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Resumen

En este trabajo se presentan los primeros resultados de un estudio de paleogenética realizado en
los restos 0seos de Elba, la mujer mesolitica de Chan do Lindeiro (Pedrafita do Cebreiro, Lugo). El
estudio se realiz6 a nivel de ADN mitocondrial completo y de marcadores nucleares relacionados
con rasgos fenotipicos, como pigmentacién y tolerancia a la lactosa. El método se basa en el
enriquecimiento mediante captura por hibridacién de ADN mitocondrial y gendémico, seguido de
secuenciacion de alto rendimiento. La cobertura obtenida para los marcadores genomicos resultd
insuficiente, pero el genoma mitocondrial se recuperd en un 99%. La mujer de Chan do Lindeiro
pertenece al haplogrupo U, caracteristico de los cazadores recolectores europeos, y dentro de éste, en
el subhaplotipo U5bl, cuyo origen se sitiia en la Peninsula Ibérica hace unos 16-20000 afios.
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Abstract

In this work the first results of a paleogenetic study are presented in the bone remains of Elba, the
mesolithic woman of Chan do Lindeiro (Pedrafita do Cebreiro, Lugo). The study was performed at
the level of complete mitochondrial DNA and of nuclear markers related to phenotypic traits, such
as pigmentation and lactose tolerance. The method is based on enrichment by hybridization capture
of mitochondrial and genomic DNA, followed by high throughput sequencing. The coverage
obtained for the genomic markers was insufficient, but the mitochondrial genome was recovered by
99%. The Chan do Lindeiro woman belongs to the haplogroup U, characteristic of the European
hunter gatherers and within this, in the subhaplotype U5bl, whose origin is located in the Iberian
Peninsula some 16-20000 years ago.
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista genético, las
poblaciones mesoliticas de la Europa Oc-
cidental se caracterizan por su homogenei-
dad. Los estudios genéticos de restos de
cazadores-recolectores europeos coinciden
en la prevalencia del haplogrupo mitocon-
drial U, desde el Pleistoceno Superior al Ho-
loceno y hasta el comienzos del Neolitico,
cuando nuevos haplogrupos asociados a los
primeros agricultores empiezan a aparecer
en Europa (PINHASI et al., 2012; LAZA-
RIDIS et al., 2014, JONES et al., 2015). Un
estudio reciente que reiine mas de 60 mues-
tras de cazadores-recolectores europeos de
hasta 35000 anos de antigiiedad (Posth et
al.,, 2016) explica esta prevalencia como el
resultado de una crisis demografica en torno
al ultimo maximo glacial hace unos 14000
afos, que habria reducido drasticamente la
variabilidad genética de las poblaciones an-
cestrales en Europa.

Particularmente en la Peninsula Ibéri-
ca se han estudiado un total de 25 muestras
humanas prehistéricas a nivel de ADN mito-
condrial completo (SANCHEZ-QUINTO et
al., 2012; GUNTER et al., 2015; OLALDE
et al., 2015; POSH et al., 2016). Solo una de
estas muestras corresponde al periodo meso-
litico en Espafia (La Brafia 1, SANCHEZ-
QUINTO et al, 2012; OLALDE et al.,
2014), mientras que las otras 24 presentan da-
taciones correspondientes a diferentes épocas
del Neolitico. El individuo de La Braiia fue
asignado al haplotipo U5b2cl (SANCHEZ-
QUINTO et al., 2012; OLALDE et al., 2015)
y un 16.6% de las muestras neoliticas se asig-
naron a diferentes subhaplotipos del U5b, lo
que constata la supervivencia de este grupo
en la Peninsula durante la época Neolitica,
si bien se observa una disminucion de su fre-
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cuencia en consonancia con lo que ocurre en
el resto de Europa con la llegada de la agri-
cultura.

A nivel de ADN nuclear, el reciente de-
sarrollo de nuevas tecnologias de captura y
secuenciacion gendémica ha permitido la re-
cuperacion de un elevado numero de mar-
cadores nucleares en muestras prehistoricas
y en algunos casos, de genomas nucleares
completos (LAZARIDIS et al., 2014; 2016;
GAMBA et al., 2015, JONES et al., 2015,
HAAK et al, 2015). En base al estudio de
estos genomas antiguos y su comparacion
con poblaciones actuales se ha llegado a la
identificacion de al menos tres componen-
tes ancestrales en las poblaciones europeas:
una componente que deriva de poblaciones
paleoliticas del Norte Euroasiatico; una que
procede de las poblaciones de cazadores-
recolectores de la Europa Occidental; y por
ultimo, una componente derivada de los pri-
meros granjeros europeos (LAZARIDIS et
al., 2014). Todos los individuos mesoliticos
analizados hasta la fecha en la Europa Oc-
cidental (LAZARIDIS et al, 2014; SCKO-
GLUND et al., 2014; JONES et al., 2015;
HAAK et al, 2015), se situan fuera de la
variabilidad genética de las poblaciones eu-
ropeas actuales, pero se agrupan entre ellos
formando el cluster denominado WHG
(west hunter-gatherers, cazadores-recolec-
tores occidentales), 1o que confirma las ob-
servaciones basadas en ADNmt en cuanto a
la poca variabilidad genética de estas pobla-
ciones mesoliticas.

