuetas, TS-Toscana, IBZ-IBiza, GR-Grecia, VAS-Pais Vasco, PS- Sur de Portugal, EG-Egipto, AR-Argelia, Pl-Israel-Palestina, SY-Siria, MR-Marruecos,

TK-Turquia, TZ-Tunez, SD-Cerdefa contempordnea, FR-Francia, SZ-Suiza, GE-Georgia, AB-Albania.,
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En el andlisis de distancias genéticas empleando la distribucién de frecuencias
de haplogrupos, las poblaciones contempordneas de las Islas Baleares
presentaron un comportamiento similar en relacion con las series antiguas

analizadas en este estudio.

En relacion con la poblacién mallorquina actual, destaca que las series de IP y
CR exhibieron distancias nulas mientras que SR, mostré una distancia genética
menor, a las obtenidas para el conjunto de poblaciones contempordneas del

Archipiélago Balear.

Para apreciar de forma grafica ambas matrices de distancias genéticas
(Reynolds et al., 1983) estimadas a partir de los grupos de secuencias de 126
pby 156 pb, para cada par de las poblaciones de comparacion, se realizd un
escalamiento multidimensional (MSD) (grafico 8). En los graficos obtenidos se
observa que la mayoria de las poblaciones, incluyendo SR y CR, se agrupan
(circulos rojo y amairillo), tanto en la dimension 1 como en la 2, haciendo
patente las reducidas distancias genéticas que existen entre ellas, mientras
que la serie antigua de [P exhibe una mayor distancia con las dos series
antiguas mallorquinas y con la mayoria de las poblaciones de referencia,

guedando alejada del nucleo central.

Destaca ademds en ambos grdficos la posicion de la poblacién de Argelia,
localizada en el cuadrante inferior izquierdo, siendo la poblacidon mds distante
(tablas XXV y XXVI). Sin embargo existe ofro grupo de poblaciones a los
alrededores del nucleo central que comparten las poblaciones que se
comportan de forma mds homogénea y enfre ellas se encuentran Ibiza
(Archipiélago Balear), Aldaieta (serie antigua de la Peninsula Ibérica),

Marruecos y Egipto (Norte de Africa).
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Grdfico 8. - Grdficos de Escalamiento Multidimensional realizados a partir de las Matrices de Reynolds para los fragmentos de secuencias de 156 pb (a) y de 126 pb (b).
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4.4.3.2 REDES MEDIAS (NETWORKS) .

genético en el Mediterraneo.

Resultados

A partir de las secuencias nucleotidicas, se construyeron redes filogenéticas

mediante el algoritmo Median Joining Network (Bandelt et al., 1995) a fin de

observar los haplotipos compartidos y derivados entre las series anfiguas de la

Bahia de Alcudia analizadas en este estudio, asi como los de las poblaciones

antiguas y modernas empleadas para la comparacion. La Figura 43, muestra

la distribucion geogrdafica de las poblaciones del arco mediterrdneo utilizadas

para la construccion de las redes medias o Networks, asigndndole un color a

cada region geogrdfica.

EUROPE
. e :
Atlantic France : -
Ocean . Ay
% B \;-g:::;, m#%,-;:-: Black Sea
S8 cna® § 0N Albania
Spain Eagw 0 G i &) -~
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| ofad LITEN LNy .2, ASIA
8 e (@] E: Islands \\_ L7 Seo ‘".:_‘:w'h '“'t,?__ Syria
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furt Algera® ® -~ =7
) o Mediterranean Sea -
: CCH AFRICA unisia wi—“l.
. { el
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Egypt
BN 5on Real (SR)
B S'|ot des Porros (IP)
1 CanReiners (CR
/ Poblaciones Antiguas
= peninsula Ibérica
B PGis Vasco
C— islas Baleares
1 Resto de Europa
B Africa
I Asia

Fig. 43. Distribucién geogrdfica de las poblaciones del arco mediterrdneo utilizadas para la construccion de

las redes medias o Networks (©graficmaps.com).

Para lograr una mejor interpretacion de los datos, en este andlisis se le agregd

a cada haplotipo compartido entre las poblaciones estudiadas, un nN° que

138



Bahia de Alcudia, Mallorca: Un crisol genético en el Mediterréaneo.

Resultados

representa la sumatoria de la frecuencia absoluta en el total de poblaciones

(Tabla XXVII).
INDIVIDUOS CODIGOw MOTIVOS o)

SR/54.2 SROTH
SR/ SR 02H
CR/93.1 CR 23H
CR/31.1 CR 24H
IPB-33 1962 IP 38H
SR/1-67-A(5) SR 06PHV CRS
SR/3-67-A SR 07
SR/43.1 (R15) SR 08
SR/1-67-A SR 09
CR/17.1 CR 32U
CR/107.1 CR 33U
IP B-7 IP 41U
IP SW-97-3 IP 39H 16378T/CRS
SR/1-67-A(1) SR O3H 1622117
SR/22.D SR 04H 162917, 16293G
SR/2.3 SR 05H 162781
CR/32.1 CR 25H 16274A
CR/17.2 CR 26H 162901
CR/E-89 CR27H 16266T,162947,16311C
CR/32 CR 28H 162917
IP CN-14 IP 40H 162237, 16262T, 16293G
CR/83.1 CR 36V 162617 16298T
SR/1-67-A(2) SR 10J 162781
SR/43.5 SR 11J 162427
SR/47.3 SR 15T 162927, 162947, 163441
CR/47.57 CR 34U 16260T, 162787
IPBC-16 IP 42U 16325C
IP C-20 IP 43U 16325C, 16355T, 16356C
SR/13 SR 17U5
SR/70.1 SR 18U5
SR/Sep-74 SR 19U5 162707
IP C 1964-42' IP 46U5
SR/54.1. SR 16U5 16270T, 16290T, 16292T ,16294T
IP B-2 IP 44U5 16257Y(AST); 16270T
IP B-5 IP 45U5 16270T, 16304C
IP C-56' IP 47U5 162617, 162701
IP M-15 IP 48U5 16270T, 16378T
CR/131.1 CR35U5ala 162567, 162701
SR/75.1 SR 12K
SR/53.4 SR 13K 16224C, 16311C
CR/169.1 CR30K
SR/29.05 SR 14K 16311C, 16327T
SR/4-67(2) SR 22X 162237, 162781
CR/67.1 CR 29.1 162237
SR/Sep-72 SR 20W
SR/Sep-68 SR 21W 162237, 162921
CR/23.1 CR 37W
CR/70.1 CR3IL3 162237

Tabla XXVII - a) Cdodigos asignados a cada individuo. b) motivos presentes en las secuencias de las fres

poblaciones analizadas en este estudio. Los haplotipos Unicos se marcan con filas de color salmén. En

negrita se sefalan los individuos con las mutaciones 16378T, casos que se detallan mds adelante.
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Tal como se expresd en el apartado 3.7 del capitulo de Muestras vy
Metodologia, la construccion de las redes medias se basd en dos tipos de base
de datos: Bynary data, para el andlisis filogenético de la serie talaydtica de IP
(Finnilé et al., 2000; Thomas et al., 2002, han empleado este tipo de datos para
identificar mutaciones paralelas) y DNA nucleotide data, para realizar el mismo

andlisis en las series SR y CR.

En la tabla XXVII, se senala en negrita dos de los individuos de la serie de S'lllot
des Porros que presentaron la mutacién 163787, quedando excluida dicha
mutacion por la extension de ambos fragmentos hasta la posicidon 16365, por lo
que al realizar los distintos andlisis, el individuo IP SW-97-3 quedd incorporado al
nodo CRS para el haplogrupo H. Con respecto al individuo IP M-15, que
presentd no sélo esta mutacion sino también la 16270T, quedd agrupado

como U5.

4.4.3.2.1 REDES FILOGENETICAS A PARTIR DEL FRAGMENTO DE 156PB
(16209-16365)

- HAPLOGRUPO H

Debido al elevado nUmero de secuencias analizadas pertenecientes al
haplogrupo H, se construyeron dos redes filogenéticas, con dos grupos de
poblaciones distintas, en las que figura la serie IP, que se encuentra
representada sélo por una secuencia. El resto de secuencias recuperadas de
haplotipos pertenecientes a H de esta serie antigua, quedan excluidas por

presentar un menor nUmero de pares de bases.

H (Fig. 44q): agrupa las series de IP, SR y CR y las poblaciones antiguas vy

contempordneas de:

e Peninsula Ibérica (Cataluna, Valencia, Pedroches Pais Vasco y Sur de
Portugal).
e Islas Baleares (Mallorca, Chuetas, Menorca, Ibiza).

e Poblaciones Antiguas (Placa Vella, Pre Romdnico lbérico, Aldaieta).
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e Resto de Europa: Italia (Toscana, Cerdena), Francia, Suiza, Peninsula
Balcdnica (Grecia, Albania).
e Africa: Marruecos, Argelia, debido a su cercania con las poblaciones

antiguas de SR, IP y CR.

H (Fig. 44b) : agrupa las series en estudio (IP, SR y CR) y las poblaciones de:

e Islas Baleares: Mallorca, Chuetas, Menorca, Ibiza
e Africa: TUnez y Egipto, por estar mds alejadas geogrdficamente.
e Asia: Turquia, Georgia, Siria, Israel e Irak y la serie Antigua del Proximo

OCriente.

El nodo principal basal de estas redes, (241-SRO1H y 27-SRO1H), representa el

motivo CRS y agrupa un total de 338 secuencias. De este nodo central, derivan
el resto de haplotipos. En estas redes, se observa ademds que los nodos 3-
SRO3H, representando a la mutaciéon 162217 y el 7-SRO5H con el motivo 16278T,
son compartidos por la serie talaydtica de SR con poblaciones
contempordneas de la Peninsula Ibérica, Islas Baleares y Asia y con la serie
anfigua de la isla de Cerdena. Por otra parte, CR comparte los haplotipos
CR25H (con el motivo 16274A) y el CR28H, (con el motivo 16291T), con
poblaciones europeas y asidticas; asi como el haplotipo CR26H que es
compartido con poblaciones de la Peninsula ibérica y del resto de Europa. Sin
embargo, si la red se realiza con poblaciones asidticas y resto de poblaciones
africanas, este Ultimo haplotipo se convierte en haplotfipo Unico, lo que

supondria que se frata de una mutacion exclusiva para poblaciones europeas.

Se observan ademds, tres nodos que representan haplotipos Unicos dentro del
grupo de las series mallorquinas analizadas: el SR04H (con el haplotipo16291T-
16293G), presenta dos posibles origenes ancestrales: la mutacion16293G que
une SRO4H al nodo 6-CR28H y por otra parte, la mutacién 16291T, que separa a
este haplotipo del nodo PET10H. En fodo caso, este haplotipo se encuentra a
dos mutaciones de la secuencia de mayor frecuencia (CRS), representada por
el nodo 241-SRO7H.
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En el caso concreto de este haplotipo, las mutaciones 162917 y 16293G son
consideradas por Gilbert y colaboradores (2005), como cambios nucleotidicos
con un dano post mortem relativamente bajo, lo que induce a pensar que

ambas vias evolutivas, son posibles.

El nodo IP40H (con el motivo 162237, 16262T y 16293G) se origina de un nodo
gue representa una secuencia ancestral hipotética producto de la fusidon de la
mutacion 16293G al nodo CE16H (que se observa en 2 individuos de la serie de
Cerdena antigua y que contiene la mutaciéon 16223T) y de la mutacion 16223T,

qgue se une al nodo PET10H.

De igual manera que el caso anterior, la mutacion16223T, representa un hot-
spot mutacional (Excoffier y Yang, 1999; Stoneking, 2000), por lo que es un sitio
inestable con una alta tasa de mutacion y ademads es considerado por Gilbert
y colaboradores (2005), como un cambio nucleotidico que presenta una alta
ocurrencia de dano post mortem. No obstante, esta posibilidad puede verse
reducida al observar que esta mutacidon estd presente en otras poblaciones

formando parte de otfros haplotipos (Richards et al., 2000).

De todos modos, esta situacion reduce en parte la posibilidad de que el nodo
PE110H, represente la base ancestral de este haplotipo y por lo tanto, el origen
se site en el nodo CE16H, que agrupa a 2 individuos de la serie antigua de
Cerdena. Por otra parte, al analizar el haplotipo CR27H (con el motivo 16266T,
16294T, 16311C), se observa que su origen estd en un nodo que representa una
secuencia ancestral hipotética, pudiéndose encontrar dos mutaciones (162947
y la 16311C) que lo separan del nodo de mayor frecuencia (241-SRO7H — CRS).
Sin embargo, este nodo hipotético se une 6 separa del nodo PRM0O2H, a través
de la mutacion 16294T. En ambos casos se crea la disyuntiva al determinar el
origen ancestral de este haplotipo, dado que ambas mutaciones son
consistentes con un dano molecular post mortem relativamente bajo segun
Gilbert y colaboradores (2005) y con una alta tasa mutacional in vivo para

Excoffier y Yang (1999). En todo caso, este haplotipo Unico se encuentra
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separado del nodo CRS que agrupa la mayor frecuencia (241-SRO7H) por

medio de fres mutaciones.

- HAPLOGRUPOS PHV,HV,PREV Y V:

La red filogenética que agrupa los haplogrupos PHV, HV, PreV y V (Fig. 45),
presenta un nodo central (8-6PHV) con el motivo basal CRS, que comparte la
Poblacion de SR con al menos una poblacién de cada continente: Europa
(Pedroches, Cerdena); Africa (Tunez); y Asia (Turquia). De este nodo deriva el
nodo PV21V, que representa al haplotipo 16261T y 16298C, del que se extiende
el nodo 3-CR36V representando al haplotipo 16298C que comparte la

poblacién de CR con poblaciones del Norte de Africa.
- HAPLOGRUPO U:

El haplogrupo U fue analizado a partir de un grupo de poblaciones donde
figura la serie IP, representada sélo por dos secuencias. El resto de secuencias
recuperadas de haplotipos pertenecientes a U de esta serie antigua, quedan
excluidas por presentar un menor niUmero de pares de bases. Se observa una
red muy ramificada con numerosos nodos que representan haplotipos Unicos.
El nodo 23-CR32U, que representa el haplotipo CRS, lo comparte la poblaciéon
de CR con diversas poblaciones asidticas, de la Peninsula loérica, africanas y

del resto de Europa (Fig. 46).

