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ARQUEOLOGI{A MOLECULAR: ALCANCE Y LIMITACIONES
DE LOS ANALISIS DE ADN EN RESTOS ARQUEOLOGICOS

Daniel Corach

Andrea Sala’

La obtencion de ADN a partir de restos arqueolégicos permite remontarse en el
pasado Yy estudiar las relaciones genéticas entre las diferentes pobiaciones humanas que
habitaron el planeta en los diversos periodos histéricos. La biologia molecular, de esta
manera, brinda una nueva herramienta que permite vislumbrar perspectivas alternativas
sobre las migraciones que condujeron al poblamiento del globo. Sin embargo, este nuevo
campo de la ciencia es susceptible de fracasos técnicos, haciéndose imperiosos los
criterios mas restrictivos que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados, muy en
particular cuando ¢l material de estudio lo constituyen restos humanas.

Desde la aparicién de las técnicas que permiten una répida secuenciacién del
ADN, los estudios evolutivos que se basan en la comparacién de secuencias de ADN se
han generalizado. No obstante, debemos considerar que las secuencias de ADN
contemporaneas proveen solamente evidencias indirectas del proceso hi'stérico que ha
tenido lugar a lo largo de un periodo muy extenso de tiempo. De esta manera podriamos
cansiderar que el campo de la arqueologia malecular se halla atrapado por el tiempo. El
estudio de ADN obtenido a partir de cadaveres antiguos ofrece una salida parcial a2 este
planteo. Sin embargo, se deben prevenir y evitar numercsos errores técnicos para permitir
al arquedlogo molecular viajar en el tiempo y detectar en forma eficiente y precisa los
eventos que tuvieron lugar entonces.

(Por qué el ADN se degrada? ;Cuales son los limites de la preservacion del

ADN? En este breve trabajo presentaremos algunas respuestas a los interrogantes
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planteados. Tomaremos ademas el analisis de la Momia del Chuscha como ejemplo de los
posibles problemas metodoldgicos que limitan el éxito de un estudio de arqueologia
molecular. A modo de revision, analizaremos algunos aspectos técnicos de gran
importancia para la obtencién de muestras de ADN antiguo. Sélo bajo condiciones
experimentales estrictamentente controladas se podran obtener resultados que puedan ser

considerados creibles y permitan asi ser empleados como datos vilidos.
Degradacion Post-mortem del ADN

Al morir un orgamismo, normalmente su ADN es degradado por enzimas
nucleoliticas endégenas. Bajo ciertas condiciones, tales como la desecacion répida, las
temperaturas muy bajas o la concentracion salina elevada, las nucleasas pueden ser
destruidas o al menos inactivadas antes que los écidos nucleicos sean reducidos a
nucleétidos. Si esto sucede, la velocidad de degradacién se reduce pero el proceso de
degradacion implacablemente afectard al ADN. La oxidacion, asi como los efectos
directos e indirectos de las radiaciones de fondo ambientales de diferente naturaleza (UV,
ionizantes, etc.), modificaran las bases nitrogenadas y el esqueleto azticar-fosfato del
ADN. Ademas, la deaminaci6n, depurinacion y otros procesos hidrofilicos conduciran a
la desestabilizacién y ruptura en la molécula de ADN. Todos estos procesos crean
problemas al momento de recuperar secuencias antiguas de ADN. Asi una proporcién
elevada de residuos de Citosina y Timina obtenidos de extractos de tejidos antiguos se
encuentran modificados por procesos oxidativos transforméndose en hidantoinas, que
bloquean a las enzimas polimerizantes empleadas en €l proceso de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), imposibilitando la amplificacion de! material rescatado. Ademas,
los productos de la deaminacién de la citosina, por ejemplo, son frecuentes en muestras
de ADN antiguo y causan la insercion de bases mcorrectas durante la PCR .

Luego de un tiempo suficientemente largo, los efectos acumulativos de cambios
introducidos en el ADN se hacen tan extensivos que no quedan moléculas utiles
disponibles en una muestra determinada, S: suponemos que una muestra presenta una
concentracion fisioldgica de sal, pH neutro y una temperatura de 15°C, podrian requerirse
unos 100.000 afios para que se produzca dafio hidrofilico tal que destruya todo el ADN
que podria ser razonablemente recuperado de una muestra (1,2). Ciertas condiciones

ambientales, tales como bajas temperaturas (3), podran extender el limite de tiempo, en
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tanto que otras condiciones lo reducirin. Sin embargo, considerar posible 1a amplificacion

de ADN de mas de un milién de afios de antigiiedad seria optimista en excéso.