Ademas de estudios poblacionales, en
algunos casos, la disponibilidad de marca-
dores nucleares ha permitido estudiar carac-
teres fenotipicos en muestras prehistoricas.
Concretamente, en la Peninsula Ibérica se
han podido identificar en los restos de La
Brana marcadores nucleares relacionados
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con pigmentacion de piel, cabello y ojos, lo
que llevo a la identificacion de ojos de colo-
racion clara por primera vez en un individuo
preneolitico. Asi, el individuo de La Brafa
se describié como un hombre de aspecto ro-
busto, tez oscura y ojos azules y esta imagen
se ha venido utilizando como imagen carac-
teristica de los cazadores-recolectores de la
Europa Occidental (Fig. 1). Sin embargo,
en los ultimos dos anos, el estudio de nue-
vas muestras ha llevado a la identificacion
de distintos fenotipos para pigmentacion en
el mesolitico europeo (JONES ez al., 2015),
poniendo en entredicho la prevalencia de los
ojos claros en estas poblaciones. El caso de
la Brafia nos recuerda lo poco que sabemos
aun de las poblaciones humanas antiguas,
especialmente en la Peninsula Ibérica, y la
necesidad de aportar nuevos datos a fin de
evitar generalizaciones desacertadas.

En este estudio llevamos a cabo el estu-
dio genético de la muestra humana de Chan
do Lindeiro a nivel de ADN mitocondrial
completo y de marcadores nucleares relacio-
nados con rasgos fenotipicos, como pigmen-
tacion y tolerancia a la lactosa. E1l ADN mi-
tocondrial ha sido el marcador de eleccion
en la mayor parte de los estudios de ADN
antiguo (ADNa) realizados hasta la fecha.
Es el ADN de las mitocondrias, que pueden
estar presentes en las células vivas en nume-
ro de cientos, por lo que cada célula contiene
centenares de copias de los genes mitocon-
driales, en contraste con el ADN nuclear,
del que solo porta dos copias por gen, la
materna y la paterna. Asi, tras la muerte
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del individuo y con el paso del tiempo, es
mas probable que se conserven fragmentos
de ADN mitocondrial que de nuclear. En
el caso de Elba, una muestra de casi 10000
afos de antigliedad, se recurrié a tecnolo-
gia genomica puntera para la recuperacion
de ADNa, concretamente se llevo a cabo
un proceso de enriquecimiento basado en la
captura por hibridaciéon de ADN mitocon-
drial y genomico, seguido de secuenciacion
de alto rendimiento en una plataforma Illu-
mina HiSeq2000. Gracias a esta tecnologia
se pudo verificar la autenticidad del ADN
de la muestra y recuperar su genoma mito-
condrial con una cobertura media en torno
a 50X. En el caso de los marcadores nuclea-
res, la cobertura fue del 0.1x, lo que no es
suficiente para su genotipado, por lo que
su estudio se esta completando en la actua-
lidad con otro proyecto de mayor enverga-
dura que incluye la secuenciacion genémica
completa del individuo de Chan do Lindeiro
(FORTES et al., en preparacion).

Elba es el individuo mas antiguo estu-
diado a nivel genético en el mesolitico de la
Peninsula Iberia y es también la muestra an-
tigua mas occidental estudiada en Europa.
La caracterizacion de su genoma contribuye
a profundizar en el conocimiento de las po-
blaciones antiguas, cuales eran los vinculos
genéticos entre ellas, como se desarrollaron
demograficamente a lo largo de la prehisto-
ria y en que medida su legado genético ha
llegado a nuestros dias, contribuyendo o no
a la composicion genomica de las poblacio-
nes europeas actuales.
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Fig. 1. Reconstruccion del aspecto tipico de un cazador-recolector del mesolitico Ibérico basada en las predic-
ciones fenotipicas de OLALDE et al., 2014.
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MATERIAL Y METODOS

El procesado de las muestras de Chan do
Lindeiro, incluyendo la descontaminacion
de las mismas, la extraccion de ADN y la
construccion de librerias gendémicas para
secuenciacion se llevo a cabo en la Univer-
sidad de York (Reino Unido), en un labo-
ratorio de ADNa especialmente disefiado
para la manipulacion de restos arqueologi-
cos. Dicho laboratorio dispone de estancias
exclusivamente dedicadas al procesado de
muestras antiguas, con espacios presuriza-
das para evitar la entrada de aire no filtrado
del exterior, asi como lamparas de luz ultra-
violetas para la esterilizaciéon de todas las
superficies y materiales que han de estar en
contacto con las muestras antiguas.

Descontaminacion de la muestra y extraccion
del ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo a
partir de material 6seo y dentario de la mues-
tra, concretamente se utilizaron un fragmen-
to del hueso femoral y la raiz de un molar.
Previamente a la extraccion, los restos 0seos
y dentario fueron descontaminados a fin de
minimizar la presencia de ADN exogeno. En
este proceso, los fragmentos fosiles se expu-
sieron a luz ultravioleta durante 10 minutos
cada lado. A continuacion se procedio a la
eliminacion de la capa mas externa del hue-
so, utilizando una sierra eléctrica y material
de pulido desechable. Finalmente, el hueso
pulido se expuso nuevamente a luz u.v. du-
rante 10 minutos por cada una de sus caras.
El hueso descontaminado fue pulverizado
usando morteros de ceramica previamente
esterilizados con lejia durante 24h.