En esta red se observan tres haplotipos Unicos: dos de IP (IP42U e IP43U) y uno

de CR (CR34U). El nodo que representa al haplotipo 1P42U, se forma una vez
que aparece la mutaciéon 16325C, separdndose del nodo principal por medio
de una sola mutacién mientras que el haplotipo 1P43U, se desprende de un
nodo que representa una secuencia ancestral hipotética, el cual se forma por
la conjuncion de dos mutaciones: 16325C proveniente del nodo PRM15U vy la
16356C que separa a este nodo de secuencia ancestral hipotética del
haplotipo [P42U (16325T). Por ambas vias el haplotipo IP43U se encuentra
separado de la secuencia mds frecuente 23-CR32U (que representa al motivo

CRS) por 3 mutaciones.
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Fig. 44a. Median Joining Network de
haplotipos pertenecientes a H_a partir
de un fragmento de 156 pb de la HVS-I
del miDNA, que incluye las series
analizadas y las poblaciones de
referencia excepto TZ,EG,PL,TK, SY,IQ,GE
y PO. Los coddigos de los haplotipos
subrayados representan secuencias de
cualqguiera de las poblaciones
analizadas en este estudio comparadas
con ofras poblaciones.
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Fig. 44b. Median Joining Network de haplotipos
pertenecientes a H a partir de un fragmento de 156
pb de la HVS-I del miDNA, que incluye las series
analizadas y las poblaciones de referencia excepto
Mr,AR,TS,SD,FR,SZ,GR yAB . Los cddigos de los
haplotipos subrayados representan secuencias de
cualquiera de las poblaciones analizadas en este
estudio comparadas con otras poblaciones.
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Fig. 45. Median Joining Network de haplotipos
pertenecientes a_PHV, HV, PreV y V a partir de un
fragmento de 156 pb de la HVS-I del mtDNA. Los
cédigos de los haplotipos  subrayados
representan secuencias de cualquiera de las
poblaciones analizadas en este estudio
comparadas con otras poblaciones.
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Para definir el origen ancestral del haplotipo CR34U, que se encuentra
flanqueado por dos nodos que suponen ser la representaciéon de secuencias

ancestrales hipotéticas, es necesario considerar 4 vias:

1° via: El nodo hipotético estd formado por las mutaciones 16278T y la
16260T.

e 2° via: El nodo hipotético surgié a partir de las mutaciones 16260T y
16278T.

e 3°via: La conjunciéon de las mutaciones 162787 y la 16265G, forman este
nodo hipotético. Por esta via el haplotipo CR34U se separa de la
secuencia ancestral por medio de 4 mutaciones: 16265G, 16260T,
16265G, 16278T.

e 4° via: El nodo hipotético se forma por la acumulacidon de las
mutaciones 16278T, 16343G, 16260T y 16343G.

Esto supone una dificultad para conocer con exactitud el origen ancestral de
este haplotipo; mds aun cuando la mutacién 162787, incluida en todas las
alternatfivas presentadas, es una de las posiciones definidas por Excoffier y
Yang (1999) y Gilbert y colaboradores (2005) como expuestas a altas tasa de

mutacién y/o dano molecular post mortem, respectivamente.

- HAPLOGRUPO U5, U5AlA Y K:

Las relaciones de las secuencias pertenecientes a los sublinajes del haplogrupo
U como son U5, Usala y K, se presentan en la figura 47, donde se observan
nodos representativos de cada haplotipo pertenecientes a cada uno de estos
sublinajes. Asi vemos que el nodo 17-SR17U5 que representa al motivo basal
16270T, es compartido por SR y un grupo de poblaciones antiguas vy
contempordneas del colectivo Ibérico, Balear, del Norte de Africa y de

Europa. Se deriva de este nodo la representacion de dos haplotipos Unicos de
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la serie de SR: SR16US con el motivo 16270T-16290T, 16292T-16294T y el SR14K
con los motivos 16311C y 16327T.

Al analizar el primero de ellos (SR16US5), se observa que este haplotfipo se
encuentra separado del nodo que representa la mayor frecuencia de U5 (17-
SR17US5) por medio tres mutaciones, lo que hace suponer que se trata de un

haplotipo especifico de esa poblacién antigua.

El segundo de los haplotipos (SR14K), se origina de un nodo que representa
una secuencia ancestral hipotética, acumulando las mutaciones 16270T,
16224C y 16278T. De estas tres posiciones la 16270T (aunque representa el
motivo basal para el haplogrupo US5), y la 162781, son consistentes con una
alta tasa de mutacién y/o de dano molecular post mortem (Gilbert et al.,
2005), mientras que el cambio nucleotidico 16224T, no representa una posicion
susceptible a dano molecular, por lo que la determinacién en cuanto al origen
ancestral de este haplotipo, se le puede atribuir a la via de la mutacién
16224T.

Al incorporarse la mutacion 162567, se forma el nodo 11-CR35U5ala, que

representa al subhaplogrupo USala, que comparte CR con series antiguas y
poblaciones contempordneas de la Peninsula lbérica, Baleares y Asia;
destacando esta Ultima relacion poblacional ya que desde el punto de vista
flogenético, puede suponer una posible relacion de CR con el Cercano

Oriente.

Por ofra parte, el nodo 79-SR12K, que representa el haplotipo 16224T- 16311C,
propio del subhaplogrupo K, lo comparten las poblaciones antiguas de SR y CR
con la mayoria de las poblaciones antiguas y contempordneas del arco

mediterrdneo.
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- HAPLOGRUPOS I,X Y W:

La red filogenética para los haplogrupos |, X y W presenta sus nodos principales
dispuestos en forma de "Y", donde se observa el nodo que representa el
haplotipo 5-CR291, con el motivo 16223T, que comparte la poblacién antigua
de CR con poblaciones de la Peninsula Ibérica y Norte de Africa (Fig. 48). A
partir de este haplotipo surge la mutacion 16292C, que representa el nodo
principal de W (7-21W), que comparten las series de SR y CR con poblaciones
asidticas y europeas, del cual se irradian ofros nodos. Asi mismo, el haplotipo
nodal identfificado como 6-SR22X exhibe las mutaciones 162237 y 16278T,
tipicas del haplogrupo X, el cual es compartido por la serie antigua de SR con

poblaciones de la Peninsula Ibérica, Asia y Norte del continente africano.

- HAPLOGRUPOS J Y T:

La red filogenética que relne a los haplogrupos J y T (Fig. 49), exhibe el nodo
66-SR03J, que representa a la secuencia CRS. La mayoria de los haplotipos
pertenecen al haplogrupo J, sin embargo, se encuentran también 4 haplotipos
de la poblacion africana de Tunez con este mismo motivo CRS pero definidos
como T. Esto se debe a la limitacién del fragmento utilizado para este estudio
enfre las posiciones 16209-16365, que deja fuera las mutaciones basales del
haplogrupo T, agrupdndose como CRS y coincidiendo con el haplotipo 66-
SR0O3J, enconfrado en SR. En este nodo 66-SR0O3J, que relne series antiguas y
poblaciones contempordneas representativas de cada continente, se observa
que una de las series mallorquinas analizadas en este estudio (SR), comparte 3

secuencias caracterizadas como J.

Al incorporarse la mutacién 16278T al nodo 66-SR03J, da lugar al haplotipo 14-
SR10J (16278T), que comparte la serie de SR con series antiguas asi como con
poblaciones contempordneas del Norte de Africa, poblaciones del resto de
Europa y del Archipiélago Balear (en este Ultimo caso, con 2 individuos de la

poblacién de Ibiza).

Si se analizan los haplotipos Unicos generados en esta red, se puede observar

que el haplotipo Unico SR11J de la serie de SR, se encuentra separado del
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nodo de mayor frecuencia (66-SR03J) Unicamente por la mutacion 16242T, lo
que significa un camino evolutivo corto. A pesar de no ser frecuente esta
mutacion, se ha encontrado en poblaciones de Roma y de Rusia (Richard et

al., 2000), que no estdn representadas en este trabagjo.

Asimismo, del nodo 2VL30T que representa el motivo 16292T-16294T tipico del
haplogrupo T y que agrupa las poblaciones de Chuetas, Cerdena actual,
Francia, Israel-Palestina y Valencia, se deriva el haplotipo Unico SR15T, de la
poblacion de SR, que conlleva la mutacidon 163447 y que por lo tanto se
encuentra a dos mutaciones del nodo de mayor frecuencia (66-SR03J) que

representa al motivo CRS.

- HAPLOGRUPOS L3:

La red para este conjunto de haplogrupos de ascendencia africana esta
representada en la figura 50, donde se observa la presencia de un nodo
centfral (23-CR31L3), definido por la mutacién 16223T. Este haplotipo es
compartido por la serie mallorquina de CR con individuos de poblaciones
contempordneas de la Peninsula Ibérica (Sur de Portugal, Cataluna y
Pedroches), Isla de Cerdefia, Norte de Africa (TUnez, Marruecos y Egipto) y Asia

(Turquia, Siria y Palestina).
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4.4.3.2.2 REDES FILOGENETICAS CON BINARY DATA Y FRAGMENTO DE
126PB (16243-16365) .

- HAPLOGRUPO H:

La red del haplogrupo H (Fig. 51), presenta un nodo principal 371-IP38H, basal,
de gran tamano, con el motivo CRS, donde estdn incorporadas 371
secuencias de casi todas las poblaciones de comparacion, incluyendo las tres
poblaciones analizadas en este estudio. De este nodo, se desprenden
numerosas conexiones: El nodo 7-SRO5H, representando al haplotipo 16278T, es
compartido por la poblacién de SR con poblaciones contempordneas de las
Islas Baleares, del Pais Vasco y Norte de Africa. Asi mismo de este nodo central
basal se desprenden dos haplotipos (4-CR25H con la mutaciéon 16274A y el 4-
CR26H con la mutacion 16290T) compartidos por la poblacion de CR con
poblaciones, en su mayoria, pertenecientes a la Peninsula lbérica y resto de
Europa. No obstante, el haplotipo 4-CR25H representa también algunas

secuencias asidticas.

El haplotipo 13-CR28H representado por la mutacidon 16291T es compartido por
la serie antigua de CR con poblaciones contempordneas de la Peninsula

Ibérica, Pais Vasco, Norte de Africa, Asia y resto de Europa.

Con respecto a los haplotipos Unicos relacionados con las fres series

mallorquinas SRO4H, CR27H vy IP40H, podemos decir que siendo 1os mismos que

se generaron al analizar el fragmento de 156 pb, el origen ancestral de alguno
de ellos se modifica debido a la reduccién del tamano del fragmento (126

pb), que excluye mutaciones tales como 16223T.

En el caso del haplotipo SRO4H de la serie antigua de SR, con el motivo 162917
y 16293G, se observan dos posibles origenes ancestrales: la via que parte del
nodo 13-CR28H (al que se le anexa la mutacion 16293G) y la que parte del
nodo PET10H (al que se le anade la mutacion 16291T), quedando en ambos
casos, a dos mutaciones del nodo de mayor frecuencia (371-IP38H). De igual
manera, como se analizé en la figura 44a, se debe hacer la misma

observacidon en cuanto a los cambios nucleotidicos que rodean a este
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haplotipo Unico. Autores como Gilbert y colaboradores (2005), consideran que
las mutaciones 162917 y 16293G representan cambios nucleotidicos con una
frecuencia de dano post mortem relativamente baja, lo que induce a pensar

que ambas vias evolutivas son posibles.

Ahora, en el caso del haplotipo Unico IP40H de la serie IP, éste se origina del
nodo PE15H, al anadirse la mutacidon 16262T y donde una sola mutaciéon lo
aleja del ancestro mds cercano (PE15H), quien reune secuencias de
poblaciones de la Peninsula Ibérica, resto de Europa y de las Islas Baleares
(Menorca), abriendo la posibilidad de que este haplotipo haya surgido, por
ejemplo, en Menorca y no haya llegado por migracién, o que se encuentre en

otras poblaciones europeas y no haya sido muestreado.

De un haplotipo perteneciente a la serie antigua Pre-Romdnica lbérica
(PRMO2H) que representa al motivo 16311C, el cual se origina directamente del
nodo basal de 371-IP38H (motivo CRS), parten dos reticulaciones que dan
origen al haplotipo Unico CR27H de la serie de CR (con el motivo 16266T,
162947, 16311C). De igual manera como fue analizado este haplotipo Unico
con el fragmento de 156 pb, se crea la disyuntiva a la hora de determinar su
origen ancestral, dado que las mutaciones 16266T, 162947, 16311C son
consistentes con una tasa de dano molecular post mortem relativamente baja,
segun Gilbert y colaboradores (2005) y con una alta tasa mutacional in vivo

para Excoffiery Yang (1999).

- HAPLOGRUPO U:

En relacion al haplogrupo U (Fig. 52), se presenta un nodo o circulo principal,
basal, compuesto por 30 secuencias provenientes de distintas poblaciones (30-
IP41U), de cada continente tomados para la comparacion, resaltando el
elevado nUmero de secuencias de los paises asidticos. De las tres poblaciones

en estudio, SR no comparte este haplotipo.

Del nodo de mayor frecuencia que representa al motivo CRS, se desprende el

nodo 2PE82U con la mutacion 162781, del cual se ramifica un haplotipo Unico
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con el motivo 16260T-16278T de la poblacion de CR. Al incluirse al nodo central
la mutacién 16325C, se forma el nodo |P42U de la serie de IP que representa al
haplofipo 16270T-16325C.

