Una ultima entrevista: el seguimiento
molecular a una pieza osea
de un contexto prehispanico

Rodrigo Barquera Lozano’

La metamorfosis que sufre un fragmento éseo, desde su salida del microambiente
en el que se encontraba en su contexto arqueoldgico hasta convertirse en parte de
la discusiéon de un articulo o libro publicado, es muchas veces ajena no sélo al publi-
co general, sino a participantes de los equipos académicos que custodian, analizan
o estudian los resultados derivados de los individuos de contextos arqueoldgicos.
Con la intenciodn de acercar a todos los actores y espectadores a estas transfor-
maciones de la pieza arqueoldgica, tanto materiales como conceptuales, el autor
se dio a la tarea de realizar un seguimiento a través de todos los pasos analiticos,
complementando con material fotografico para hacer accesible la experiencia del
DNA antiguo mas alla de los articulos y reportes, esto con el fin de exponer el tra-
yecto que une a la pieza 6sea con su participacion en la discusion cientifica. El DNA
antiguo (aDNA) es el término con el que se designa al material genético recupera-
do a partir de organismos, o partes de ellos, que perecieron tiempo atras y que po-
see una serie de cambios caracteristicos en su estructura fisicoquimica que son
producto de los procesos tafondmicos relacionados con su ambiente inmediato.
Aunque el estudio en el campo de las moléculas antiguas es relativamente recien-
te —1984 marca su inicio con la primera recuperacion de aDNA a partir de un espé-
cimen de museo—, se ha reinventado en varias ocasiones y para estudiar el pasado
ha echado mano de los avances tecnolégicos asociados a la biologia molecular, la
genética de poblacionesy, mas recientemente, lagendmicay la protedmica. Prime-
ro en materiales de otras especies, y luego en restos humanos, los estudios de abNA
han transformado la forma de aproximarnos al estudio del pasado y también han
evolucionado con el tiempo para adaptarse a las exigencias de las nuevas pregun-
tas de investigacién en el area.
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Con la recuperacion de material genético a partir de muestras de un quagga (Equus quag-
ga), miembro extinto de la familia de los equinos (Higuchi et al., 1984), se demostré por primera
vez que la obtencidon de aDNA era posible. Sin embargo, las posibles aplicaciones en el estudio de
la historiay de la prehistoria dejaron de ser anecdéticas y se volvieron prioridad en el campo con
la primera extraccién de material genético a partir de restos humanos momificados con una an-
tigliedad de 2 500 afios (Padbo, 1985a; 1985b), que demostro que este tipo de andlisis no nece-
sariamente estaba restringido a ejemplares de museo y que podrian usarse eficientemente para
el estudio de restos humanos del pasado distante. Han pasado 34 afos desde aquellos estudios
pioneros en el dreay se han sucedido revoluciones tecnolégicas que han impactado en los alcan-
ces y limitaciones en este campo. El advenimiento de las técnicas de secuenciacion masiva para-
lelay el uso de estrategias de enriquecimiento selectivo han generado una mejora sustancial en
la cantidad y calidad de los datos obtenidos, por lo que con técnicas menos invasivas o a partir de
materiales novedosos se pueden responder preguntas que hasta hace poco hubiera sido inima-
ginable siquiera esbozar.

Sin embargo, entre mayor sea la complejidad de la herramienta, mas restringido su acceso
alacomunidad en general e incluso a la misma comunidad académica. Es con esta limitacion que
nace la idea del presente trabajo, en el que se expone el seguimiento a un fragmento éseo desde
suincorporacién alalinea de trabajo hasta su presentaciéon como parte de unafiguraen un traba-
jo de investigacion. Es, por decirlo de cierta forma, el seguimiento a las técnicas empleadas para
realizar una ultima entrevista al individuo del que alguna vez formd parte, y que nos permitira
acercarnos a la historia de su vida, de sus ancestros, de sus enfermedades e incluso de su muerte,
y asimismo puede relatarnos algunas cuestiones en torno a la organizacién social, a los rituales,
a la estructura poblacional y a los procesos de migracién y/o mestizaje de los que su comunidad
fue participe.