Doscientos cincuenta miligramos de pol-
vo del hueso femoral y 50 mg de polvo de la
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raiz del molar fueron utilizados para llevar
a cabo dos extracciones independientes. En
cada caso el polvo de hueso se incubo con
EDTA y proteinasa K a 37 grados y en rota-
ciéon suave durante 12-16h. A continuacion
se sigui6 el protocolo de ROHLAND et al.
(2010), especialmente disefiado para la ex-
traccion de ADN a partir de muestras anti-
guas. Finalmente se obtuvo un volumen de
50 pl de extracto a partir de cada una de las
dos muestras (femoral y raiz).

Construccion de librerias NGS y captu-
ra por hibridaciéon

De cada uno de los extractos se utilizaron
20 ul para la construccién de librerias NGS
(Next Generation Sequencing) siguiendo el
protocolo de MEYER Y KIRCHER 2010,
con las modificaciones propuestas por FOR-
TES Y PAIJMANS 2015. En la construc-
cion de las librerias a partir de la muestra de
fémur se utilizaron adaptadores marcados
con una secuencia index diferente a la utili-
zada en las librerias construidas a partir de
la raiz del molar, a fin de diferenciar el ADN
extraido a partir de una y otra muestra. Las
librerias construidas se amplificaron en cua-
tro PCRs paralelas de 12 ciclos cada una, y
los productos de estas PCRs se juntaron y
purificaron en una columna MinElute. A fin
de aumentar el numero de copias de los frag-
mentos de ADN para la captura, el volumen
total del purificado (20 ul) se utilizo como
molde para otras cuatro reacciones paralelas
de 12 ciclos, y los productos de estos se vol-
vieron a juntar para su purificacién en una
sola columna MinElute. Este ultimo purifi-
cado se cuantifico en un aparato Nanodrop
y se sometio al protocolo de enriquecimien-
to mediante captura por hibridacion.

Para la captura de ADN mitocondrial y
de los SNPs nucleares se siguié el protocolo
de HODGES et al. (2009), con las optimiza-



CAD. LAB. XEOL. LAXE 39 (2017)

ciones descritas por FORTES y PAIJMANS
(2015) para muestras antiguas. La captu-
ra se llevo a cabo en un microarray 244k
DNA SureSelectTM (Agilent, Boblingen,
Germany), cubierto por sondas especificas
para la hibridacion de ADN mitocondrial
humano y de las secuencias de ADN que
contienen los SNPs de pigmentacion y to-
lerancia a la lactosa. Para el disefio de las
sondas mitocondriales se utilizo como refe-
rencia la secuencia revisada de Cambridge
(NC_012920), mientras que para los SNPs
las sondas se disefiaron a partir de secuen-
cias de 100 pares de bases en torno a los mis-
mos, tomando como genoma de referencia
el hgl9 (también conocido como Built37).
En ambos casos, tanto para el mitocondrial
como para el nuclear, se construyeron son-
das de 60 nucledtidos de longitud, con un
solapamiento de 2 bases hasta cubrir la lon-
gitud total de las secuencias de referencia.

El array y las librerias se mantuvieron
en contacto y en rotacion suave a 65 grados
durante 72h. Concluido el tiempo de hibri-
dacion, el eluido fue amplificado y usado de
nuevo para una segunda ronda de hibrida-
cion de otras 72h, siguiendo las indicaciones
de FORTES y PAIJMANS (2015).

Secuenciacion del ADN y procesado de los
datos NGS

El pool de librerias femorales y las del
molar se secuenciaron en un lane de la pla-
taforma HiSeq2000 de Illumina, en modo
100SE en el Danish National Sequencing
Centre de la Universidad de Copenhague.
Los archivos BCL resultantes se convir-
tieron al formato fastq usando el pipeline
de Tllumina para la identificacion de bases
(Illumina Pipeline v1.4). A continuacion se
uso el programa Cutadapt v1.3 (MARTIN,
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2011) para eliminar restos de la secuencia
del adaptador P7 en los extremos 3’y la se-
cuencia index del extremo 5°, asi como todas
aquellas secuencias en las que los indices de
las extremos 5’ y 3’ no fueran coincidentes,
ya que esto es indicativo de la formacion de
quimeras durante la amplificacién PCR de
los productos de la captura. Durante este
procedimiento, fueron descartadas también
todas las secuencias de longitud inferior a
25 nucledtidos a fin de evitar alineamientos
espurios en etapas posteriores. Las secuen-
cias libres de adaptadores que superaron el
filtro de longitud, se alinearon al genoma
de referencia —-rCRS para el mitocondrial y
los correspondientes cromosomas del hgl9
para la localizacion de los SNPs-. Para el ali-
neamiento se utilizo el programa bwa-0.5.9
(LT y DURBIN, 2009) y a continuacién sa-
mtools 0.1.19-44428 para el indexado, elimi-
nacion de secuencias clonicas y filtrado de
calidad (-q30) de las secuencias mapeadas.
Para evitar errores de genotipado asociados
a la degradacion del ADN en muestras an-
tiguas, se descartaron 5 nucleotidos en cada
uno de los extremos 5’y 3’ de las secuencias,
ya que estos son mas sensibles a la desami-
nacion de las citosinas a timinas (BRIGGS
et al., 2007). Todos los sitios polimorficos
identificados se confirmaron a través de la
visualizacion directa de los alineamientos en
Tablet 1.13.05.02 (MILNE et al., 2013) en el
caso de las secuencias mitocondriales y en
IGV, en el caso de las secuencias SNP. La
cobertura del genoma mitocondrial se de-
termino usando el programa GATK (MAC-
KENNA et al., 2010). A fin de testar la au-
tenticidad de las secuencias de ADN se uti-
liz6 el software MapDamage (GINOLHAC
etal., 2011), que cuantifica y representa gra-
ficamente la presencia de desaminacidon de
las citosinas en los extremos de las secuen-