Otro de los haplotipos Unicos generados en esta red perteneciente a U, de la
serie de IP, surge de un nodo que representa una secuencia ancestral
hipotética formada por la mutacion 16356C (nodo IP42U) y 16355T (nodo
PRM15U). Al analizar estas posiciones para poder definir el origen ancestral del
nodo |IP43U, parece mds verosimil la via del nodo 1P42U, dado que el cambio
nucleotidico 163557 y es consistente con una alta tasa de mutacién in vivo
(Excoffier y Yang, 1999) y con mayor dano molecular post mortem (Gilbert et

al., 2005), lo que sugiere posibles danos moleculares.

- SUBHAPLOGRUPO U5 Y US5A1A:

En la red del conjunto U5 y UbSala (Fig. 53), hay dos nodos principales
separados por la mutacion 16256T, donde el primero (24-IP46U5) representa al
subhaplogrupo U5 con el motivo 16270T y el segundo al subhaplogrupo Usala
(14-35U5al1a) que comparte la serie de CR con poblaciones representantes de
Europa y Asia. De igual manera, del nodo central se desprende una conexion
con el nodo 2-IP45U5 con el motivo 16270T y 16304C, que comparte la

poblacidn de IP con Peninsula lbérica, Islas Baleares y resto de Europa.

En relacion a los haplotipos Unicos, de esta red se generan 3: SR16U5, IP44U5 e

IP47U5. Si se analiza el origen ancestral de dichos haplotipos, se observa que
los de la serie de IP, se derivan directamente del nodo 24-IP46U5 mientras que
el haplotipo de la serie de SR (SR16US5), se origina de un nodo que representa
una secuencia de la poblaciéon contempordnea de Suiza con el motivo
16270T-16290T al cual se le anaden las mutaciones 162927 y 1629471, quedando
SR16US separado del nodo de mayor frecuencia (24-IP46U5) por medio de 3

mutaciones.
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4.4.3.2.3 REDES FILOGENETICAS A PARTIR DE SECUENCIAS OBTENIDAS
ENTRE SERIES ANTIGUAS.

La red media obtenida a partir del conjunto de haplogrupos encontrados
entre las series anfiguas (Fig. 54), muestra un nodo principal 74-IP46U, donde
estdn incorporadas 74 secuencias de casi todas las series de comparacién con
el motivo basal CRS, incluyendo las tres poblaciones analizadas en este

estudio. De este nodo, se desprenden numerosas conexiones:

El nodo 8-IP46U5, representando al haplotipo 16270T, es compartido por la
poblacion de IP con las series de Son Real, Aldaieta y Pre romdnico lbérico. Por
ofra parte, con la incorporacion de las mutaciones 16224C y 16311C, se origina
otro nodo, 11-SR12K, el cual comparte SR con la mayoria de las series de
comparaciéon, excepto IP y Cerdena antigua. El nodo 3-SR20W que representa
al haplotipo 16223T-16298C, lo comparten las series de SR y CR. Asi mismo, el
haplotipo 16223T representado a través del nodo 6-CR31L3 lo comparten las
series de CR con Préximo Oriente antiguo (Ferndndez D., 2005) y la serie de
Cerdena antigua (Caramelli et al., 2007). El nodo 5-SR10J representando el
cambio nucleotidico 16278T, lo comparte SR con Cerdena vy la serie anfigua

vasca Aldaieta.

Se observan ademds, algunos haplotipos Unicos encontrados en las redes
medias obtenidas entre las series antiguas y las poblaciones contempordneas.
Sin embargo llama la atencién que entre este grupo de haplotipos Unicos se
encuentra el IP45U5, que representa el motivo 16270T-16304C, debido a que al
realizar la red media del haplogrupo U5 a partir de un fragmento de 126 pb de
la HVS-l, aparece compartiéndolo la serie talaydtica de IP con poblaciones
actuales de las Islas Baleares (Mallorca), Peninsula lbérica y del resto de

Europa. Esto refleja una posible continuidad genética a través del tiempo.
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4.4.4 HAPLOTIPOS UNICOS Y COMPARTIDOS.

Las 48 secuencias antiguas obtenidas fueron comparadas con las secuencias
de las poblaciones de referencia (Tabla V - Muestras y Metodologia),
observandose que las poblaciones de SR y CR compartieron 8 y 10 haplotipos
respectivamente. El resultado de los haplotipos compartidos por Ias
poblaciones antiguas de SR y CR con el resto de poblaciones de comparacion

utilizando el fragmento de 156 pb son:

> HAPLOGRUPO H.
- Dentro de este haplogrupo, se encontraron 8 haplotipos de los cuales
6 son compartidos y 2 son Unicos. La secuencia de referencia o CRS se
encontrd en 4 individuos (2 en CR, 2 en SR) como posible haplotipo
fundador, encontrdndose representacion en la mayoria de poblaciones
antiguas y contempordneas del arco mediterrdneo empleadas para la
comparacion, no pudiéndose establecer un nexo determinado con una

region especifica.

- Los 5 haplotipos de H restantes (16221T; 16274A; 16278T; 16290T; 162917)
se encuentran distribuidos entre SR y CR vy las poblaciones
contempordneas de las Islas Baleares (Picornell et al., 2005), Peninsula
lbérica (Corte-Real et al, 1996; Montiel, 2001; Picornell et al., 2005,
Ferndndez Rosas, 2005), Cerdena actual (Richards et al., 2000) e Irak (Al-
Zahery et al.,, 2003), observandose ademds que SR comparte una
secuencia con un individuo de la serie antigua de la isla de Cerdena

(Caramelli et al., 2005) con el motivo 16278T.

- Ademds de estos haplotipos compartidos, existen tres Unicos: uno en la
poblacion de SR que presenta las mutaciones 16291T-16293G, otro en
CR con el motivo 16266T, 16294T y 16311C y un tercer haplotipo en IP
con los cambios nucleotidicos 16223T, 16262C vy 16293G.
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» HAPLOGRUPOS U, U5, U5AlA Y K.

- En relacién al haplogrupo U, se han encontrado dos individuos con el
motivo CRS en la poblacién de CR, compartido con las poblaciones
contempordneas de la Peninsula Ibérica (Pereira et al.,, 2000; Ferndndez
Rosas, 2005); Cercano Oriente (Richards et al., 2000; Mergen et al., 2004);
Suiza (Pult et al., 1994) y Tunez (Fadhlaoui et al., 2004). Asi mismo, se han

encontrado tres haplotipos Unicos:

o 2 en IP: IP42U (16325C) e IP43U (16325C, 16355T, 16356C)
o 1 en CR: CR34U (16260T-16278T)

- El motivo 16270T perteneciente al subhaplogrupo U5 es compartido por 3
individuos de SR, estando relacionado con secuencias de las poblaciones
de las Islas Baleares (Picornell et al., 2005), antiguas y actuales del Pais
Vasco (Alzuade et al., 2006; Corte-Real et al., 1996;), Sur de Portugal (Pereira
et al., 2000), Cerdena contempordnea (Richards et al., 2000), Suiza (Pult et
al., 1994) y Marruecos (Brakez et al., 2001); mientras que el haplotipo 16270T-
16290T-16292T-16294T representa una secuencia Unica encontrada en esta

misma serie antigua (SR).

- Para el subhaplogrupo U5ala, sélo se ha encontrado el haplotipo 16256T -
16270T en la serie de CR, el cual también se halla representado en una de
las series antiguas (Pre  Romdnico Ibérico) y en poblaciones
contempordneas de la Peninsula Ibérica, tales como Pedroches (Ferndndez
Rosas, 2005) y Sur de Portugal (Pereira et al.,, 2000), asi como en fres
poblaciones del continente asidtico (Israel [Richards et al., 2000], Turquia
[Mergen et al., 2004] y Georgia [Comas et al., 2000]).

- Por su parte el subhaplogrupo K, muestra 3 secuencias con los motivos
fundadores 16224C y 16311C que comparten las series de SR y CR con al
menos tres poblaciones de cada continente aqui representados. Cabe
senalar que dentro de este haplogrupo, existe un haplotipo de la poblacién

de SR, cuyos cambios nucleotidicos (16311C-16327T), no incluyen la
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mutacion 16224C considerada un motivo fundador, probablemente
debido a una retromutacién, ya que han sido identificados casos similares

en ofras poblaciones europeas (Santos et al., 2004).

» HAPLOGRUPO PHV Y V.

- El haplogrupo V, se encuentra en una frecuencia muy baja entre las series
antiguas analizadas en este estudio, detectando Unicamente el haplotipo
16261T-16298C. Sin embargo, este haplotipo lo comparte la serie de CR con

la poblacién de Tunez (Fadhlaoui et al., 2004).

- Con respecto al haplogrupo PHV, representado por el motivo CRS, éste
solo se encontrd en la serie de SR. Esta serie talaydtica, mediante este
haplogrupo, se relaciona sélo con la poblacidon de Pedroche, mientras que
con Tunez (Fadhlaoui et al., 2004), Cerdena actual (Richards et al., 2000) y
Turquia (Mergen et al., 2004) lo hace a través del haplogrupo HV. Esto
Ultimo quizds sea debido al tamano del fragmento empleado en este
estudio situado entfre las posiciones 16209-16365, que hace que las
mutaciones que caracterizan a determinados haplogrupos, en este caso al

HV, queden fuera de dicho fragmento y se agrupen como secuencias CRS.

» HAPLOGRUPOS J Y T.
- Con respecto al halogrupo J, SR presenta 5 individuos con haplotipos

pertenecientes a este linaje, de los cuales 3 presentan el motivo CRS.

- El ofro haplotipo que comparte la serie antigua de SR, estd representado
por la mutacién 16278T, también se encuentra en la serie antigua del Pais
Vasco de Aldaieta (Alzualde et al., 2006), y en poblaciones
contempordneas de la Peninsula lbérica (Cataluna [Montiel, 2001] y
Pedroches [Ferndndez Rosas, 2005]), Valencia (Picornell et al., 2005) y Pais
Vasco (Corte-Real et al., 1996); asi como en Ibiza (Picornell et al., 2005),
Marruecos (Brakez et al., 2001) y la Isla de Cerdena (Richards et al., 2000). El
haplotfipo Unico representado por la mutacion 162427 pertenece a SR y

estd representado por la mutaciéon 16242T.
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o Por su parte el haplogrupo T sélo presenta un haplotipo Unico en la
poblacioén de SR con dos mutaciones tipicas de este cluster, la 16292T y la
16294T, a las cuales se les suma el cambio nucleotidico 16344T, que lo hace

diferir del resto de poblaciones de comparacion aqui representadas.

> HAPLOGRUPOS I, W Y X.

- Entre las muestras analizadas, sélo se encontrd representacion del
haplogrupo | en la serie de CR, con el haplotipo 16223T. Dado que esta
mutacién presenta una alta tasa de mutacidon, de no contar con la
caracterizacién por RFLP, la determinacién del haplogrupo no hubira sido
posible. Este haplofipo aparece compartido con poblaciones de la
Peninsula Ibérica (Cataluna [Montiel, 2001] y Pedroches [Ferndndez Rosas,
2005]) y del Noreste del continente africano, como Egipto (Stevanovitch et
al., 2003).

- Con respecto al haplogrupo W, se encontraron 3 haplotipos con el motivo
ancestral 16223T y 16292T y que comparten las series antiguas de SR y CR
con dos poblaciones distintas del oeste asidtico como Turquia (Mergen et
al., 2004] y Georgia (Comas ef al, 2000)) y con dos poblaciones
contempordneas de Europa (Cerdena actual y Francia [Richards et al.,
2000]).

- Por Ultimo, en relacion al haplogrupo X, se encontré una secuencia en la
serie de SR con el haplotipo 16223T-16278T, compartida con la poblaciéon
de Cataluna (Montiel, 2001), la region de la Toscana (Torroni et al., 1996),
Israel (Richards et al., 2000) y Georgia (Comas et al., 2000).

No obstante, al hacer la comparacién con el fragmento de 126 pb, que se

utilizdé Unicamente para la serie Talayodtica de IP, se puede observar que dicha

serie presenta 3 haplotipos Unicos (IP40H; IP42U; IP43U) y 4 haplotipos
compartidos (IP38H; IP41U; IP45U5; IP46US), referido en la tabla XXII-Resultados:
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» HAPLOGRUPO H.

- Conrespecto al haplogrupo H, en la serie IP se observan 2 secuencias con
el motivo fundador CRS, el cual comparte con la mayor parte de las
poblaciones de comparacién. Cabe destacar que uno de ellos, presenta
la mutacion 16378T, pero como este fragmento sélo se analizd entre las
posiciones 16243-16365, este cambio nucleotidico no se incluye, quedando

como CRS.

- Una situacion similar se presenta con ofro de los haplotipos de H que
presenta los cambios nucleotidicos 16223T-16262T-16293G, no siendo
incluido el primero de ellos al restringir el fragmento a las posiciones 16243-

16365, y resultando como haplotipo Unico.

» HAPLOGRUPO U.

- El haplogrupo U, igual que el anterior, presenta 3 haplotipos, dos de los
cuales presentan secuencias Unicas con las mutaciones 16325C vy el otro
con los cambios nucleotidicos 16325C, 16355T y 16356T.

- Un tercer haplotipo lo representa el motivo CRS, compartido por IP y CR
con ofras poblaciones actuales de la Peninsula lbérica (Pedroche
[Ferndndez Rosas, 2005]) y Sur de Portugal (Pereira et al., 2000), la regién
ltaliaona de Toscana (Torroni et al., 1996), Suiza (Pult et al, 1994), TUnez
(Fadhlaoui et al., 2004) y con un nUmero importante de individuos de

Turquia (Mergen et al., 2004).
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» HAPLOGRUPO US.

- Dentro de este subhaplogrupo, se encuentran 5 haplotipos. Uno de ellos
representa el motivo basal 162707, el cual comparte la poblacién de IP con
una gran parte de poblaciones aledanas a la Bahia de Alcudia. Este
haplotipo, incluye las mutaciones 16270T y 163781, pero por estar este
fragmento ubicado entre las posiciones 16243 y 16365, esta Ultima

mutacién queda excluida.