Recuperacion de ADN Antiguo

Para especimenes de plantas y animales que fueron recolectados bajo condiciones
controladas y guardados en museos en los Gltimos 200 afios, la técnica de la PCR ha
legrado la recuperacion de secuencias de ADN en forma casi rutinaria. Comenzando con
el estudio de las ratas canguro del Desierto de Mojave que fueron recolectados hacia los
inicios del siglo XX (4), muchos estudios emplearon colecciones de museos para
investigar poblaciones a lo largo del tiempo (5,6), asi como las relaciones filogenéticas de
especies extinguidas en periodos recientes (7-10). No obstante, para especimenes
arqueclogicos y paleontologicos la recuperacion de secuencias de ADN antiguo esta muy
lejos de ser una practica rutinaria, ya que los investigadores deberan luchar con el hecho
de que muy poco, y a menudo nada, de ADN sobrevive en los tejidos antiguos, en tanto
que el ADN contemporaneo es omnipresente, en el ambiente, tanto dentro como fuera
del laboratorio. Por lo tanto, se deben tomar medidas de precaucién extremas para evitar
la presencia de ADN extrafio en las reacciones de amplificacién por PCR. Por ejemplo, la
extraccion y purificacion del ADN, asi como la preparacion de la PCR deberan lievarse a
cabo en un laboratorio que esté rigurosamente separado de los lugares en los que se
trabaje con ADN modemo. El tratamiento con lavandina del equipo de laboratorio, la
irradiacion con UV, de todo el ambiente, junto con otras precauciones como ropa
protectora v mascaras faciales constituyen otras precauciones (11,12.), Ademas diversos
criterios de autenticidad son esenciales para ofrecer credibilidad acerca de que las
secuencias de ADN son antiguas. A pesar de estas precauciones, la contaminacion es una
amenaza continua, si por ninguna otra causa el espécimen en si mismo pudiera estar
contaminado con ADN moderno. Las mayores dificultades se plantean al estudiar restos
humanos. La razon es que el ADN es particularmente prevaleciente en el ambiente de los
laboratorios v los museos y no resulta facil distinguir este ADN endbgeno de aquél
obtenido de restos humanos antiguos. De hecho, debido a que las secuencias del ADN
pueden ser recuperadas a partir de restos de animales antiguos podria creerse que muchos
articulos publicados que informan sobre secuencias de' ADN humano antiguo no son

confiables. El estudio de restos de animales antiguos presenta menos problenias, si nos
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referimos a la autenticidad, ya que las sccuencias rescatadas constituyen “per se”
testimonio de su autenticidad y origen al ser diferentes, aunque relacionadas, a las
especies actuales pertenecientes al mismo grupo taxonémico. La posibilidad de recuperar
ADN analizable, a partir de especimenes antiguos, se vera incrementada si intentamos
obtener secuencias que se encuentran en copias multiples en el genoma, probablemente
debido a que éstas son mas numerosas en cada célula. Tal afirmacién se encuentra
sustentada por el hecho de que las secuencias recuperadas a partir de los restos mas

antigyos provienen de las mitocondrias en animales y de cloroplastos en plantas.
Asegurando la Preservacion.

Sélo una proporcidon muy limitada de especimenes antiguos que han sido
analizados contiene ADN amplificable por PCR. Por lo tanto es necesario disponer de
métodos que permitan un relevamiento répido para identificar la gran fraccion de
muestras conservadas pobremente en las que no se justifica el intento de extraccion de
ADN. En particular, el analisis de aminoacidos que permiten determimar la cantidad total
de aminoacidos conservados en un espécimen, la composicion de estos y el grado de
racemizacdion que algunos aminodcidos han experimentado. Esta estrategia ha sido
exitosamente empleada para evaluar la preservacion del ADN (13). Si cualquiera de estos
pardmetros excede ciertos niveles, el intento de rescatar ADN de estas.muestras sera
inGtil. Por otro lado, el analisis de aminoacidos permitira asegurar la autenticidad de las
secuencias ADN recuperadas a partir de especimenes al exhibir que las condiciones de
preservacion han sido tales que resulta concebible la recuperacion de macromoléculas.
Otro método que puede ser de utilidad para este fin, pero que no ha sido usado
extensivamente, es la pirolisis acoplada con cromatografia gaseosa y espectrometria de
masa (14).

Cuantificacion.

La estimacion del niimero de moléculas de templado de ADN antiguo a partir de
la cual comienza la reaccidn en cadena de la polimerasa, es otra forma aplicable para
asegurar la calidad de las sccuencias del ADN antiguo. Si el proceso de amplificacion