118 Gonzalez, G., Grandal, A., Vidal, J.R.y Hofreiter, M.

cias. Este daiio molecular se ha encontrado
de forma consistente en muestras antiguas
y es una caracteristica que actualmente se
utiliza para confirmar la autenticidad de las
mismas (KRAUSE ez al, 2010; ORLAN-
DO et al., 2011).

Caracterizacion del haplotipo mitocondrial

Los polimorfismos con una cobertura de
3 o mas secuencias fueron utilizados para
identificar el haplotipo mitocondrial de los
restos de Elba. Para la asignacién del ha-
plotipo se uso Haplogrep (http://haplogrep.
uibk.ac.at/index.html), una herramienta on-
line que permite la comparacién automatica
del conjunto de posiciones polimérficas con
la completa y actualizada filogenia mitocon-
drial de Phylotree (http://www.phylotree.
org/).

Estima de los niveles de contaminacion

La presencia de contaminantes en las se-
cuencias de ADNmt se evalué como la pro-
porcién de bases secundarias (distintas a la
base mayoritaria) en posiciones diagnostico
para la definicién del haplogrupo. Se con-
sideraron posiciones diagnoésticos aquellas
identificadas por Haplogrep para asignar
un determinado haplotipo. El porcentaje
de contaminacién en la muestra se estimo
como la proporcion de bases secundarias del
total de secuencias cubriendo las posiciones
diagnostico.

Analisis filogenético
La secuencia consenso del mitocondrial

completo de Chan do Lindeiro se alineo a
otras 60 secuencias de mitogenomas anti-
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guos usando el software MUSCLE. Para
el alineamiento se incluyeron las secuen-
cias mitocondriales completas de La Brafia
(OLALDE et al, 2014), de 35 individuos del
Paleolitico Superior y Holoceno europeo
publicadas recientemente por POSTH ez al.
(2016) y 24 mitogenomas de distintas épo-
cas del neolitico en Espafnia (GUNTHER
et al., 2015; HAAK et al, 2015; OLALDE
et al., 2015). El alineamiento se utilizo para
la construccion de un arbol filogenético de
maxima verosimilitud (Maximum Likeli-
hood Tree) en RaxML (STAMAKIS, 2014).
Como outgroup se utilizo el mitocondrial
completo de un individuo Neanderthal de
Vindija (FM865410.1). El arbol se constru-
yo con un 95% de delecién parcial y bajo
el método GTR+G. El soporte estadistico
del arbol generado se testo con 500 replicas
bootstrap.

La filogenia generada se visualizo en
FigTree v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/soft-
ware/) y finalmente se redefinié en Inkscape
(https://inkscape.org/en/).

Caracterizacion fenotipica

La Tabla 1 recoge los SNP incluidos en
el microarray para la captura de marcadores
nucleares asociados con rasgos fenotipicos.
Esta tabla incluye los ocho marcadores del
sistema 8-plex (SPICHENOK et al, 2011;
PNEUMAN et al., 2012) y los 24 del Hiris-
plex (WALSH et al., 2013) para la predic-
cion del color de ojos, cabello y piel. Ade-
mas de estos, también se incluyeron en el
array sondas que cubren loci relacionados
con la tolerancia a la lactosa: rs4988235 y
rs4988235.
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Tabla 1. Panel de SNPs utilizados en la captura para la prediccion de rasgos fenotipicos.
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Posicion cromosomica

Gen SNP en hg19 Sistema predictivo Referencia
MCIR N29insA Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs11547464 Chrl6: 89,986,091 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs885479 Chrl6: 89,986,154 8-Plex, Hirisplex szjilait;l;iozlgl’z
MCIR rs1805008 Chrl6: 89,986,144 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs1805005 Chrl6: 89,985,844 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs1805006 Chrl16: 89,985,918 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs1805007 Chrl6: 89,986,117 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs1805009 Chrl6: 89,986,546 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR Y1520CH Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs2228479 Chrl6: 89,985,940 Hirisplex Walsh et al., 2013
MCIR rs1110400 Chrl6: 8,998,6130 Hirisplex Walsh et al., 2013