- Por ofra parte, el haplotipo 16270T-16304C, IP lo comparte con dos
individuos de Cataluna (Montiel, 2001) y Valencia (Picornell et al., 2005),
con 3 individuos de las Islas Baleares (Picornell et al., 2005) y con 3 de la

poblacién actual de la de la Isla de Cerdefna (Richards et al., 2000).

4.4.5 ANALISIS DE LA HVS-I DE LAS SERIES ANTIGUAS Y
POBLACIONES CONTEMPORANEAS DEL ARCHIPIELAGO BALEAR.

Con el fin de conocer las posibles vinculaciones que existen a nivel genético
enfre las poblaciones antiguas analizadas en este estudio (SR, IP y CR) vy
contempordneas del archipiélago Balear Mallorca (MJ), Menorca (MN),
Chuetas (CH) e Ibiza (IBZ), se ha realizado un andlisis de las secuencias entre
estas poblaciones para de esta forma determinar si existe o no una

continuidad genética.

En las tablas XXVII, XXIX y XXX se observa que dentro de los fragmentos
analizados se encuentran haplotipos que comparten las series anfiguas
analizadas con las actuales del archipiélago. Sin embargo, existen mutaciones
entre las poblaciones de comparacién que se encuentran fuera del fragmento
analizado en nuestras series y que por lo fanto no pudieron ser fomadas en

cuenta.
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SON REAL:

Entre esta serie antigua vy las poblaciones de las Islas Baleares contempordneas
se comparten 5 haplotipos que exhiben mutaciones diagndsticas para los
haplogrupos H, J, K y U5. Cabe destacar que el nodo SRO6H que exhibe la
mutacidon 162217, se observa en SR y en un individuo de la poblaciéon

contempordnea de Menorca (tabla XXVIII).

Haplotipo Hg n MJ CH MN IBZ

CRS

H 25 9 7 2 7
CRS

J 5 2 - 3 -
162217

H ] = = 1 =
162781

H 4 - - 4 -
162781

J 2 - - - 2
16224C-16311C

K 10 1 3 3 3
162707

us 2 - - 2 1

Tabla XXVIIl. Haplotipos compartidos entre la serie talaydtica de Son Reall
y las poblaciones contempordneas del archipiélago Balear: Mallorca (MJ), Chuetas (CH), Menorca (MN) e
Ibiza (IBZ) (Picornell et al., 2005).

S’ ILLOT DES PORROS:

Entre los haplotipos que comparte la serie Talaydtica de IP, destaca el IP45U5
el cual se encuentra en individuos de las poblaciones de Mallorca e Ibiza
(tabla XXIX).

Haplotipo Hg n MJ CH MN IBZ
CRS
H 27 9 8 3 7
1627017
us 6 ] 2 2 ]

16270T-16304C

Tabla XXIX. Haplotfipos compartidos entre la serie talayética de S'lllot des Porros
y las poblaciones contempordneas del archipiélago Balear: Mallorca (MJ), Chuetas (CH), Menorca (MN) e
Ibiza (IBZ) (Picornell et al., 2005).
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CAN REINERS:

Con respecto a los haplotipos compartidos entre la serie CR vy las poblaciones
contempordneas de Baleares, destaca el haplotipo CR35U5a1a que muestra
las mutaciones 16256T-162701 para definir el subhaplogrupo USala, frecuente

entfre poblaciones europeas (tabla XXX).

Haplotipo Hg n MJ CH MN IBZ
CRS
H 25 9 7 2 7
16256T-16270T
USala 1 = - = 1
16224C-16311C
K 10 1 3 8 3

Tabla XXX. Haplotipos compartidos entre la Serie talaydtica de Can Reiners
y las poblaciones contempordneas del archipiélago Balear: Mallorca (MJ), Chuetas (CH), Menorca (MN) e

Ibiza (IBZ) (Picornell et al., 2005).
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5.- DISCUSION.

5.1 METODOLOGIA.

La posibilidad de recuperar la informacién genética a partir de restos antiguos,
estd condicionada por diversos factores relacionados con el estado de
conservacion de los restos esqueléticos. Los resultados de las investigaciones
con aDNA, han demostrado que el éxito en la obtencion del DNA amplificable
proveniente de restos antfiguos, depende en gran parte de las condiciones y

calidad de las muestras analizadas.

No cabe duda que la interaccion de factores ambientales (humedad, pH,
presion y temperatura, entre otros) con los factores enddgenos, trae consigo
la degradacién postmortem de los organismos (procesos autoliticos y
liberacidn de enzimas lisosdmicas, responsables de la biodegradacion
molecular) lo que en parte, afecta alos yacimientos antiguos, contribuyendo
al deterioro de la estructura bioldgica (P&dbo et al., 1989), aumentando la
velocidad de degradacion del DNA y por ende, condicionando su
preservacion (Bar et al., 1988; Schwartz et al., 1991; Baker et al., 2001; Montiel,

2001; Tuross et al., 2003; Iwamura et al., 2004; entre otros).

La humedad como elemento nocivo para el DNA, suele alterar sus condiciones
bioldgicas, conllevando a la fragmentacion de las cadenas y, de acuerdo
con Lindahl (1993a), son los procesos hidroliticos y oxidativos los que
complementan la degradacion del material genético, debido a que se
acelera el proceso de depurinizacion del DNA (Lindahl y Nyberg, 1972; HOss et
al., 1996), por lo cual en aquellos yacimientos arqueoldgicos cuyos ambientes

sean secos y frios, serd mds ventajosa la conservacion del material genético.

En este trabajo, se analizd el DNA de tres necrdpolis localizadas en la Bahia de
Alcudia, Mallorca, dos de las cuales, pertenecientes al periodo cultural
Talaydtico (SR e IP), estuvieron expuestas a condiciones ambientales negativas
para su conservacion, ya que una de ellas (SR) se situaba en la regidon costera

y la ofra (IP) en un islote. No obstante, se ha logrado recuperar material
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genético de las muestras analizadas, lo que ha permitido caracterizar algunos
individuos, hecho que ya se reflejaba en los estudios moleculares preliminares
realizados por Montiel y colaboradores (2001), Diaz y col. (2002) y Montiel y

Malgosa (2003), asi como en la presente investigacion.

De las tres series, los restos de SR y CR presentaron mejores condiciones de
conservacion, lo que permitid la obtencion de un mayor nUmero de
secuencias; situacion contraria a la presentada por las muestras de IP que
mostraron una menor eficiencia en la recuperacidén de secuencias,
probablemente debido a las condiciones ambientales, fortaleciendo la
posicion de Ferndndez Dominguez (2005) al afirmar que el éxito en la
recuperacion de material genético no depende tanto de la antigiedad de las
muestras sino mds bien de las condiciones ambientales y de conservacion de

los yacimientos.

El frabajo experimental de la presente tesis, se basé en la metodologia bdsica
empleada en el laboratorio de aDNA de la UAB (Montiel, 2001), la cual ha sido
sometida de manera paulafina, a ciertas modificaciones, con especial
atencién a la degradacion y fragmentacion del aDNA, asi como a la
prevencion de la contaminacion con DNA moderno. La mejora metodoldgica
va dirigida especialmente a aumentar la eficiencia en la extraccion y
amplificacién, siguiendo el criterio sustentado por algunos investigadores que
afirman la necesidad de adaptar cada protocolo a las caracteristicas
particulares de cada laboratorio (Montiel, 2001) y de los distintos yacimientos

analizados (Cipollaro et al., 2005).

Las precauciones y requisitos del diseno experimental se inician, en nuestro
caso, con la llegada de las muestras al laboratorio de aDNA, ya que las
colecciones analizadas provienen de excavaciones antiguas en las que no se
preveia el andlisis molecular, por lo que se ha dado un énfasis especial a la

seleccidn de piezas dentales y a los procesos de descontaminacion superficial.
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Con la finalidad de minimizar la posible contaminaciéon con DNA exdgeno
procedente de fuentes naturales, asi como de productos de amplificaciones
previas (amplicones), la fase experimental se realizd en un laboratorio exclusivo
para aDNA (Handt et al., 1994), acondicionado para la ejecucion de los
procesos Pre-PCR (extraccion y preparacion de reacciones de PCR), siguiendo
las directrices de esterilizacion (Montiel, 2001; Kemp et al., 2005; entre ofros) y
los criterios de autenticidad (Padbo et al., 2004; Montiel et al., 2007) descritos

en el apartado de Muestras y Metodologia.

En relacion al tipo de muestra, la misma estuvo conformada por dientes, por
ser entidades anatémicas con tejidos altfamente mineralizados que de por si se
convierten en una barrera externa y natural contra la accidén adversa de
factores ambientales (Grimoud et al., 2004), logrdndose recuperar un DNA de
mejor calidad que el que proviene de otros tejidos (Richards et al., 1995; Durdn
et al, 1998; Gilbert et al, 2003). En este sentido, los dientes fueron
seleccionados de acuerdo a lo resenado por Montiel (2001) y Solérzano (2006),
quienes han tomado como pardmetro fundamental la integridad morfoldgica
de la pieza dentaria, de tal forma que permitiera el abordaje endocanalicular
como técnica para la obtencién del polvo dentario, a partir del cual se extrae

el material genético.

En el presente estudio se incorpord un instrumental rotatorio diamantado de
uso odontoldgico, el cual es de suma importancia, ya que su efectividad en el
corte y pulverizacion, evita el sobrecalentamiento producido por material no
diamantado menos eficiente y que obliga a operar a mayores velocidades,
aumentando la friccién y por consiguiente, un aumento de la temperaturg,
que supone un deterioro adicional al ya fragmentado DNA que pueda estar

presente.

La aplicacion de estas medidas técnicas, permitid obtener un polvo dentario

muy fino que pudo facilitar la desmineralizacion del tejido con el EDTA
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incorporado al tampdn de extraccion, promoviendo a su vez una mejor

liberacién del DNA incluido en los cristales de hidroxiapatita.

Dos de las hipdtesis que intentan explicar la supervivencia del DNA post-
mortem en tejidos duros (hueso y diente), se basa en la presencia de la matriz
orgdnica mineralizada que recubre a las células metabdlicamente activas de
estos tejidos, tal es el caso de los osteocitos en el hueso y de las
prolongaciones de los odontoblastos en la dentina, siendo Ias mitocondrias
una de las estructuras intracelulares mds abundantes. Es posible que estos
elementos celulares puedan sufrir un proceso de “momificacién” al estar
rodeados de la matriz mineralizada y quedar excluidos fisicamente de
microbios y contaminantes externos (Hummel y Herrmann, 1994); o bien, que el
DNA, por su afinidad a la hidroxiapatita (compuesto cristalino de fosfato de
calcio), pueda unirse a este compuesto y por lo tanto quedar protegido, en
gran medida, de la accidn de las enzimas autoliticas (Lindahl, 1993a; Nielsen et
al., 1994).

En la literatura actual, son muy pocos los investigadores que describen el tipo
de revestimiento de las fresas o brocas que se emplean en la obtencién del
polvo dentario, representando para nuestro laboratorio un punto importante
dadas las condiciones de las muestras que se analizan. Sin embargo, se han
publicado técnicas para la obtencion del polvo dentario de forma general,
tales como el seccionamiento vertical de la pieza dentaria atendiendo a la
morfologia y posterior fractura del diente (Calvo et al., 2002; Grimoud et al.,
2004) o la utilizada por Lalueza-Fox (1995); Di Benedetto et al. (2000) y Baker et
al. (2001), basada en la trituracién total del diente. En nuestra opinidn, esta
Ultima técnica no es recomendable ya que puede traer como consecuencia
el arrastre de un mayor niUmero de elementos que pueden inhibir la PCR y de
moléculas de DNA contaminantes que hayan podido penetrar las capas

superficiales del esmalte.
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No siempre la condicion macroscopica del diente se corresponde con la
infegridad que pueden presentar internamente los tejidos que lo conforman.
En este estudio, la mayoria de los dientes de los individuos de la serie de IP,
presentaron alteraciones tales como desmineralizacion y obturaciéon de la
cdmara pulpar, lo que en algunos casos condujo al descarte de al menos 4 de
ellas, ya que al ser manipuladas con el férceps se fragmentaron. Por ofra
parte, 17 individuos mostraron obliteracion de la cdmara pulpar, requiriendo
de la técnica de apiceptomia, descrita en detalle en el apartado 3.2.2.2 de
Muestras y Metodologia. La incorporacion de la apiceptomia como técnica
de abordaje dental al protocolo de nuestro laboratorio, representd un avance
que aportd resultados positivos a este trabajo en consonancia con Cobb
(2002), quien la llamoé Reverse-Root-Canal technique. Por una parte, esta
técnica permitid, obtener el polvo dentario necesario para los andlisis
moleculares en piezas dentarias que presentaban este tipo de alteraciones y

por ofra parte, la posibilidad de conservar las piezas dentarias provenientes de

restos antiguos por el innegable valor que representan.

El cierre de la cavidad pulpar que impide el acceso a los conductos
radiculares, suele producirse por diversos factores tales como:

a) Traumas oclusales, debido al consumo de alimentos muy duros que
convierten las fuerzas masticatorias en irritantes, provocando la retraccidn de
la pulpa cameral, (Andreansen, 1987, b) Cambios fisiolégicos inducidos por la
edad (Cohen ef al., 1998; Solheim, 1992; Ranly et al., 1997; Otero, 2007; entre
otros) que conllevan la disminucién gradual de dicha cavidad por la continua
aposicion de dentina secundaria, c) Dentinogénesis imperfecta, en la que el
diente se presenta opalescente, y la dentina formada iregularmente e
hipomineralizada que puede llegar a provocar cdmaras pulpares obliteradas y
mayor tendencia a fracturas del esmalte, tal como lo sustentan Pardo et al.
(2006) y Kim et al. (2007) y d) las condiciones ambientales de los yacimientos,

que pueden provocar el cierre post mortem de la cavidad.

