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ABSTRACT

In recent years ancient DNA (aDNA) work has consolidated in a field with well defined purposes. Thus, it has
been possible for instance, to give some answers to archaeological or palaesontological questions such as the
phylogenetic relationships between extinct species and their extant descendants, to analyse the genetic variability
of populations across time or infer past demographic changes, migratory routes etc. All this has been possible
thanks to the advances in molecular biology, mainly to the development of the Polymerase Chain Reaction
(PCR).

But despite all this progress, aDNA analysis finds some limitations. mainly, the high risk of contamination
with modern DNA and the poor preservation of DNA from ancient tissues. Environmental conditions
(temperature, humidity and pH) rather than time itself seem to be the critical parameters on the preservation of
these samples, although it is unlikely that DNA will survive chemical degradation beyond 100,000 years.
However, attempts to reproduce these results have not been successtul. The oldest authentified sequences up to
now correspond to a 50,000 years old mammoth and a Neandertal fossil of 100,000 years old. The latter has been
a landmark in the history of this field. The study of tissues preserved in museum collections allows the
phylogenetic relationships analysis between extinct (moa, kiwi, quagga, ...) and extant species. From a
populational point of view, up to the present aDNA studies, are focused essentially in the colonization of
America and Polynesia and the discussion about the origin of mtDNA variation in Europe. In this regard, our
research on prehistoric populations from the Basque Country refutes a proposed hypothesis based on modern
genetic data about the population movement ocurred in the Upper Palaeolithic.

The relevance of the inferences obtained so far, emphasize the importance of the optimization and
development of these techniques. This will enable a new approach in the study of museum collection specimens
which eventually shed new light on old palaeontological and archaeological questions.
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RESUMEN

En los dltimos aios, los trabajos con ADN antiguo se han ido conformando en un campo de investigacion con
unos objetivos bien definidos: las relaciones filogenéticas entre especies extintas y sus descendientes actuales, el

andlisis de la variabilidad genética poblacional a lo largo del tiempo o los cambios demogrificos acontecidos en

algdin momento de su historia. Todo ello ha sido posible gracias a los avances de las técnicas de biologia
molecular y principalmente al desarrollo de la Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR). A pesar de todos estos
avances técnicos, el andlisis del ADN antiguo se encuentra con algunas limitaciones, siendo las mds importantes:

el alto riesgo de contaminacion con ADN actual y el deficiente estado de conservacion del ADN procedente de
tejido antiguo.

Sobre el estado de conservacion del ADN recuperado, parece que las condiciones ambientales (temperatura,
humedad y pH) tienen mayor influencia que la antigiiedad del material, aunque no parece probable que el ADN
sobreviva al proceso de degradacién quimica mds alld de 100.000 afios. Las secuencias mds antiguas
autentificadas que se conocen hasta el momento, corresponden a un mamut de 50.000 afios de antigiiedad y a un
f6sil de neandertal de unos 100.000 afos de antigiiedad. Este dltimo trabajo ha marcado un hito en la historia de
este campo de investigacion. El andlisis de los restos de especies preservados en colecciones de museos,
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normalmente de menor antigiiedad, permite dar respuesta a cuestiones paleontoldgicas tales como relaciones
entre especies extintas (moa, kiwi, quagga, ...) y actuales. En el dmbito poblacional, los estudios de ADNa
existentes hasta el momento se han centrado fundamentalmente en el poblamiento de América y de Polinesia, y
en la discusion sobre el origen de la variabilidad del ADNmt en Europa. En este iltimo dmbito se ha centrado
nuestra investigacion sobre poblaciones prehistéricas del Pais Vasco, lo que ha permitido rebatir hipotesis
basadas en datos genéticos actuales sobre supuestos movimientos poblacionales acontecidos en el Paleolitico

Superior.

El éxito obtenido hasta ahora recomienda dirigir la investigacién hacia la optimizacion y desarrollo de las
técnicas de extracciéon y amplificacion de ADN en muestras paleontoldgicas de gran antigiiedad, lo que nos
permitird abordar cuestiones filogenéticas hasta ahora impensables.
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INTRODUCCION

La historia evolutiva de las poblaciones es un
complejo proceso de genealogias, cambios demogrificos
y adaptacion al ambiente. La genealogia y los cambios
demogrificos se describen dptimamente mediante el
andlisis de los caracteres genéticos neutros. Los rasgos
fenotipicos, tales como los caracteres morfoldgicos, nos
permiten reconstruir cuales han sido los procesos
adaptativos por los que ha pasado una especie a lo largo
de su historia evolutiva. Sin embargo, durante mucho
tiempo, el andlisis de la historia evolutiva de las especies
extintas s6lo se ha podido realizar empleando los rasgos
fenotipicos de los restos bioldgicos recuperados, en cuya
expresion interviene el ambiente en gran medida. Con los
datos morfolégicos, las semejanzas halladas entre dos
especies pueden deberse o bien a un origen comtin, o bien
a adaptaciones a un ambiente similar.