SLC45A2 rs28777 Chr5: 33,958,959 Hirisplex Walsh et al., 2013
SLC4SA2 | 1516891982 |  Chrs: 33,951,693 §-Plex, Hirisplex | pwash etal 20/,
KITLG rs12821256 Chrl12: 89,328,335 Hirisplex Walsh et al., 2013
EXOC2 rs4959270 Chr6: 457,748 Hirisplex Walsh et al., 2013

IRF4 1512203592 Chré: 396,321 8-Plex, Hirisplex Pzgli‘ai’ :tl.t,z 5021031’ 5

TYR rs1042602 Chrll: 88,911,696 Hirisplex Walsh et al., 2013

OCA2 rs1800407 Chrl5: 28,230,318 Hirisplex Walsh et al., 2013

SLC24A4 1rs2402130 Chrl4: 92,801,203 Hirisplex Walsh et al., 2013
HERC2 rs12913832 Chrl5: 28,365,618 8-Plex, Hirisplex sz:}ilaitzl;lﬁozlgl’z

ASIP/PIGU rs2378249 Chr20: 33,218,090 Hirisplex Walsh et al., 2013
SLCMA4 | rSI2896399 | Chrl4: 92,773,663 |  §-Plex, Hirisplex | Wedneral 204

TYR rs1393350 Chrll: 89,011,046 Hirisplex Walsh et al., 2013
TYRPI rs683 Chr9: 12,709,305 Hirisplex Walsh et al., 2013
OCA2 rs1545397 Chrl5: 28,187,772 8-Plex Pneuman et al., 2012

SLC45A5 rs1426654 Chrl5: 48,426,484 8-Plex Pneuman et al., 2012

ASIP rs6119471 Chr20: 32,785,212 8-Plex Pneuman et al., 2012

MCM6 rs4988235 Chr2: 136,608,646 Tolerancia a la lactosa Kettunen et al., 2010
MCM6 rs182549 Chr2: 136,616,754 Tolerancia a la lactosa Ye and Gu 2011
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RESULTADOS
Cobertura genética e identificacion del
haplotipo mitocondrial

La Tabla 2 recoge los resultados de se-
cuenciacion NGS de los productos de cap-
tura mitocondrial en la muestra de Chan do
Lindeiro. Un 19% de las secuencias obtenidas
mapearon al genoma mitocondrial de referen-
cia (rCRS), si bien tras la eliminacién de las
secuencias clonales y de aquellas que no su-
peraron los criterios de calidad, el porcentaje
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de ADN endogeno y util se redujo al 0.41%,
un porcentaje similar de otras muestras anti-
guas sometidas a captura mitocondrial y que
se explica por el alto porcentaje de secuencias
clonales que resulta esta técnica (SANCHEZ-
QUINTO et al., 2012). Finalmente, el 99% de
la secuencia del genoma mitocondrial fue cu-
bierta con una densidad media de 58.47 lec-
turas por cada posicion. Los sitios variables
con respecto a la secuencia de referencia y
con una cobertura de al menos tres lecturas,
se utilizaron para la determinacion del haplo-
tipo mitocondrial en Haplogrep.

Tabla2. Descripcion de los resultados NGS obtenidos a partir de la libreria de Chan do Lindeiro.

Muestra Numero de secuencias
Totales Sin Mapeadas Mapeadas Mapeadas | Cobertura % del
adaptadores que superan | no clonales | media por genoma
los filtros de sitio cubierto
calidad
Chan | 2006422 1934347 394300 375806 8341 58.47 99.1

Las posiciones diagnostico recogidas en
la Tabla 3 fueron utilizadas para identificar
el haplotipo mitocondrial en Haplogrep. En
base a la comparacion de estas posiciones con
Phylotree se identifico el haplotipo de Elba
como U5bl con una calidad del 94.73%. Un
total de 20 posiciones definen el haplotipo
US5b, dos de las cuales, 4769 y 8860, faltan en

Chan do Lindeiro, ya que se trata de posicio-
nes no cubiertas por los fragmentos resultan-
tes de la captura. Al mismo tiempo, la varian-
te 6713T de Chan do Lindeiro fue identifica-
da como mutacion privada por Haplogrep,
lo cual significa que en la base de datos de
PhyloTree ninguna muestra de perteneciente
al haplotipo U5b porta dicha variante.

Tabla 3. Haplotipo mitocondrial y posiciones diagnostico en Chan do Lindeiro.