Sin embargo, la reconstruccion del estilo de vida de esta poblacion respecto a

la dieta, patologia relacionada con la edad o patologia oral, (Subird vy
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Malgosa, 1992a y b; Carrasco y Malgosa, 1990; Malgosa y Campillo, 1991) no
indica ninguna de las tres primeras causas, con lo que las condiciones
ambientales que rodearon los enferramientos se postulan como los
responsables principales de su aparicion. Las alteraciones dentarias antes
descritas (desmineralizacion y obturacidon de la cdmara pulpar), no fueron
observadas en las muestras de los individuos de Son Real y de Can Reiners,
pudiendo indicar que los individuos de estas dos series se preservaron en

mejores condiciones que los de IP.

En concordancia con la mayoria de los estudios de aDNA, en este estudio se
selecciond el mMtDNA como marcador genético para la caracterizacion de los
individuos de las series mallorquinas, por considerarse una herramienta
genética fiable e idénea para el estudio evolutivo (Krings et al., 1997; Richard
et al., 1995; Montiel, 2001; Maca-Meyer, 2002; Ferndndez Dominguez, 2005;
Kivisild et al., 2006; Solérzano, 2006). Por otra parte, la determinacion de los
linajes mitocondriales también representa una herramienta Unica para evaluar

la autenticidad del aDNA, como lo vemos en el apartado 5.3, abajo.

5.2 EFICIENCIA EN LA RECUPERACION DE
MATERIAL GENETICO.

No siempre los restos esqueléticos pertenecientes a un mismo yacimiento
presentan iguales condiciones de conservacion y de preservacion, debido tal
vez a la existencia de factores inherentes a cada enterramiento que modifican
estas condiciones. Se puede hipotetizar también que la edad de los individuos,
las condiciones ante y postmortem, ademds del sitio preciso de enterramiento,
pudieran ser responsables de una preservacion diferencial. En este estudio, de
los 134 individuos analizados, en 38 no se logré obtener DNA amplificable
(Tabla XXXI).

Los resultados de este estudio, muestran un porcentaje de eficiencia mayor en

los andlisis de polimorfismos de restriccion que en los andlisis de secuencias de

la region HVS-I: de 134 muestras procesadas, 96 fueron caracterizadas por
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medio de andlisis de RFLPs (71,94%), mientras que sélo se logré obtener

secuencias de 48 individuos (35,82%), situaciéon que guarda similitud con los

trabajos de Montiel (2001) y Maca-Meyer (2002).

El porcentaje de eficiencia obtenido en la recuperacion de DNA en las tres
necropolis (SR: 37 (68,51%); IP: 31 (77,50 %) CR: 28 (70%)) ha sido elevado,

siendo estos resultados parecidos a los que han obtenido ofros autores

(Montiel, 2001; Maca-Meyer et al., 2003; Solérzano; 2006). En todo caso, la

efectividad obtenida en la presente investigacion es satisfactoria tomando en

consideracion la antigledad de las muestras procesadas, las condiciones

adversas de preservacion y el grado de deterioro de las mismas.

SERIES ANTIGUAS MALLORQUINAS
SR IP CR
N=54 N=40 N=40

SR Sep 75 IP A 1961, CR49.1,
SR47-15 IP b-1 CR 33.1,
SR47-1 1961, CRA43.3,
SR50-1 IP BC-49, CR24.2,
SR50-70 IP C248B, CR46.1,
SR4412 IP C-31, CR126.1,
SR50-30 IP N-7, CR93.2,
SR2 IP N-13, CR149/30,
SR50-29 IP 4, CR30.1,
SR3 IP B-22 CR123,
SR36-1 CR Zanja Il T1/
SR46-1 esq 3,
SR22-7 CR93.2
SR65-8,
SR13-1,
SR50-39
SR2-67(4)

Tabla XXXI. Individuos analizados en los que no se logré obtener DNA amplificable
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5.3 CRITERIOS DE AUTENTICIDAD.

La mayoria de los métodos aplicados en la fase experimental de este estudio
para evitar y detectar la contaminacién, son compartidos por una
colectividad importante de investigadores y publicados en diversos articulos
(Handt et al., 1994; Kalmdr et al., 2000; Montiel et al., 2001; Haynes et al., 2002;
Ferndndez Dominguez, 2005; Solérzano, 2006; Montiel et al., 2007; entre otros),
pasando a formar parte de los llamados criterios de autenticidad. Con estos
criterios se pretende demostrar la veracidad de los resultados, sin estar bajo la
sombra del principal problema que se presenta en los andlisis de aDNA, como

lo es, la contaminacién (Padbo et al., 2004; Montiel et al., 2007).

Ademds de contar con un laboratorio exclusivo para los andlisis de Pre-PCR de
aDNA, entre los criterios de autenticidad utilizados en esta investigacién, estd
la incorporacion de confroles o blancos de extracciéon (KE) y de amplificacion
(K-) en cada proceso de PCR, estrategia compartida por numerosos autores
(Handt et al., 1996; Stone y Stoneking, 1998; Carlyle ef al., 2000; Kolman y Tuross
2000; Montiel, 2001; Santos, 2005; Ferndndez Dominguez, 2005), ya que estos
permiten la deteccion de posibles contaminaciones durante los distintos
procesos de la fase experimental (extraccion y amplificacion) lo que también
contribuye, segun Montiel (2001) y Montiel y Malgosa (2003), a determinar
contaminaciones de tipo puntual, cuando se lleva un registro detallado del

resultado de estos confroles.

En este sentido y como se ha observado en los resultados (tabla VII), un sélo set
de muestras fue descartado debido a que el blanco de extraccion (KE) resultd
contaminado. Una vez secuenciado, la secuencia de este blanco mostrd
cambios nucleotidicos que se correspondian con la secuencia de la autora de
esta tesis. Esta eventualidad no es nueva, pues situaciones similares fueron
reportadas por Béraud-Colomb et al. (1995); Maca-Meyer (2002); Lalueza-Fox
et al. (2003) y Spencer y Howe (2004). En este caso, se realizd ofra extraccion
con nuevas muestras de estos mismos individuos, obteniendo un resultado que

permitié caracterizar a estos individuos e incluirlos en el andlisis.
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En los casos en los que hubo indicio de contaminacién en el proceso de
amplificacion, detectada en los blancos de PCR (K-), la situacion fue
afrontada repitiendo los procesos con el debido descarte de alicuotas de los

reactivos y los productos de PCR contaminados.

Oftro de los criterios para autenticar el aDNA consiste en replicar las muestras
tanto en el propio laboratorio, como en un laboratorio independiente. En este
estudio, fueron seleccionadas de forma aleatoria dos muestras (SR 43.1 y SR
Sep 74), anadlizadas previamente (Laboratorio 1), para ser replicadas en el
nuevo laboratorio (Laboratorio 2) de la Unidad de Antropologia biolégica de
la UAB (apartado 3.2.1 de Muestras y Metodologia). Los resultados fueron
idénticos, descartando con ello la posibiidad de contaminacion intra-

laboratorio, tal como lo sugieren autores como Willerslev y Cooper (2004).

La necesidad de redlizar multiples amplificaciones de un mismo extracto o
desde extractos diferentes de un mismo individuo, resulta de mucha
importancia a la hora de autenticar resultados y en nuestro caso, se realizé
seleccionando al azar 5 muestras de cada serie (16%) que fueron amplificadas
en varias oportunidades, tanto la regidn codificante como la region
hipervariable |, seguido de su respectivo andlisis por RFLPs y secuenciacion,

obteniéndose resultados concordantes.

La presencia de determinadas sustituciones nucleotidicas permite inferir el
linaje mitocondrial al que pertenece la secuencia (Torroni et al., 1996), por lo
que la correspondencia entre los andlisis de secuencia de la HVS-I y los RFLP's,
resulta fundamental para la autenticacién del DNA mitocondrial en restos
anfiguos (Stone y Stoneking, 1998; Montiel, 2001), permitiendo una mejor
intferpretacion tanto de la reconstruccion filogenética dentro de las series
analizadas, como en el estudio de las relaciones interpoblacionales. En nuestro
tfrabajo existe una total correspondencia entre los polimorfismos detectados
mediante RFLP's y las secuencias de la de la regidon control de 48 individuos, de

un total de 96 muestras, representando el 50% de las muestras efectivas,
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pudiendo este resultado ser considerado un argumento a favor de la
autenticidad de nuestros resultados (Montiel et al., 2001; 2007; Bandelt, 2005).

La variabilidad mitocondrial encontrada entre las muestras de un mismo grupo
o set de extraccidon de las series antiguas mallorquinas analizadas en el
presente trabajo, se aqjusta al modelo de variabilidad esperado para
poblaciones europeas, lo que nos permite afirmar que las muestras analizadas
cumplen con ofro de los criterios de autenticidad, aplicados a estudios
poblacionales humanos descritos, por Montiel y colaboradores (2001) y P&adbo

y colaboradores (2004), referido al principio de “sentido filogenético™.

La diversidad obtenida en los sets analizados y la variabilidad genética
encontrada entre las series antfiguas, son consistentes con el contexto
flogenético, por lo tanto, refuerzan la autenticidad. Consideramos ademads
que la clonacion como proceso debe ser realizado en casos puntuales y bajo
condiciones especificas, ya que representa también un riesgo adicional de
contaminacién (Montiel et al., 2007) y por este motivo dicho procedimiento no
se redlizé en el presente estudio, siendo substituido por un andlisis critico de los
porcentajes de eficiencia y contaminacion, siguiendo la linea propuesta por
Gilbert y colaboradores (2005).

5.4 ANALISIS FILOGENETICOS Y POBLACIONALES.

La poblacién antigua analizada estd formada por tres yacimientos ubicados
en el norte de la isla de Mallorca, con una datacién que va desde la edad de
Hierro, a finales del siglo VI a.C., hasta época Tardorromana. Por su ubicacion
geogrdafica en el centro del Mediterrdneo Occidental, el Archipiélago Balear (y
por ende, la isla de Mallorca), ha sido considerado como un punto estratégico
cultural (Massanet et al., 1997), por lo que las series antiguas pueden aportar
una informacion fundamental en la interpretacion de los movimientos politicos

y sociales.
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Considerando estas relaciones histéricas, se analizé y caracterizéd la estructura
genética de muestras poblacionales provenientes de las Necrépolis
Talaydticas de S'lllot des Porros y Son Real y de la Necrépolis Tardorromana-
Alfo medieval de Can Reiners, empleando el mtDNA como marcador
genético. Con este andlisis se intentdé determinar la eventual continuidad
genética a lo largo de la cronologia representada, contfribuyendo al
esclarecimiento de la dindmica de la poblacidén mallorquina y estableciendo
las posibles relaciones filogenéticas con otras poblaciones que conforman el

arco mediterrdneo.

En este estudio se caracterizaron 96 individuos a fravés de RFLPs del miDNA, de
los cuales, en 48 se logré obtener la secuencia de la regidon HVI para analizar la
correspondencia entre los dos andlisis. Cabe senalar que la mayoria de los
individuos analizados fueron clasificados entre los haplogrupos descritos en la
literatura para poblaciones europeas, con la excepcion de un individuo de la
serie de CR que presentd la mutacidon 16223T y que fue definido, por RFLP,
como perteneciente a un posible linaje africano (L3); caso similar al reportado

por Gonzdlez et al. (2001).

El haplogrupo H fue el mds frecuente, resultado que estd en concordancia
con los presentados por otros autores (Torroni et al., 1996; Massanet et al., 1997;
Richards et al., 2000; Montiel, 2001; Picornell et al., 2005; Caramelli et al., 2007).

La variabilidad mitocondrial encontrada entre las series antiguas analizadas,
basadas en la frecuencia de haplogrupos vy la diversidad entre las secuencias
de la regién HVS-I, sugieren ciertas divergencias entre la serie de IP vy las series
de SR y CR. Las diferencias afectan principalmente los valores de diversidad
genética dada por la mayor presencia de haplotipos Unicos de IP, no
tratdndose seguramente de un grupo distinto sino mdas bien de una poblacidon
en la que factores estocdsticos, como la deriva genética, se hicieron

presentes.
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Para poder interpretar e inferir sobre los aspectos relacionados con la
variabilidad genética presente en los grupos poblacionales estudiados, en esta
tesis se compararon, con métodos estadisticos y filogenéticos, la frecuencia,
los tipos mitocondriales y la variabilidad nucleotidica de la regién Hipervariable
| (HVS-I) del miDNA de las tres series anfiguas estudiadas con otfras poblaciones

antiguas y actuales del arco mediterrdneo.

5.4.1 LAS NECROPOLIS TALAYOTICAS DE SON REAL Y
S’ ILLOT DES PORROS.
Las series de Son Real (Font, 1974) y S'lllot des Porros (Malgosa, 1992), situadas

culturalmente en la Ultima etapa talaydtica, en lo que seria la cultura
autéctona de Mallorca, se ubican en el Norte de la isla de Mallorca, y se
encuentran situadas una frente a otra. La proximidad geogrdfica no siempre
avala la homogeneidad biolégica y es factible la existencia de diferencias
entre los nUcleos poblacionales que originaron ambas series que expliquen el
uso simultdneo pero a la vez diferenciado de ambas necrdpolis. En este
sentido, la existencia de una eventual variabilidad genética podria representar
un factor explicativo de las diferencias socioecondmicas entre integrantes de

una misma poblacidon o entre poblaciones diversas (Rihuete, 2000).