El inicio del viaje (figura 1)

Poco podemos imaginarnos acerca de los contextos arqueoldgicos de donde provienen los indivi-
duos que estudiamos antes de comenzar con los analisis. ; Quiénes eran? ;Qué hacian ahi? ;Cémo
llegaron a ese momentoy aese lugar? ; Por qué terminaron en esas circunstancias? No todo lo que
nos preguntamos puede ser respondido, sin importar si se aborda con “técnicas clasicas” o con el
uso de las llamadas “herramientas moleculares”. Pero entre las cuestiones que si podemos res-
ponder, y tal vez las que causan mas expectativa, son aquellas que tienen que ver con la causa de
muertey el estilo de vida de esos antepasados distantes. Ya decia Ernest Hemingway que “la vida
de cada hombre termina de la misma manera. Son sélo los detalles de cdmo vivié y cémo murié lo
que distingue a un hombre de otro” (Hotchner, 1966). Y son precisamente esos detalles los que
tratamos de conocer a partir de los analisis moleculares. Generalmente no se realiza el analisis a
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Figura 1. El inicio del viaje, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.
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una Unica pieza, sino que, para tener una idea mas completa del panorama, se trabaja con varios
individuos que provienen del mismo contexto arqueoldgico.

En esta imagen podemos apreciar una gran cantidad de piezas 6seas (54 para ser exactos),
que son fragmentos del hueso temporal izquierdo a los que se encuentra unida la porciéon petro-
sa, la cual ha demostrado ser de las unidades anatémicas en las que podemos encontrar DNA en
mayor abundancia y mejor estado de preservacion (Pinhasi et al., 2015). Cada pieza ha sido limpia-
da con cloro diluido y agua destilada, irradiada por 15 minutos con luz ultravioleta, empacada indi-
vidualmente y registrada. Se le ha asignado ahora un nimero que la une inequivocamente con su
identificacion arqueoldgica y que la acompaiara por el resto de los procedimientos analiticos. Las
dimensiones que por ahora ocupan nuestros entrevistados son aproximadamente 5 litros de volu-
meny 686.6 gramos. Estos datos se obtienen posteriormente a la limpieza de cada pieza 6sea, en la
que se retiran restos de tierra y, en algunos casos, consolidantes y otros materiales.

Dimensiones del lote: 54 piezas, 5 L (V), 686.6 g (M).
Dimensiones del entrevistado: aprox. 7.4 cm, 14.98 g.

Nuestro entrevistado (figura 2)

:Qué preguntas podremos hacer, y como hacerlas, a nuestro pequefio viajero en el tiempo? Con
base en el contexto arqueoldgico, los datos previamente obtenidos mediante el estudio del mi-
croambiente, de los materiales acompanantes, de la determinacion de la naturaleza (primaria o
secundaria) del entierro, datos sobre marcas de corte, mutilaciones u otras modificaciones ante,
peri o post mortem ayudan a refinar el tipo de preguntas que deseamos realizar. Nuestro entre-
vistado tenia una edad de entre 4 y 8 afios, estimacion derivada a partir del estudio de huesos
largos, aunque el contexto no permite trazar inequivocamente una relacién entre un hueso lar-
go particular y la porcién petrosa de nuestro invitado. A falta de datos sobre su identidad, se le
ha asignado un nombre: Chultin 01. Chultin 01 fue encontrado dentro de una estructura sub-
terranea semejante a una cueva, pero de origen artificial, denominada precisamente “Chultun”.
De acuerdo con lo que se sabe de su contexto, Chultin 01 fue depositado ahi tiempo después de
su muerte en una modalidad conocida como entierro secundario colectivo u osario (Marquez,
2010). Dado el tipo de depdsito de los huesos, es extremadamente complicado encontrar rela-
ciones entre los distintos huesos que pertenecen a cada individuo, por lo que la Unica estrategia
para asegurar que sélo estamos entrevistando una vez a cada individuo es tomar una pieza 6sea que
pueda ser identificada como Unica para cada individuo. En este caso, decidimos que esa pieza se-
ria el hueso temporal izquierdo de cada individuo, el cual es facilmente lateralizable y por tanto nos
permite garantizar que cada porcién petrosa proviene de un individuo distinto. Las piezas éseas
fueron empacadas individualmente, registradas, inventariadas y reportadas ante el Consejo de
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|ID arqueologica: Chultun 01
ID laboratorio: YCHOO1

Figura 2. Nuestro entrevistado, MPI-sSHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.

Arqueologia antes de volar a Alemania, donde el proceso de andlisis molecular se llevé a cabo en las
instalaciones del Instituto Max Planck de Ciencias de la Historia Humana en Jena. A su llegada, se
les recibié con un distintivo especial que consiste en tres letras y un niimero de tres digitos que sera
su identificacion durante su trayecto por el instituto.