12372A, 13617C, 14182C, 14766T, 15326G,

Muestra Haplogrupo Posiciones diagnostico Otras variantes
73G, 150T, 263G, 750G, 1438G, 2706G, 3197C,
Chan Usb 7028T, 7768G, 9477A, 11467G, 11719A, 12308G, 6713T

16192T, 16270T




CAD. LAB. XEOL. LAXE 39 (2017)

AUTENTICIDAD DELOSRESULTADOS

La condicion haploide del genoma mito-
condrial ofrece la posibilidad de identificar
con relativa facilidad la presencia de con-
taminantes entre las secuencias generadas.
Concretamente, esta estima se basa en la
cuantificacién del numero de bases secunda-
rias, es decir, bases que difieren de la varian-
te mayoritaria en una determinada posicion.
En el caso de Chan do Lindeiro, el porcenta-
je de contaminantes es del 2.14%, sin embar-
go, algunas de estas variantes pueden expli-
carse como el resultado de danos postmor-
ten esperables en el ADNa, concretamente
las desaminaciones que llevan al cambio
de citosinas por timinas y de adeninas por

030 =
025 =

020 —

2.0
a0s - \'\_

——
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guaninas. Si excluimos estas posibles transi-
ciones, el porcentaje de bases secundarias o
contaminantes disminuye al 1.7%.

El proceso de desaminacién ocurre fun-
damentalmente en los extremos de los frag-
mentos de ADN, que al romperse generan
bordes de cadena simple mas sensibles a da-
nos moleculares que la doble cadena. La Fi-
gura 2 generada por MapDamage (GINOL-
HAC etal., 2011) representa graficamente la
proporcion de este tipo de daiios que en los
extremos 5’y 3’ de las secuencias de Chan
do Lindeiro estaria en torno al 10%, lo que
confirma la antigiiedad de las moléculas de
ADN y el origen endogeno de las secuencias
generadas.
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Fig 2. Representacion grafica obtenida con MapDamge (GINOLHAC et al., 2011) de los porcentaje de des-
animacion en los extremos de las secuencias de Chan do Lindeiro. A. Desaminacion de citosinas a timinas en
los extremos 5°. Desaminacion de adeninas a guaninas en los extremos 3’.

Analisis filogenético del linaje mitocondrial
de Elba

La Figura 3 representa graficamente la
filogenia obtenida a partir del alineamiento
de la secuencia mitocondrial completa de
Chan do Lindeiro junto con los mitogeno-
mas de otros 39 individuos prehistoricos eu-
ropeos. En el arbol se distinguen tres clados:

1. Un clado formado por tres individuos
del paleolitico medio que fueron todos ellos

asignados al haplotipo mitocondrial M por
Haplogrep. Este haplotipo M se encuentra
actualmente en Asia, Australia y Sudamé-
rica, pero no en Europa, donde solo se ha
identificado en estas tres muestras antiguas
(POSTH et al., 2016).

2. Un clado que agrupa la mayor parte
de las muestras estudiadas, desde el Paleo-
litico al Neolitico y presentan todas ellas
haplotipos todavia existentes en la Europa
actual.
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3. El individuo CS7675 es una muestra
neolitica procedente de Cova de la Sarsa,
en el noreste de la Peninsula Ibérica y cuyo
ADN mitocondrial fue publicado por OL-
ALDE et al. (2015). En la informacion
suplementaria de la publicacion los autores
describen una escasa cobertura del genoma
mitocondrial de esta muestra, en el que fal-
tan muchas de las posiciones definitorias
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del haplotipo, de hecho, pudieron genotipar
solo 12 sitios polimoérficos, 10 de los cuales
con una cobertura inferior a 3 lecturas, lo
que podria dar lugar a errores de genotipa-
do que explicarian su posicionamiento en la
filogenia, al margen de los otros clados.

El individuo de Chan do Lindeiro se
sitia dentro del clado mayoritario, junto a
individuos que fueron asignados al haplo-
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Fig 3. Analisis filogenético de los genomas mitocondriales bajo el método de Maxima verosimilitud (RaxML,
STAMAKIS 2014). Elba se encuentra bajo la denominacion de “Chan”. Al lado de cada individuo se incluye
su datacion 14C calibrada y su asignacion haplotipica (GUNTHER et al., 2015; HAAK et al., 2015; OL-

ALDE et al., 2015; POSTH et al., 2015).
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tipo U5b1, si bien ninguna de las secuencias
incluidas en este buscado es idéntica a la de
Chan do Lindeiro. La otra muestra mesoli-
tica ibérica (La Brafia), aparece asociada a
una muestra de Hohlenstein (Alemania), en
un buscado hermano al de Chan do Lindei-
ro cuyas muestras fueron todas asignadas al
haplotipo U5b2. Dos muestras Paleoliticas
de Dolni Vestonice (Republica Checa) y una
de Goyet (Belgica) son basales a todo el bus-
cado, las mismas muestras fueron asignadas
por Haplogrep al haplogrupo U5, forma an-
cestral del resto de haplotipos de este grupo.

La mayoria de los individuos neoliti-
cos incluidos en esta filogenia se agrupan
en subclados compuestos exclusivamente
de muestras postmesoliticas. ATP2, 9 y 20
(Burgos, Espana) y Minal8 (Soria, Espafia)
son la excepcion a esta tendencia, ya que se
agrupan en el buscado U, préoximas a Chan
do Lindeiro y La Brana.