Los estudios previos de las necrépolis ofrecen informaciones en cierto sentido
contfradictorias. Por un lado, los estudios arqueoldgicos basados en la
superposicion de las dataciones, en la secuencia de ritos funerarios (SR
incinera en su época final, mientras que IP lo hace en su época de mayor
apogeo) y en la semejanza de los ajuares, determinan la continuidad entre
estas necropolis (Tarradell, 1964; Herndndez, 1998), mientras que los estudios
antropoldgicos han hipotetizado una diferenciacién poblacional representada
por la inhumacién diferencial de una poblacion de élite en IP (Malgosa, 1992),

plantedndonos la posibilidad de la existencia de diferencias intragrupales.
En relacion con otros pueblos, los andlisis antropoldgicos sugieren que en

época prehistérica, estas necrépolis se relacionaron con la cultura argdrica del

sudeste peninsular. En su etapa talaydtica no faltan paralelos culturales en
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otras islas del Mediterrdneo por sus construcciones megaliticas (Malgosa, 1992;
Guerrero et al., 2002); tal es el caso de la cultura Nurdgica de la isla de
Cerdena. Por ofra parte ha quedado demostrado, por los recientes estudios
realizados por Jordana (2007), la estrecha relacion entre las series talayoticas
mallorquinas de SR (Font, 1999) y de IP (Malgosa, 1992) con poblaciones del

litoral peninsular cataldn.

5.4.1.1 SON REAL:

La Necrépolis conocida como “el cementerio de los fenicios” (Font, 1974) o
llomada también “Punta de los Fenicios” (Herndndez et al., 1998) vy
considerada por Guerrero y colaboradores (2006) como una necrdpolis Unica
en la isla, representa la serie mds antigua de las tres que han sido analizadas

en este estudio.

De los 54 individuos analizados de este yacimiento, 37 (68.5%) han sido
caracterizados genéticamente, restando 17 cuyo DNA no fue amplificable. La
serie antigua de SR presenta 8 haplogrupos distintos H, U, K, PHV, J, TW vy X,
donde los haplogrupos H (-7025 Alu 1), U (+12308 Hinf I) y J (-15609 Bst Ol)

registraron las frecuencias mds altas.

Esta serie muestra una distribucion de frecuencias de haplogrupos muy
parecida a la que exhiben la mayoria de las poblaciones del arco
mediterrdneo, tanto antiguas como contempordneas, lo que hace suponer
que el sustrato genético en la zona se ha mantenido a lo largo del tiempo. La
serie de SR registra distancias genéticas menores con las series de IP y de CR,
en relacion a las otras poblaciones comparadas, sin embargo, al analizar la
diversidad genética entre estas fres series antiguas mallorquinas, se observa
que existen diferencias significativas, esto debido tal vez al contexto histérico-

genético que envolvié a cada una de estas series poblacionales.
Por otro lado, el hecho de que una secuencia de la necrépolis talayética de

SR sea compartida con la serie de Cerdena antfigua, supone un posible

paralelismo entre las poblaciones de las culturas talaydtica y Nurdgica. Asi
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mismo, no deja de ser interesante que SR exhiba algunos haplotipos que la
relacionan con las poblaciones contempordneas tanto de las islas Baleares
(Picornell et al., 2005) como de la Peninsula Ibérica (Corte-Real et al., 1996;
Montiel, 2001; Ferndndez Rosas, 2005; Picornell et al., 2005), como es el caso de
las mutaciones 16221C y 16278C, indicando una continuidad del acervo

genético de la region.

Asi mismo, los estudios morfoldgicos de la Necrépolis de SR realizados por Font
(1974), refieren, de igual manera, una tipologia mediterrdnea, aunque también
indican una posible relacién de Mallorca con poblaciones del Norte de Africa
y del Mediterrdneo Oriental (Malgosa, 1992), lo que contribuye a confirmar
nuestros datos genéticos (Ver 4.4.1.4, de resultados), que atestiguan la

presencia de estas relaciones filogenéticas.

5.4.1.2 S’'ILLOT DES PORROS

De los 40 individuos analizados de este cementerio prehistérico, perteneciente
a la cultura talaydtica avanzada de los s. VIHI a.C., de la Edad de Hierro
(Malgosa, 1992; Herndndez et al., 1998), 31 (77.5%) han sido caracterizados
genéticamente, pudiéndose obtener fragmentos de hasta 187 pb de la regién

Hipervariable I.

La comparacioén de las frecuencias de haplogrupos, los indices de diversidad
genética estdndar y la comparaciéon de distancias genéticas en base a la
frecuencia de haplogrupos (apartado 4.4.1.3 de Resultados), indican que la
serie poblacional talaydtica de S'lllot des Porros presenta una diferencia en el

acervo del mtDNA respecto a SRy CR.

En la serie antigua de IP, se han encontrado al menos 5 haplogrupos distintos
H, U, V, Wy Xy la frecuencia mds elevada la representan los haplogrupos H, U,
y U5. A partir del andlisis molecular (RFLPs y las secuencias), se puede deducir
que la poblacién de IP poseia una diversidad genética mitocondrial que le
sitUa en una posicidn intermedia respecto a la diversidad de ofras series

antiguas y modernas.
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Asi mismo, la serie de IP exhibe una mayor distancia genética con las dos series
antiguas mallorquinas de SRy CR y con la mayoria de las poblaciones de
referencia, mostrdndose mds distante, lo que genéticamente hace suponer
que es distinta a las demds poblaciones analizadas, en conformidad con
recientes andlisis craneomeétricos realizados por Jordana (2007). También
deberiamos evocar aqui la hipdtesis de Malgosa (1992) que sugiere que los
enterramientos realizados en el islote pertenecerian a una élite dentro la
poblacion mallorquina de la bahia de Alcudia, en funcidn de su constitucion
6sea mds estilizada, con una mayor altura y una menor robustez. De esta
forma, las caracteristicas morfoldgicas avalan una diferenciaciéon entre IP y SR

dentro de una misma poblacion.

Asi pues, la diferenciacion genética que muestra IP con SR podria ser una
causa de un efecto fundador o de otros procesos estocdsticos como la deriva
genética, aunque la primera toma mds cuerpo a la luz de otros datos
antropoldgicos. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que ambas necrdpolis
dejaron un nUmero parecido de enterramientos (aproximadamente 250)
aungue con una mayor proporcion de incineraciones en IP, y ocupan un arco
temporal de mds de 4 siglos. Se frata pues de grupos pequenos como la
mayoria de las poblaciones antiguas donde los diversos procesos evolutivos

pudieran tener una gran influencia.

Un problema anadido es el del muestreo ya que en ninguno de los dos
yacimientos existe informacién arqueoldgica sobre parentesco u ofro tipo de
relaciones familiares. No siendo posible una estrategia de seleccion de
muestras basada en el conocimiento histérico o temporal, sino solamente en la
disponibilidad de material (piezas dentarias alojadas en sus respectivos
maxilares) y en su estado de conservacion, la muestra podria estar sesgada. Se
ha tratado en lo posible de no analizar mds de 1 individuo de una misma
tumba en SR y CR evitando asi las posibles relaciones familiares (Herndndez

Gasch, 1998). En el caso de IP todos los individuos provienen de 3 grandes

187



Bahia de Alcudia, Mallorca: Un crisol genético en el Mediterraneo.
Discusioén

tumbas construidas (Malgosa, 1992) y no se tiene informacién de agrupaciones

que pudieran ser interpretadas como grupos con una relacion singular.

Ademds, los indices de diversidad relativamente altos presentados por estas
series antiguas, y en especial de IP (valores relacionados con el hecho de que
presentan un elevado numero de haplotipos Unicos), sugieren que en todo

caso, no se realizdé un muestreo sesgado.

5.4.2 NECROPOLIS TARDORROMANA DE CAN REINERS.

En relacion a la serie alto-medieval de Can Reiners, ésta representa uno de los
yacimientos arqueoldgicos mds importantes de la isla de Mallorca de época
romana y dista de la cultura talaydtica aproximadamente unos 600 anos, lo
cual hace suponer que los cambios histéricos que transformaron de forma

importante la vida en la isla de Mallorca, pudieran reflejarse en ella.

Se andadlizaron un total de 40 individuos, 28 de los cuales (70%) pudieron ser
caracterizados genéticamente. De las tres series antiguas mallorquinas
analizadas en este estudio, CR fue la que presentd un mayor niUmero de
haplogrupos distintos, siendo los haplogrupos H (-7025 Alu 1) y U (+12308 Hinf )

los que registraron las frecuencias mas altas.

La serie antigua de CR presenta una frecuencia elevada del haplogrupo H y la
diversidad genética mitocondrial la situa entre otfras series antiguas y modernas
del contexto europeo (Richards et al., 2000; Morelli et al., 2000; Achilli et al.,
2004; Picornell et al., 2005). Por otra parte, de las tres series analizadas, Can
Reiners es la que registra distancias genéticas menores e inclusive nulas en

relacion a las series analizadas en esta tesis y a las poblaciones de referencia.

Cabe destacar que en la serie tardorromana de CR, se ha encontrado una
secuencia que posiblemente pertenezca al haplogrupo L3, que muestra la
mutacion 162237 considerada por algunos autores como un hotspot
mutacional (Gilbert et al., 2003). Es la Unica secuencia de linaje africano

presente en este estudio, lo que podria considerarse como una aportacion
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genética africana que, aunque pueda parecer minima, no deja de tener

importancia dentro del contexto cultural de esta poblacion antigua.

Esta contribucion puede muy bien ser factible debido a la proximidad de la
costa norte africana al archipiélago Balear y en parte a una posible mezcla
con poblaciones del Norte de Africa como lo refrendan las similitudes
morfoldgicas senaladas en el estudio antropoldégico (Malgosa, 1992) o incluso,
puede ser una consecuencia de las aportaciones genéticas de la poblacion
romana que se establecid en Mallorca incluyendo sus huestes y esclavos o a
los contactos comerciales con otros pueblos del mediterrdneo. Picornell y
colaboradores (2005) consideran que puede darse una influencia africana en

poblaciones europeas, aunque esporadica.

Asi mismo, dentro de esta serie se encontrd un individuo caracterizado como |,
presentando en su secuencia el mismo cambio nucleotidico en la posicion
16223T. Esta secuencia también la reporta Richards y colaboradores (2000),
pero en nuestro fragmento no es posible observar la mutacién fundadora de

este haplogrupo (16129).

5.4.3 LAS NECROPOLIS ANTIGUAS MALLORQUINAS Y LAS
POBLACIONES DE COMPARACION DEL ARCO MEDITERRANEO.

A fravés de las distintas fuentes bibliogrdficas, es posible apreciar el papel
determinante que ha jugado el Mar Mediterrédneo actuando como elemento
infegrador de poblaciones asentadas en sus riberas. Desde la antigledad,
fenicios, griegos y cartaginenses, llevados por sus propios intereses, insertaron
un cruce biolégico y cultural, que han hecho de este espacio una encrucijada
genética desde tiempos muy remotos, lo cual puede constatarse analizando el
acervo genético matrilineal encontrado entre las series antiguas analizadas en

este estudio.

5.4.3.1 REGION CODIFICANTE DEL MTDNA
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Todos los haplogrupos del mtDNA considerados europeos (H, I, J, K, T, U2e, U3,
U4, X, y W) con la excepcion de U5y V (que probablemente surgieron in situ),
se originaron en el Oriente Medio (Achilli et al., 2004), y debieron dispersarse en
Europa durante los periodos de colonizacion del continente hace unos 40.000
anos (Paleolitico Superior) (Comas, 2007) o también debido a contactos mas

recientes (Torroni et al., 1998; Richards et al., 2000).

En base a ello, se puede decir que el sustrato genético determinado en las tres
series analizadas en este estudio es mayoritariomente (91,6 %) de lingjes
considerados europeos (H, J, K, U, T, V y X), siendo los mds representados
aqguellos cuya genealogia es mds anfigua, lo que indica el origen comun de

las series analizadas.

Por otro lado, se obtuvo un porcentaje minoritario de haplogrupos no europeos
(8,4%) que incluye lingjes asidticos, especificamente del Cercano Oriente
(6,8%) representado bdasicamente por el haplogrupo W. Igualmente, de Africa
(2,2%), a través del haplogrupo L3. Estos datos estén de acuerdo con los datos
morfoldgicos de los estudios antropoldgicos previos sobre las necrdépolis
talaydticas pues reflejan un sustrato europeo (Malgosa, 1992; Jordana, 2007),
con alguna influencia de poblaciones mds orientales (Cerdena, Préoximo
Oriente, entre otras [Font, 1974]). Asi mismo, los datos arqueoldgicos referidos
tanto a los aspectos constructivos como ajuares, avalan estrechos contactos

con otros pueblos.

En este estudio, los haplogrupos H, U y W tuvieron representacion en las tres
poblaciones estudiadas y su frecuencia es consistente con las encontradas en
las poblaciones desde las primeras expansiones humanas en la Peninsula
lbérica (Maca-Meyer et al., 2001), por lo tanto, no debe sorprender la
representatividad de estos haplogrupos en las poblaciones objeto de este

estudio.

El andlisis comparativo de haplogrupos (componentes principales, prueba

exacta de diferenciacion poblacional y la distancia genética) entre las tfres
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series antiguas mallorquinas y las poblaciones de referencia (tabla V) muestra

diferentes comportamientos, lo cual refleja ciertas diferencias poblacionales.

En los resultados del andlisis de la regidén codificante entre las series antiguas
mallorquinas (apartado 4.2.1. de resultados), se observd que las series de IP y
CR, exhiben una relacion cercana, separdndose ambas series de la poblacion
antfigua de SR, reflejdndose esta misma situaciéon en el andlisis interpoblacional
a nivel Mediterrdneo, donde IP y CR se agrupan con otras series antiguas y con
poblaciones contempordneas de Europa mientras que la poblacién talaydtica

de SR, se relaciona con poblaciones del Este mediterrdneo y Norte de Africa.

La proximidad que presentan las series de IP y CR con poblaciones europeas y
especificamente con las de la Peninsula Ibérica, se debe posiblemente a la
presencia de haplogrupos tales como H, lo que puede observarse en el grdfico
de correlaciones de haplogrupos del andilisis de componentes principales, que
muestra el peso relativo de cada haplogrupo. Incluso, de las fres series
mallorquinas analizadas en este estudio, CR es la Unica que no manifiesta
diferencias con Cataluna, indicando que esta serie antigua presenta una
composicidn genética mds homogénea en relacion a la distribucion de
haplogrupos. Esto resulta interesante ya que reafirma la hipdtesis de que la isla
de Mallorca recibié el principal flujo genético de Europa, lo que también
puede sustentarse con los datos craneométricos y morfoldgicos aportados por
Jordana (2007), que muestran una estrecha relacion de la isla de Mallorca con

poblaciones del litoral peninsular cataldn.