Nuestro primer entrevistado fue identificado como YCHOO1 y a partir de este momento
nos referiremos a él con este “nombre”. Tras haber tomado una serie de fotografias que permi-
ten preservar una imagen de la pieza antes de proceder al muestreo, se introduce en una bolsa
nueva y se coloca en una caja de transferencia donde la bolsa es irradiada con luz UV para inuti-
lizar cualquier cadena de DNA externay evitar asi la contaminaciéon con DNA moderno. La cajade
transferencia se abre desde dentro de las instalaciones del laboratorio de DNA antiguo, también
conocido como cuarto limpio, y se traslada al cuarto de muestreo. Este cuarto limpio estd acondi-
cionado para el trabajo con material antiguo y alberga una serie de implementaciones que con-
tribuyen a minimizar la posibilidad de contaminacién con DNA moderno, tales como un nimero
determinado de horas diarias de irradiacién UV en todas las instalaciones, areas especializadas
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destinadas a una Unica operacion unitaria (cuarto de muestreo, cuarto de extraccidon de DNA,
etcétera) y un sistema de filtracién de aire y agua que impide la entrada de material genético
contaminante del exterior. Dentro, se siguen rigurosos procesos para minimizar la contamina-
cion por parte del equipo cientifico y para evitar la contaminacién entre muestras, como el uso
de sistemas de exclusas, uso de ropa exclusiva para el trabajo dentro del laboratorio, cambio de
calzado entre exclusas, trajes de cuerpo entero, tres pares de guantes, lentes protectores, mascari-
Ilas para cubrir nariz y boca, cofias para el cabello y protocolos para vestirse, ingresar y transfe-
rir elementos desde el mundo exterior hasta el corazén del laboratorio.

Dimensiones del lote: 54 piezas, 5 L (V), 686.6 g (M)
Dimensiones del entrevistado: aprox. 7.4 cm, 14.98 g

Preguntas invasivas (figura 3)
Para poder realizar las preguntas de manera adecuada y obtener respuestas claras, es necesario

retirar todo aquello que pueda crear confusidn, falsos resultados o minimizar la cantidad de in-
formacién de YCHOO1 con respecto al resto de DNA que podemos encontrar en la muestra ana-

Figura 3. Preguntas invasivas, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.
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lizada. Tras seguir el protocolo de limpieza y descontaminacién de superficies en el cuarto de
muestreo, es hora de comenzar nuestra entrevista. Con ayuda de una sierra circular realizamos
un corte longitudinal a través de la porcién petrosa con la intencion de dejar al descubierto el
area mas densa del hueso, que es la que contiene mas material genético y también el mejor pre-
servado. Debemos evitar las partes porosas porque no sélo no contienen tanto material genético
como laregion mas densa, sino que pueden albergar particulas de tierra o polvo, restos vegetales
o animales, y otro tipo de sustancias que, si son procesadas junto con el hueso de nuestro entre-
vistado, disminuiran la cantidad de DNA propio de la muestra (denominado DNA enddgeno) y difi-
cultard mas el proceso para obtener la informacién genética necesaria. Todo este procedimiento
se lleva a cabo dentro de una campana que minimiza la posibilidad de contaminacién al mantener
condiciones controladas en el ambiente inmediato a la pieza 6sea.

Dimensiones del lote: 54 piezas, 5 litros (V), 686.6 gramos (M)
Dimensiones del entrevistado: aprox. 7.4 cm, 14.98 g

Hecho polvo (figura 4)

Con laayudade unabroca con punta de diamante, se taladra la porcién mas densa del hueso para
obtener un polvo fino que contiene nuestro material genético. Este polvo se pesa (se trabaja a
partir de entre 50 y 100 mg de polvo) y se coloca en un tubo de plastico en preparacion para las
siguientes fases analiticas. Entre cada muestreo de distintos individuos se debe seguir unriguro-
so protocolo de descontaminacion que asegure que no haya material genético en la campana de
trabajo de muestras previas al momento de muestrear cada individuo. Si llegara a existir alguna
particula de polvo o tierra, se retira con ayuda de material de muestreo exclusivo para cada pie-
za (pinzas o espatulas), mismo que es lavado con cloro, enjuagado e irradiado antes de poder ser
utilizado en otra muestra. El polvo de hueso esta ahora listo para la extracciéon de su material ge-
nético y esperara en un congelador a -20°C hasta que ese paso ocurra. El resto de la pieza 6sea
también se almacena a esa temperatura para garantizar la mejor preservacién del material gené-
tico en caso de ser necesario repetir un muestreo. Algunas veces puede elegirse una porcion del
material dseo para realizar otros analisis complementarios, como la datacién con “C (radiocar-
bono), el analisis de isétopos estables o extraccion de proteinas para analisis protedémicos. Cada
muestra es un mundo particular, por lo que no existe un procedimiento Unico estandar para de-
cidir en qué regién muestrear, o qué pieza debe ser la indicada. La preservacién depende del mi-
croambiente de cada pieza, el cual puede variar de manera significativa de entierro en entierro,
de individuo en individuo e incluso entre distintos huesos del mismo individuo. El criterio de la
persona que realiza el muestreo es fundamental para maximizar las probabilidades de obtener
material genético analizable en nuestra muestra de polvo de hueso.