Caracterizacion fenotipica

La cobertura de las posiciones diag-
nostico para los marcadores moleculares
asociados a rasgos fenotipicos fue igual o
inferior a 0.1 lecturas por posicion. Esta co-
bertura indica un escaso éxito en el proce-
so de captura de las secuencias nuclearles e
impide llegar a algtn tipo de conclusion en
cuanto al aspecto o caracteristicas metabo-
licas del individuo de Chan do Lindeiro, ya
que la ausencia total o baja cobertura de los
SNPs de interés impide su genotipado, asi
como la distincion entre secuencias endoge-
nas de la muestra de otras contaminantes.
Con tal motivo, los datos genéticos que se
presentan en esa monografia asociados a
rasgos fenotipicos y que se han utilizado
en la reconstruccidon del aspecto fisico de
Chan do Lindeiro (SERRULLA, presente
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volumen), proceden de una comunicacion
personal de los resultados preliminares de
un estudio de mayor envergadura, en el que
se esta llevando a cabo la secuenciacion ge-
nomica nuclear de este individuo (FORTES
et al., en preparacion). En base a los marca-
dores del sistema HirisPlex y 8-Plex que se
han podido recuperar en el proyecto genoé-
mico, sabemos que el individuo de Chan do
Lindeiro tenia ojos y cabello oscuros y era
intolerante a la lactosa, si bien no se pudo
determinar con certeza la coloracién de la
piel debido a la ausencia de cobertura en las
posiciones de los marcadores asociados a
este caracter. El mismo estudio ha confir-
mado a nivel genético el sexo femenino de
la muestra.

DISCUSION

En termino genéticos y demograficos,
los principales eventos que afectaron al de-
sarrollo de las poblaciones europeas desde
la primera llegada del hombre moderno a
Europa, hace unos 50000 anos, pueden resu-
mirse en los siguientes episodios: la repobla-
cion de Europa desde los refugios glaciales
tras el ultimo maximo glacial (UMG, hace
aproximadamente 24000 afios); la recolo-
nizacion de las areas desiertas tras el final
del Dryas reciente en la era postglacial (hace
unos 11500 afios); la expansion del Neolitico
desde el Oriente Proximo (hace aproximada-
mente 8000 afos); y migraciones posteriores
a menor escala, como las invasiones desde la
estepa rusa en la edad del Bronce. Todos es-
tos fenomenos supusieron cuellos de botella
poblacionales y alteracion de las frecuencias
alélicas debido a la subsecuente deriva ge-
nética. La posibilidad de recuperar ADN a
partir de muestras antiguas esta permitien-
do cuantificar de forma directa el impacto
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genético y demografico de estos eventos y al
hacerlo, esta llevando a revisar teorias asen-
tadas en evidencias arqueologicas que tratan
de explicar las consecuencias demograficas y
culturales de estos episodios en las socieda-
des primitivas. Mas aun, la combinacion de
datos paleogenéticos y dataciones de carbo-
no de los restos humanos esta permitiendo
describir a una escala cada vez mas fina los
distintos tiempos y modos de transicioén po-
blacional en las distintas areas geograficas
en Europa.

En general, los datos genéticos coinci-
den con los arqueologicos en la descripcion
de poblaciones bastante homogéneas en el
periodo que va desde el UMG hasta el co-
mienzo de la expansioén neolitica. Sin em-
bargo, poco se sabe a nivel genético de los
pobladores preUMG, estudios recientes ha
descubierto una variabilidad genética mayor
de la espera en muestras de esa €poca, con la
presencia del haplotipo M, hoy dia ausentes
en Europa (POSTH et al., 2016) y de for-
mas ancestrales del haplotipo N (FU et al,
2015). Segiin POSTH et al. (2016) esta varia-
bilidad se habria perdido en torno al Dryas
reciente (hace 14500-115000 afios), en los
cuellos de botella asociados a los procesos
de retirada y expansion desde los refugios
glaciales. De hecho, la mayoria de las mues-
tras de cazadores-recolectores del Paleoliti-
co superior y mesolitico europeo pertenecen
a algun subtipo de un unico haplogrupo, el
U (BRAMANTI et al., 2009; HAAK et al.,
2915 ; FU et al., 2013; POSTH et al., 2016).

El individuo de Chan do Lindeiro tam-
bién pertenece a este haplogrupo U, lo que
es esperable considerando su antigiiedad y
origen geografico. Dentro del haplogrupo U,
Chan do Lindeiro se clasifica en el subha-
plotipo U5bl, cuyo origen se situa en la
Peninsula Ibérica hace unos 16-20000 afios
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(MALYARCHUK et al., 2010). El otro in-
dividuo mesolitico estudiado a nivel de mi-
tocondrial completo en Espafia (La Brafa-
Arintero, Ledn, SANCHEZ-QUINTO et
al., 2012), pertenece al haplotipo US5b2,
que tiene un tiempo de coalescencia algo
mas antiguo, en torno a los 20-24000 afos
(MALYARCHUK et al, 2010) y en la ac-
tualidad tiene su mayor representacion en
centroeuropa. Un tercer subhaplogrupo del
USbesel USb3, cuyo origen se sitiia también
en la Peninsula Italica (PALA et al., 2009).
Considerando la distribucién geografica y
los tiempos de coalescencia parece que una
diversificacion inicial del USb ocurrio6 en el
sur y centro de Europa, seguida de una ex-
pansion de subclusters particulares del U5b
hacia el este europeo (MALYARCHUK et
al., 2010). Esta diversificacion inicial segui-
da de la segregacion geografica se ha relacio-
nado con los cuellos de botella y efectos fun-
dadores en torno al UMG y Dryas reciente
(FU et al., 2013; POSTH et al, 2015). Asi,
Chan do Lindeiro a nivel de ADN mitocon-
drial seria una muestra representativa de la
poblacion de cazadores-recolectores del re-
fugio Franco-Cantabrico y por tanto, de las
poblaciones que desde esta area geografica
recolonizaron las territorios del centro y este
europeo en la era postglacial a medida que
los hielos se retiraban. El impacto demogra-
fico de los portadores del haplogrupo U5 es
reconocible también en la filogenia presen-
tada por POSTH et al. (2016) y en la que
acompaia a este estudio, ya que todas las
muestras postUMG incluidas en el dataset
pertenecen a dicho clado hasta la llegada del
Neolitico.