La presencia de los haplogrupos PHV en la serie antigua de SR y del
haplogrupo W en esta misma serie y en CR, sugieren un posible flujo migratorio
desde el Este mediterrdneo hacia las Islas Baleares, especificamente hacia
Mallorca, debido tal vez al desplazamiento que realizaron pueblos como los
fenicios, cartaginenses y romanos por el Mediterrdneo y que incluso ocuparon
sus riberas (Bosch, 2002). Este flujo génico, en sentido este-oeste, era comun ya
en tiempos pretéritos debido a contactos principalmente de tipo comercial y

de intercambio entre las poblaciones mediterrdneas.
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En el arbol flogenético de Neighbor-Joining construido a partir de la distancia
genética de Reynolds y colaboradores (1983) de las series antiguas (apartado
4.4.1.6 de resultados), se observa que SR se situa en un punto intfermedio entre
el grupo conformado por las series de la peninsula lbérica (Pre Romdnico
lbérico y Aldaieta) y de Mallorca (IP y CR), y la serie del Proximo Oriente
antfiguo, confirmando lo que se observa en otros andlisis donde SR queda

separada de IP y CR.

Las agrupaciones poblacionales observadas en el andlisis de componentes
principales elaborado a partir de los datos de la distribucidén de frecuencias de
haplogrupos de las series antiguas y poblaciones contempordneas del
Archipiélago Balear (apartado 4.4.1.4, de resultados), sugieren que estas islas
han recibido, a lo largo de los siglos, la influencia de diferentes pueblos que
han dejado su huella genética, visto a fravés de la diversidad mitocondrial

encontrada en este estudio.

Tal es el caso de la serie de SR, que exhibe una relacidn cercana con las
poblaciones contempordneas de Menorca y Chuetas. Esta proximidad
también podria traducirse como el producto de la influencia que recibieron
estas islas a lo largo de muchos anos por parte de culturas antiguas como la
fenicia, expresada por la presencia de los haplogrupos W y PHV. Asimismo, la
relaciéon cercana entre IP y CR con Mallorca e Ibiza sugiere una continuidad

genética temporal por via matrilineal.

Con los resultados descritos, se puede afirmar que las series anfiguas
mallorquinas comparten un sustrato genético compatible con las poblaciones
baledricas actuales y con las europeas en general, suponiendo una

continuidad de los linajes matrilineales a través del tiempo.
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5.4.3.2 REGION HIPERVARIABLE I DEL MTDNA (HVS-I).

Las secuencias obtenidas en las series de SR, IP y CR han sido comparadas con
secuencias publicadas de 31 poblaciones del arco mediterrdneo, tomando
como base los fragmentos de la region HVS-I del mtDNA de 156 y 126 pb
(descritos en el apartado 3.7.2 de Muestras y Metodologia), por lo que los
andlisis estadisticos se realizaron tomando en consideracion ambos
fragmentos, los cuales segun Montiel (2001), engloban parte de las mutaciones
consideradas diagndsticas para definir algunos de los linajes europeos tales

como H, U, K, V, enfre otros.

En este andlisis se presentaron casos donde se hizo evidente la necesidad de
ampliar el fragmento de secuencia, para lograr una mejor interpretacion
dentro del contexto filogenético y resultados mds fidedignos. Tales son los
casos de los individuos SR/1-67-A (2) con la mutacion 16278T y el individuo
SR43.5 que exhibid el cambio 16242C, ambos caracterizados por RFLPs como J.
Sin embargo, la limitacion del fragmento analizado, no permitid ver si estaban
presentes las substituciones fundadoras de este haplogrupo, 16069C y 16126C
(Macaulay et al., 1999; Richards et al., 2000).

Los valores del indice de diversidad genética (apartado 4.4.2.1.1 de
resultados), calculado a partir de las secuencias tanto de 126 pb como de 156
pb, que presentan las series de SR, IP y CR (Tabla XX), muestran que estas series
cercanas geograficamente se relacionan de forma distinta con series antiguas
y poblaciones contempordneas de referencia, debido tal vez a los

haplogrupos presentes en cada una de estas series antiguas mallorquinas.

En el caso de la serie de IP, ésta exhibe una proximidad con poblaciones
europeas; especificamente de la Peninsula ibérica quizds por la presencia de
los haplogrupos H y U. La serie anfigua de SR se haya proxima a la poblacién
contempordnea de Chuetas (posiblemente por la presencia del haplogrupo
W) y CR muestra proximidad con Argelia, reflejaondo una posible influencia de
esta poblacién norteafricana a través del individuo caracterizado como

posible L3.
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Asimismo, a través del haplogrupo U5, las series de SR e IP exhiben una relacion
cercana con poblaciones actuales de las Islas Baleares y con la poblacién
sarda, relaciéon poblacional que también fue reportada por Dicz (2004),

qguedando demostrada una relacion filogeografica con las islas mediterrdneas.

Comparando los indices de diversidad genética derivados de las frecuencias
de haplogrupos con el de las secuencias de la HVS-l, se observa que los
valores considerados a partir de las frecuencias de haplogrupos fluctuan entre
rangos menores a los obtenidos a partir de las secuencias tanto de 126 como
de 156 pb, lo que indica que la informacidn proporcionada por las frecuencias
de haplogrupo es mas restringida al evaluar este pardmetro, lo que a su vez
muestra que los haplogrupos son menos confiables a la hora de estimar la
diversidad (Montiel, 2001). Esto es relevante, pues las diferencias en la
evaluacion de la diversidad no sélo son cuantitativas, sino también cualitativas,
como lo muestra la marcada variacion en cuanto a la ubicacién de la
mayoria de poblaciones de referencia del arco mediterrdneo, en los rangos
de diversidad estimados con las diferentes bases de datos (haplogrupos vs.

secuencias).

El indice de diversidad obtenida a partir de secuencias de la serie talaydtica
de IP se aproxima al valor medio de diversidad obtenido entre todas las
poblaciones. A pesar de que las series de SR, IP y CR ocupan diferentes
posiciones, presentan una diversidad nucleotidica mayor a la exhibida por las
poblaciones antiguas de la Peninsula lbérica (Placa Vella, Pre Romdnica
lbérica y Aldaieta), esto se debe a que las series antiguas mallorquinas
presentan un elevado nUmero de haplotipos Unicos en relacién al grupo de

series antiguas de la Peninsula lbérica.

El pool genético de estas series antiguas se caracteriza por la presencia de
numerosos haplotipos Unicos, situacidon que se evidencia al observarse una alta
diversidad nucleoftidica. Un fotal de 12 secuencias (25%) resultaron ser Unicas
en el andlisis intfrapoblacional (apartado 4.4.2.1 de resultados, manteniéndose
como tales al readlizar las redes medias construidas para cada uno de los

haplogrupos europeos (asociados segun su afinidad genétical).
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La serie de Son Real exhibidé secuencias Unicas que no fueron encontradas en
ninguna de las poblaciones de referencia, lo que podria explicarse si se trata
de haplotipos ancestrales que posiblemente hayan desaparecido como
consecuencia de la deriva genética u otros procesos, tal es el caso del
haplotipo SR15T, a pesar de que autores como Massanet y coloboradores
(1997) y Picornell ef al. (2005), que reportaron una alta frecuencia del
haplogrupo T en las islas Baleares, tal como sucede en algunas dreas del
mediterrdneo (Tomas et al., 2006), lo que estd en consonancia con una

elevada diversidad, quizds incluso mayor en la antigiedad.

La serie de IP presenta una mayor diversidad mitocondrial con respecto a SRy
CR, debido tal vez a la presencia de un mayor nUmero de haplotipos Unicos
posiblemente relacionado con la especificidad (quizds una élite2) de la serie
de IP. De las 11 secuencias encontradas, sélo el haplotipo CRS es compartido
con un gran numero de poblaciones del arco mediterrdneo, pero ninguno de
los 10 restantes presenta esta caracteristica, como se constatd al hacer la
comparaciéon a través de los Median Joining Networks construidos para cada

uno de los haplogrupos fundadores presentes en esta serie.

Existen diversas posibilidades para explicar la presencia de estos haplotipos

Unicos encontrados en estas series mallorquinas:

1.- Podria fratarse de linajes exclusivos de estas tres series antiguas mallorquina

que desaparecieron, dejando poca o ninguna descendencial.

2.- Puede tfratarse de linajes que hace 2700 anos estuvieron presentes en las
poblaciones usadas en la comparacion y que se han perdido con el transcurso

del tiempo hasta la actualidad.

3.- Podria relacionarse con secuencias, que por motivos aleatorios, no han sido

muestreada en las poblaciones analizadas.

4.- Podrian tratarse de danos moleculares postmortem debido a la antigledad

de estas muestras y la forma como han estado preservadas.
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En base a lo anterior, al realizar el andlisis comparativo de las secuencias
Unicas de las series mallorquinas de este estudio con los trabajos publicados
por Excoffier y Yang (1999) y Gilbert y colaboradores (2003), (tabla XXXII),
donde definen las posiciones nucleotidicas con mayor tasa mutacional in vivo
y con mayor incidencia de dano molecular postmortem, se determina que las
mutaciones exhibidas en la secuencia de los individuos SR/43.5, SR/47.3, IP BC-
16, IP B-2 y IP C-56' no son consideradas por estos autores como posiciones
mutacionales problemdaticas, lo que permite sustentar la hipdtesis de que se
traten de lingjes exclusivos de estas series, caracteristicos de uno u otro
segmento de la poblaciéon. Ello supone una disociacion entre ambas series,
pero también respecto a las demds lo cual se sustenta en la singularidad de
estos grupos humanos que enterraron en la bahia de Alcudia durante la etapa
talaydtica y que les convierte en necrdépolis Unicas en la isla; no puede
descartarse, sin embargo, que se trate de secuencias antiguas que se han
perdido con el paso del tiempo o bien, que no han sido muestreadas en las

poblaciones contempordneas.

Individuo Motivos Excoffier y Yang, Gilbert et al.,
1999 2003

291-(4) 291-(1)

SR/22.D 162917, 16293G 293-(4) 293-(1)

294-(4) 294-(2)

CR/E-89 16266T,162941,16311C 311-(4) 311-(2)

223-(4) 223-(4)

IP CN-14 16223T, 162627, 16293G 293-(4) 293-(1)
SR/43.5 162421 - -
SR/47.3 163441 - -

CR/47.57 16260T, 162787 278-(2) 278-(2)
IPBC-16 16325C - -

IP C-20 16325C, 16355T, 16356C 355-(3) 355-2)

290-(2) 290-(3)

SR/54.1. 16290T, 162927 ,162941 294-(4) 294-(2)
IP B-2 16257Y(AQT); - -
IP C-56' 16261C - -

SR/29.05 1632717 327-(0) 327-(3)

Tabla XXXII - Datos comparativos entre los sitios mutacionales de los haplotipos Unicos de las series antiguas
mallorquinas y los datos de Excoffier y Yang (1999) y Gilbert et al. (2003), quienes establecieron una escala
de 1 al 4 para determinar los cambios nucleotidicos con tasa mutacional in vivo y con mayor incidencia de
dano molecular postmortem.

Sin embargo, el resto de cambios observados en las secuencias Unicas
pertenecientes a los individuos SR/22.D, IP CN-14, CR/47.57, IP C-20, SR/54.1,

SR/29.05 y CR/E-89, presentan cambios nucleotidicos con tasa mutacional in
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vivo y con mayor dano molecular postmortem, que sugieren posibles danos

moleculares debidos tal vez, a la antigledad de las muestras.

Por otra parte, en la serie de CR, se detectaron dos individuos (CR/70.1 vy
CR/67.1) en cuya secuencia se observd la mutacion 162237 y que fueron
caracterizados como L3 e | al realizar el andlisis de correspondencia HVS-I del
MIDNA-RFLP’s. Estos individuos comparten esta mutaciéon con individuos de
poblaciones contempordneas de la Peninsula Ibérica (Sur de Portugal,
Cataluia y Pedroches), Cerdefa, Norte de Africa (TUnez, Marruecos y Egipto) y
Asia (Turquia, Siria y Palestina). Asi, considerando el contexto filogeogrdfico, la
posibilidad de que estos cambios nucleotidicos representen danos moleculares

postmortem se ve reducida.

Con respecto a la reconstruccion filogenética, a partir de la distancia genética
de Reynolds et al. (1983) (apartado 4.4.3.1 de resultados) entre secuencias de
la HVS-I con el fragmento de 156 pb de las poblaciones de referencia, se
observa que entre las series de SR y CR, la distancia es nula y al analizar este
mismo pardmetro con las secuencias de 126 pb, se observa que la serie de IP
resulta mds distante. De forma general, el patrén que se observa en el andlisis
realizado por Jordana (2007) sobre las variables morfométricas
(craneométricas y dentales) en relacion al origen de estos individuos y el
realizado por Rihuete (2000) basado en rasgos epigenéticos, también,

corroboran los resultados moleculares obtenidos en este estudio.

De estas series, CR exhibe una menor distancia no sélo con las series antiguas
analizadas, sino que muestra un comportamiento genético similar con el resto
de poblaciones de referencia. En relacion a este indice obtenido a partir de los
dos fragmentos analizados, se observa que la poblacion contempordnea de
Argelia es la que presenta valores mayores con respecto a las tres series
analizadas, apoyando lo expuesto por algunos autores (lvanova et al., 1999;
Lefevre-Witier et al., 2006; Tomas et al.,, 2006) quienes argumentan que esta
poblacion se mantiene genéticamente alejada de algunas poblaciones

insulares mediterrdneas como Mallorca vy Sicilia.
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El andilisis filogeografico realizado a tfravés de redes medias (Median Joining
Networks) muestra de manera general las relaciones poblacionales exhibidas
en los distintos andlisis, detectdndose claramente la relacion entre SR con
poblaciones de Eurasia asi como la relacidon entre IP y CR con poblaciones

europedas.