Las primeras aportaciones genético-moleculares han
venido paulatinamente de la mano del andlisis de la
composicién genética de las poblaciones actuales, con
ello es tan solo posible la reconstruccién de la historia
evolutiva de aquellos linajes que han sobrevivido hasta
nuestros dias desde un ultimo, mds o menos reciente,
antecesor comun. Desde hace algunos afios, sin embargo,
es posible la recuperacion y andlisis de ADN de restos
fésiles (ADNa). Aunque en principio estos estudios se
han limitado al ADN mitocondrial (ADNmt), han
permitido la caracterizacién genética de las poblaciones
pretéritas de una especie a lo largo del tiempo. Las
secuencias obtenidas de extractos de ADNa suponen una
informacién importante que se puede emplear en la
construccién de drboles filogenéticos, complementando al
andlisis de los caracteres morfoldgicos.

La recuperacién de informacién molecular tiene sus
antecedentes en la aplicacion de técnicas inmunoldgicas a
animales extintos, con la finalidad de caracterizar las
pequefias cantidades de proteinas recuperadas de pieles,
dientes o huesos, de especimenes preservados en museos.

Prager et al. (1980), empleando antisueros mono-
clonales obtenidos del musculo de un mamut, llevaron a
cabo la primera comparacion de una especie extinta y una
actual. Estos autores observaron una fuerte reaccién de
dicho antigeno con los elefantes africano e indio y débil
con otras especies, como la foca marina. Siguiendo esta
metodologia, Lowenstein et al. (1981) pudieron agrupar

al lobo de Tasmania, extinto en 1933, con los carnivoros
marsupiales australianos, en lugar de con especies
morfolégicamente similares de Sudamérica. Sin embargo,
las técnicas inmunoldgicas en restos antiguos presentan
dificultades a la hora de interpretar las reacciones
seroldgicas con antigenos que se han modificado por
procesos desconocidos (Paédbo et al., 1989).

ADN EN RESTOS ANTIGUOS

La mayor parte del material genético de un organismo
se encuentra localizado en el ntcleo de la célula en forma
de cromosomas. LLos cromosomas se encuentran
formados por unos 3.000 millones de nucleétidos, que
corresponden a unos 50.000-100.000 genes, pero la
mayor proporciéon del ADN es no codificante, por tanto
selectivamente neutro o casi neutro. Son estas secuencias
neutras las que resultan mds ttiles para llevar a cabo los
andlisis genéticos comparativos, ya que al no estar
sometidos a ninguna fuerza evolutiva, los cambios
acumulados entre dos secuencias diferentes a lo largo del
tiempo reflejardn el grado de divergencia evolutiva entre
ellas.

También encontramos moléculas de ADN en
cloroplastos y mitocondrias, orgdnulos que se encuentran
en el citoplasma de las células vegetal y animal,
respectivamente y que se encargan de proporcionar
energia a la célula. En el caso de la mitocondria, su ADN
tiene una longitud aproximada de 16.500 pb, lo que
supone un 0,0005% del genoma nuclear humano. El
genoma del ADNmt se encuentra completamente
secuenciado en humanos y en un gran nimero de
vertebrados (Anderson et al., 1981, 1982; Bibb et al.,
1981). La mayor parte del genoma mitocondrial codifica
proteinas que intervienen en la divisiéon del propio
orgdnulo, salvo una pequefia regién de unos 1.100 pb de
longitud, no codificante, denominada region control,
donde los cambios, en ausencia de presiones selectivas,
se acumulan de un modo mucho mds rdpido y en funcién
del tiempo. Por ello, es una regidn tutil a la hora de
analizar la historia evolutiva reciente de las poblaciones,
ya que incluso en periodos de tiempo muy cortos se
habrdan acumulado cambios.

A diferencia del ADN recuperado de organismos
vivos, el ADN recuperado de restos biolégicos de cierta


