El haplogrupo U5 se encuentra hoy en
dia en Europa con frecuencias en torno al
5-12%. La forma U5b sigue siendo la de ma-
yor frecuencia en el area franco cantabrica
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y también en las poblaciones europeas oc-
cidentales, en porcentajes que varian del 5
al 8% de la poblacion (BRAMANTI et al.,
2009). Una excepcidn a este bajo porcenta-
je es la poblacién Saami, en el norte de la
Peninsula Escandinava, donde la frecuencia
poblacional del U5Sb alcanza el 26.5-56.8%
(TAMBETS et al., 2004). Tal elevado por-
centaje podria ser el resultado de un aisla-
miento prolongado de esta poblacion Saa-
mi, en la que habria persistido un haplotipo
mitocondrial presente de manera practica-
mente ubicua y en elevadas frecuencias po-
blacionales en la Europa mesolitica.

El analisis de ADN nuclear de muestras
mesolitico europeas confirma la afinidad
genética de estos grupos de cazadores reco-
lectores, posiblemente ligada a la condicion
nomada de estas poblaciones, que habria
favorecido el flujo génico evitando la for-
macion de estructuras genéticas claramente
definidas por limites geograficos, al menos
en la Europa occidental (SANCHEZ-
QUINTO et al, 2012; LAZARIDIS et al.,
2014; JONES et al., 2015). El analisis de la
variabilidad genética de estas muestras y su
comparacion con las poblaciones europeas
actuales los sitiia al margen del pool gené-
tico actual, lo que descarta la existencia de
continuidad genética desde el mesolitico a
nuestros dias, tanto en el sur (incluyendo
cornisa cantabrica y Pais Vasco) como en
el norte de Europa. La falta de continui-
dad parece deberse no solo a la llegada de
los primeros agricultores desde Oriente Me-
dio y al impacto demografico que supuso
la revolucion neolitica (GUNTHER et al.,
2015, MATHIESON et al., 2015), sino tam-
bién a migraciones posteriores masivas que
tuvieron lugar durante la edad del Bronce
(HAAK et al, 2015). En el caso de Chan do
Lindeiro no disponemos todavia de marca-
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dores gendémicos suficientes para comparar
su variabilidad genética con el del conjunto
de muestras antiguas y poblaciones actuales,
sin embargo, disponemos ya de informacién
en cuanto a algunos factores fenotipicos re-
lacionados con su aspecto y caracteristicas
metabolicas. Chan do Lindeiro no presenta
las mutaciones asociadas con la tolerancia a
la lactosa y tendria el cabello oscuro, coinci-
diendo en estos rasgos con la mayoria de las
muestras mesoliticas estudiadas en Europa,
incluyendo el individuo del Paleolitico supe-
rior de Bichon, Suiza (JONES ez al, 2015) y
La Brafia (OLALDE ez al, 2014). Sin em-
bargo, al contrario de La Brana y en comin
con Bichon, Chan do Lindeiro tendria ojos
de coloracién oscura, siendo una de las po-
cas muestras en Europa que testimonian la
presencia de los polimorfismos asociados
con esta tonalidad al menos hace ya 9000
anos.

Los datos aportados por nuestro analisis
genético de Chan do Lindeiro contribuyen a
confirmar la prevalencia del haplotipo U5b
en la Europa Occidental, posiblemente aso-
ciada al cuello de botella que siguio6 al Dryas
reciente y a ampliar nuestro conocimiento
de los rasgos fisicos y metabolicos de estas
poblaciones, confirmando la homogeneidad
de las mismas en cuanto a su poca capaci-
dad para digerir lacteos -caracter que se ha-
bria desarrollado mas adelante, con la llega-
da de la agricultura-, y constatando una ma-
yor variabilidad genética de la descrita hasta
la fecha en cuanto a pigmentacidén ocular.
Nuestro estudio incrementa en un 50% el
nimero de genomas mitocondriales comple-
tos actualmente disponibles en muestras me-
soliticas de la Peninsula Ibérica y extiende el
rango de antigiedad en 2000 afios, confir-
mando la continuidad genética de las pobla-
ciones mesoliticas de la Peninsula Ibérica en
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ese intervalo temporal, al menos en lo que se
refiere a los linajes maternos.
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