comienza con muy pocas o cadenas unicas de ADN, entonces los errores de



Fl Santuarto Incajco del nevado de Chuscha . 129

polimerizacién que podrian ocurrir.en los primeros ciclos se incorporarin en todas las
moléculas presentes en el producto final de PCR. Tales errores podran ser abundantes si
el grado de daiio en el ADN es grande. Ademds, si las amplificaciones han sido realizadas
a partir, por ejemplo de un locus microsatélite localizado en un cromosoma autosémico,
entonces uno de los dos alelos fallara en amplificar si el proceso comienza con una
molécula tUnica, determinando que se considere erréneamente al individuo analizado
como homocigota. Por lo que resulta necesaria la amplificacion de numerosas muestras
del mismo especimen para prevenir estas circunstancias. Resulta evidente la importancia
de la determinacin del nimero de moleculas de templado a partir de las cuales comienza
la PCR. Si una reaccién de PCR comienza con 1,000 o més moleculas, entonces no
resulta necesaria la repeticion para verificar que la incorporacién incorrecta no influye en
el resultado (15). Si en cambio, la reaccidn comienza con un nimero menor de moléculas,
seran necesarlas varias repeticiones del experimento. Ademas el clonado de los productos
de amplificacidn y la posterior secuenciacidn de varios clones serd esencial para detectar
problemas. Por ¢jemplo, si en el producto de amplificacion de una PCR se detectan varias
secuencias diferentes esto podra indicer la presencia de contaminacién o bien de una mafa

incorporacién de nucledtidos durante los primeros ciclos de amplificacion.
Anilisis Molecular de 12 Momia del CHUSCHA.

La Historia detallada disponible sobfe la. Momia del Chuscha se halla
profundamente analizada en el presente volimen. Desde el momento mismo de su
descubrimiento han pasado muchos afios y durante ese prolongado periodo y en manos
de diferentes duefios el material arqueldgico necesariamente sufrid un constante proceso
de contaminacion tanto a través del contacto con arquedlogos o simplemente curiosos
angiosos por conocer [a textura de la piel de la momra. Esta situacion describe la situacion
opuesta a la ideal, planteada en los pérrafos anteriores. La contaminacion con ADN
exégeno era inevitable. Por otro lado, ademas de la no deseada contaminacién
involuntaria con material genético humano, el material momificado sufrié una paulatina
contaminacién con microorganismos. Resulta muy dificil prevenir este tipo de
infecciones si el material de coleccion se encuentra expuesto a condiciones inadecuadas
de preservacién y, entre los organismos de la flora microbiana maés activos, los hongos

suelen ser los primeros colonizadores. El panorama del material a analizar resultaba "ab
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initio" desalentador. Sin embargo se procedié a analizar el material empleando ias
metodologias rutinarias disponibles en el laboratorio del Servicio de Huellas Digitales
Genéticas de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.
En este laboratorio se realizan analisis de muestras con interés forense y se aplican las
mismas metodologias analiticas empleadaé por los arquedlogos moleculares, Dado que
tanto los trabajos de Arqueologia molecular como Genética Forense tienen en comun que
el material a ser investigado posee rastros minimos de material genético y que es
suceptible de contaminacion con otros ADN humanos omnipresentes, se maximizan las
condiciones de aislamiento para llevar a cabo todas las manipulaciones (16).

Los pequefios fragmentos 6seos remitidos para el analisis se sometieron a una
meticulosa limpieza y decontaminacian, con el objeto de evitar pener de manifiesto restos
de ADN proveniente de manipulacionés prévias. Tal decontaminacion puede lograrse
mediante el exhaustive lavado del material en agua corriente, hipoclorito de sodio diluide
(10%V/v), agua corriente, agua destilada, alcohol absoluto y finalmente secado en estufa
a 37°C. Con el objeto de asegurar la extraccion de mater:al genético de estos Testos se
emplearon diferentes procesos de extraccion basados en diferentes agentes quimicos:
sales de amonio cuaternario (17), tiocianato de Guamidina y Sihca (18), proteinasa K
/SDS (19).

Los procesos de purificacion incluyeron sistemas de precipitacion con diversas
sales (Acetato de Sodio, Acetato de Amonto y Cloruro de Sodio) y aleohol (Etilico e
Isopropilico), como también mediante didhsis reversa (Centricon/Microcon). Todas las
muestras extraidas exhibian fluorescencia al ser irradiadas con luz ultravioleta luego de
haberse separado electroforéticamente los fragmentos de ADN en geles de agarosa al 2%
(el colorante intercalar empleado fue el Bromuro de Etidio). El ADN rescatado era de
muy bajo peso molecular.

A los efectos de comprobar la présencia de matenal genético humano se
procedio a amplificar por PCR las regiones vanables I y I (HPVR 1 y 1I) del ADN
mitocondrial. De las muestras extraidas y purificadas mediante las diferentes
metodologias usadas no resulto posible poner de manifiesto secuencias mitocondriales
humanas, Con €l objeto de determinar la presencia de ADN contaminante amplificable se
efectuaron amplificaciones del gen del citocromo b de ADNmt. Tampoco en este caso fue
posible la amplificacién de estos fragmentos, concluvéndose que el material genético

presente en la momia del Chuscha probablemente se halla modificado por procesos
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semejantes a los arriba descritos por lo que no es posible obtener informacién genética
aplicable a la investigacion.

Este caso particular es uno més de aquellos en los que no es posible realizar

inferencias de arqueologia melecular debido a la imposibilidad de obtencion de material

genético,
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