Tal como se explicd en el apartado 3.7.2 de Muestras y metodologia, las
secuencias recuperadas de la serie talayotica de S'lllot des Porros tenian un
menor nuUmero de pares de bases, por lo que esta serie fue analizada junto
con las poblaciones de referencia, empleando el fragmento de 126 pb,

situado enftre las posiciones 16243-16365.

No obstante, con el fragmento de 126 pb, no se pudo evaluar la posicion
162217 exhibida por un individuo de la serie de SR y representada por el
haplotipo SRO3H, quedando esta secuencia incluida en el nodo principal
(CRS), lo que demuestra una vez mds que fragmentos muy cortos exponen
ciertas mutaciones diagndsticas, pero no se logra obtener un andlisis

comparativo poblacional completo.

Al analizar las secuencias a través de las redes medias (apartado 4.4.3.2 de
resultados), se observa la afinidad genética de las series antiguas analizadas
en este estudio con las poblaciones que conforman el arco mediterrdneo
tomadas como referencia para la comparacion. Esto estd determinado por la
presencia de los haplogrupos H, U y J, que representan los clusters con mayor
porcentaje entre las muestras, siendo el haplotipo CRS, considerado por
Richards y colaboradores (2000) como haplotipo fundador del haplogrupo H 'y
U el mds representado y del cual derivan otfros haplotipos que exhiben
cambios nucleotidicos que reflejan la relacion filogeogrdfica que puede existir

entre las poblaciones del arco mediterrdneo, pretéritas y/o contempordneas.
En relacidn a las secuencias compartidas observadas entre las series

analizadas, SR, a pesar de ser la serie mds antigua, es la que comparte el

mayor numero de haplotipos. Esta serie desde el punto de vista filogeogrdfico,
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se aproxima a las poblaciones de Eurasia, tal como se observa en los andlisis

de componentes principales (ver apartado 4.4.14 de resultados).

Es importante destacar que las islas que conforman el Archipiélago Balear
jugaron un papel estratégico en las guerras punicas, pudiendo ser la presencia
de este lingje una consecuencia de ello. Es curioso constatar que en un
estudio morfolégico realizado por Malgosa (1992), se citaba una proximidad
morfoldgica con poblaciones del norte de Africa (TUnez y Argelia) y que la
influencia de estos pueblos en época protohistérica es innegable. A esto
contribuye la presencia de un individuo caracterizado como un posible L3 en
la serie de CR, sugiriendo asi un flujo genético desde Africa a la isla de
Mallorca debido a la proximidad de las riberas africanas con el Archipiélago
Balear; o bien, podria fratarse de una traza (Ferndndez Dominguez, 2005),
dejada por Cartaginenses, quienes iniciaron la exploracion de Mallorca en el
ano 700 a.C, que se fue manteniendo con el paso del tiempo; o incluso mds

tardia.

Sin embargo, a través del andlisis de componentes principales (apartado
4.4.1.4 de resultados), se evidencia la relaciéon filogeografica que presenta CR
junto con IP con poblaciones de Europa mds que con poblaciones de Africa
tomadas como referencia para la comparacion. Hay que tomar en cuenta
que el andlisis genético muestra linajes femeninos por lo que la informacién
que ofrece es Unicamente sobre la contribucidén femenina a estas
poblaciones. Asi pues, la influencia a nivel masculino en ofras situaciones, por

ejemplo de conquista o bélicas, no fiene porqué ver su reflejo en este estudio.

Los resultados del andlisis de afinidades genéticas entre las series antiguas vy las
poblaciones contempordneas del Archipiélago Balear, indican que el acervo
genético es similar y comparable con el detectado en otras poblaciones
europeas (no siendo excluyente, la influencia en mayor o en menor grado de

otras poblaciones aledanas del Mediterrdneo).
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Los lingjes de las fres series analizadas que han sido descritos en ofras
poblaciones, hace deducir que las series antiguas mallorquinas tienen una
continuidad por via materna dentro del contexto de poblaciones europeas y
sobre todo con poblaciones del mismo contexto balear. Esta afirmacion se

hace evidente por medio del los haplotipos SR12K, SR13K y CR30K compartidos

por individuos de SR y CR con al menos un individuo de cada poblacion
contempordnea de las Baleares, caso que ocurre de forma similar con los
haplotipos caracterizados por la mutacion 16270T (SR17U5, SR18U5, SR19US v
1IP46U5).

Por ser Mallorca una isla, pudiera considerarse una poblacidon aislada vy
cerrada. Sin embargo, a fravés de los andlisis a nivel molecular (RFLPs vy
secuencias de la HVS-I del mtDNA), se puede deducir que las series de SR, IP y
CR, presentan una diversidad genética mitocondrial que las lleva a ocupar
una posicion intermedia respecto a la diversidad que presentan las
poblaciones contempordneas del Archipiélago. Ello no impide que algun
haplogrupo, como el subhaplogrupo U5, esté altamente representado hacia
el norte de la Isla de Mallorca, abarcando las series de SR e IP y que su
frecuencia sea superior a la que presentan las poblaciones proximas
geogrdficamente; ni es conducente a plantear un caso de endogamia como
podria ser el que presenta la serie Neolitica de Mas d’en Boixos, que exhibe
una presencia exclusiva del haplogrupo H (Garcia, 2002) (tabla X, de

resultados).

Pero ademds, esta afinidad desde el punto de vista del DNA mitocondrial,
entre las series antiguas y contempordneas del Archipiélago Balear vy
especificamente con Mallorca (Picornell et al., 2005) puede verse a través de

los haplotipos SRO3H vy IP45U5 por una parte y con Ibiza a través del haplotipo

CR35Usala, lo que pone en evidencia que parte de estos lingjes
mitocondriales aproximan filogenéticamente a estas poblaciones y suponen
gue proceden de un acervo genético comun (Massanet et al., 1997; Picornell
et al., 2005).
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No obstante, aunque seria interesante verificar si esta continuidad genética
sucede con los linajes paternos, trabajos como el de Tomas y colaboradores
(2006), sugieren que existe una marcada diferencia entre los marcadores
genéticos del mtDNA y del cromosoma Y, sobre todo entre lbiza y las islas de

Mallorca y Menorca.

Finalmente, las pequenas diferencias observadas en la serie IP, bien podrian
deberse al uso particular de la necrépolis, por ejemplo, si fue dedicado a una
élite de la poblacién, representando un subconjunto muy particular de la
variabilidad poblacional de Mallorca durante la etapa talaydtica. También la
serie de SR muestra cierta singularidad frente a las poblaciones mediterrdneas.
Asi pues, ambas series son Unicas en su contexto. Si bien la poblacidn del resto
de la isla inhumaba en grupos mds reducidos en pequenas cuevas, las dos
necropolis del centro de la bahia de Alcudia, SR y_IP, son completamente
distintas tanto a nivel constructivo, como grupal. A la vez, estas dos necrdpolis,
cuyo Uuso se solapa en el tiempo, muestran también diferencias. No es extrano
pues que las diferencias culturales entre la poblacién que genera SR y_IP vy las
otras del entorno puedan reflejarse en su composicidon genética y contribuir a

la diferenciacion entre ellcs.
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6. CONCLUSIONES.

6.1 CON RESPETO A LA METODOLOGIA.

Se ha optimizado el protocolo de extraccidn con la incorporacion de
diversos pasos en el proceso de preparacion y obtencion de la muestra.
Concretamente la aplicacion de la técnica de apiceptomia en dientes
antiguos ha resultado Util no sélo para la obtencién de muestra de
polvo dentinario para la extraccion de DNA en dientes que presentan
un alto grado de desmineralizacion, sino que ademds permite Ia
conservacion del espécimen, dada la relevancia antropoldgica de este

fipo de muestras.

La adicién al protocolo experimental de un proceso de purificacion de
los extractos con columnas de silice, ha permitido disminuir los
inhibidores de PCR, aumentando con ello, la eficiencia de
amplificacién.  Ademds la puesta en marcha de un protocolo de
reaccién de secuenciacion en nuestro laboratorio ha favorecido una
mayor efectividad en cuanto al porcentaje de secuencias de la regién
HVS-I obtenidas. Todo ello ha permitido recuperar un nUmero
importante de secuencias de 156pb de la regién HVS-I a pesar del

estado de preservacion y de la degradacion del material genético.

La aplicacion de los criterios de autentificaciéon permitié detectar un set
de extraccion contaminado (blancos de extracciéon), evitar la mayor
parte de fuentes de contaminacion reciente (espacios y materiales
esterilizados, laboratorio con presion positiva, comparacién con el DNA
de los investigadores), y confirmar la autenticidad del origen de la
muestra a través de la reproducibilidad de resultados, la diversidad de
haplotipos, el cruzamiento de datos de marcadores distintos

(consistencia de RFLPs, concordancia RFLPs/HVI) y sentido filogenético.
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La seleccion de la muestra segin las condiciones de preservacion
(existencia de piezas dentales en condiciones favorables) y la
eficiencia en la recuperacion y amplificacion del DNA redujeron el

tamano potencial de la muestra.

CON RESPECTO A LOS ANALISIS

POBLACIONALES Y FILOGENETICOS.

Se obtuvo un numero representativo de extractos positivos (N=96) de las
tres poblaciones (37 de SR, 31 de IP y 28 de CR) para realizar andlisis

estadisticos.

La distribucion y frecuencia de los haplogrupos en las series antiguas
analizadas, como la presencia de al menos 7 haplogrupos europeos vy la
frecuencia elevada de H, U y U5, confirman el sustrato genético

europeo de la poblacién mallorquina antigua.

Se han definido 13 haplotipos Unicos distintos: 5 de Son Real, 6 de S'lllot
des Porros y 2 de Can Reiners que no se han encontrado entre las
poblaciones de referencia, lo que permite hipotetizar que se trata de
linajes antiguos que han desaparecido y cuya presencia en SR e IP seria
el reflejo de las caracteristicas distintivas de cada grupo; teniendo en
cuenta que ambas necrdopolis comparten una misma cultura, un
espacio geogrdfico muy préximo y dataciones que se solapan, los
haplotipos Unicos avalarian la hipdtesis antropoldgica de una élite en IP
en cuanto que mostraria rasgos genéticos propios del grupo y diferentes
de los de SR, sin descartar la posibilidad de que el tamano muestral y el
nUmero de poblaciones no hayan sido suficientes y que al aumentar

dichos pardmetros, estos linajes propios puedan dejar de serlo.

Los andlisis estadisticos (drbol de Neighbor-Joining, componentes

principales, escalamiento mulfidimensional) muestran que IP y SR estdan
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mas separados que IP y CR o SR y CR. Asi pues las series de Son Real y
S'llot des Porros presentan diferencias significativas en los linajes del
MiDNA, debido a frecuencias distintas en haplogrupos, concretamente
la mayor presencia de haplogrupos orientales en Son Real (haplogrupo
W) vy la presencia de lingjes Unicos, pudiendo ser consecuencia de la
diferencia entre los segmentos de poblacién, tal y como se ha
expresado en la conclusidn anterior, que usaron una y ofra necropolis,

incluso en la época en la que simultanearon ambos cementerios.

Dentro del contexto europeo, la serie de Can Reiners muestra pocas
diferencias tanto a nivel de haplogrupos como de haplotipos con las
dos series talaydticas, lo que indica la continvidad de un importante
numero de lingjes mitocondriales en el seno de la poblacion
mallorquina. Asi pues, los eventos poblacionales que cambiaron la faz
de la isla con el paso de las culturas prehistéricas al mundo cldsico y
tardoromano, no tuvieron una influencia decisiva en cuanto a la
estructura genética de la poblacién en base al mtDNA. Ello significa una
continuidad importante de linajes femeninos por o que los pueblos que
conquistaron, ocuparon o se relacionaron con la isla durante este
periodo no readlizaron una aportacion significativa de poblacién
femenina, situacidon que deberia contrastarse mediante el andlisis de

linajes masculinos (cromosoma Y).

La presencia de al menos una de las variantes mitocondriales africanas
(haplogrupo L3) en la muestra de Can Reiners analizada, es indicativo
de los contactos con pueblos africanos, ya sea directamente como lo
indican algunos andlisis morfolégicos, ya sea través de civilizaciones mds
cosmopolitas, como la romana que en su asentamiento pudieran
aportar un pool genético muy diverso entre los familiares de sus huestes

o esclavos.

A partir del andlisis molecular (RFLPs y las secuencias), se puede deducir

que estas series antiguas poseian una diversidad genética mitocondrial
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que les sitta en una posicion intermedia respecto a la diversidad de
otras series antiguas y modernas. Asimismo puede que se trata de
poblaciones poco enddgamas, con una importante apertura a otros
grupos, al menos parecida a la que presentan pueblos actuales.
Teniendo en cuenta el famano inicial de las series (unos 250
enterramientos a lo largo de diversos siglos) y el tamano final de las
series (entre 37 y 28 Individuos caracterizados), la diversidad obtenida

adqguiere una dimensién notable.

Los diversos andlisis comparativos con series antiguas y poblaciones
contempordneas situan de forma coherente las series de SR, IP y CR en
el contexto del Mediterrdneo evidenciando el mantenimiento de un
claro sustrato europeo parecido a las poblaciones mds préximas de la
vertiente mediterrdnea de la Peninsula Ibérica. Estos datos estdn

apoyados por andlisis de antropologia ésea y dental.

Se observa una relacion filogeogrdfica con poblaciones del Este
Mediterrdneo, en especial de la serie de Son Real — necrdpolis que
posee las dataciones mds antiguas - a través de haplotipos singulares
como 16223T-16292T. Ello permite hipotetizar la influencia de pueblos
originarios del levante mediterrdneo y la existencia de relaciones

matrilineales en el origen de esta poblacién prehistdrica.

Por lo antes expuesto se puede afirmar que la Bahia de Alcudia fue y es

un crisol genético del Mediterrdneo.
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