SEPTIEMBRE | DICIEMBRE 2018 | 93



\ EN IMAGENES

) e
-
| "‘J’ & % ;' 'h
- = o ASF ;
o3 * i
. : B = :f: .-_.-}F ';_-: St S
) e i _\_’ \._:_'-‘- . -.‘;-_-l:"
s : = el
= Fé ":"'f" 7 S I i L
'_.,_—‘-' > = L ,_,kl._*'n Id-.""‘h \:—_F‘ \':51 ; :t"?._:."‘h
& o : > v N
ﬂi"}'-' C-:{‘ - i '\t
=y Hosd / 5 & P &t‘;*v & N \
;-:’ - -.'I,:*-? > I \! E'
' N \ \ {
& Syt VIR ;
. . | = 4

Figura 4. Hecho polvo, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.

Dimensionesdellote: 63 piezas mas controlesy blancos, aprox. 12 ml(V), 6.006 gramos (M)
Dimensiones del entrevistado: aprox. 200 ul, 90 mg

La historia de una vida en un susurro (figura 5)

A pesar de todas las precauciones y el empleo de tecnologia de punta, la norma indica que la canti-
dad de DNA antiguo a obtener de cada muestra serd baja. Por ello suelen realizarse varias extraccio-
nes de una misma pieza, o de varias, para maximizar la cantidad de DNA obtenido de cada individuo.
El proceso de extraccion comienza con la descalcificacion de la muestra, lo que permite liberar el
DNA de la matriz 6sea en una solucién acuosa. Esta solucion acuosa contendra todo el material ge-
nético de la muestra, sea del individuo, de alglin patégeno que haya estado presente en la pieza al
momento de su muerte, de microbiota acompanante, de microorganismos u otros seres vivos en el
entorno inmediato al momento de la muerte o después de la misma, o de la o las personas que ha-
yan entrado en contacto con la pieza 6sea desde la excavacién hasta su ingreso al laboratorio. Tras
un incubado prolongado con sustancias que retiran el calcio de los huesos y enzimas que degradan
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Figura 5. La historia de una vida en un susurro, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.

las proteinas del hueso, el DNA se purifica con ayuda de columnas de silicato a las que el material ge-
nético recuperado se uney permite realizar lavados para retirar la mayoria de los posibles contami-
nantes. Al terminar los lavados, el DNA se eluye (es decir, se separa de la columna) con ayuda de una
disolucion que ademas de recuperarlo, ayudara a que no se degrade por cambios en el pH del medio.
Entre mayor sea la cantidad de DNA “propio” de la muestra, mayor cantidad de preguntas molecula-
res podremos realizar a nuestro “entrevistado”. Algunas veces la cantidad de DNA enddgeno de una
muestra en particular es tan bajo que no se le pueden formular preguntas en lo absoluto.

Dimensiones del lote: 30 tubos, aprox. 3 ml (V)
Dimensiones del entrevistado: 100 pl

Varias versiones del mismo relato (figura 6)

Como ya se ha mencionado, a veces es mejor realizar una encuesta para conocer el contexto ge-
neral, en lugar de levantar una Unica entrevista. En el caso del entierro del chultin de Chichén
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Figura 6. Varias versiones del mismo relato, MPI-sHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.
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Itz4, ésta es la estrategia empleada. Ademas de YCHOO1, “entrevistamos” a otros 63 individuos
acompafantes que nos permitirdn conocer con mas detalle lo ocurrido en ese contexto y, posi-
blemente, responder algunas preguntas de interés arqueoldgico y/o antropolégico. En laimagen
podemos apreciar la coleccion entera, cada muestra en su tubo, asi como blancos de extraccién
y controles positivos. Los blancos de extraccién son tubos en los que se ha seguido el mismo pro-
ceso que con cualquiera de las muestras, excepto que no se agregd ningun tipo de muestra. El
blanco sirve paraevaluar si nuestros métodos de muestreo, extraccion y purificacién fueron ade-
cuados, pues si en los blancos encontraramos DNA significaria que se ha transferido material ge-
nético de alguna fuente a estos tubos y, por lo tanto, corremos el riesgo de que todo nuestro lote
de muestras esté igualmente contaminado. El control positivo, por otro lado, es polvo de un hue-
so largo de oso de las cavernas (Ursus spelaeus) del que se sabe que contiene DNA. Al procesar-
se de lamisma manera que las muestras, debemos obtener DNA en concentraciones consistentes
mediante los distintos lotes de extraccion. Si en un determinado lote ninguna muestra posee DNA
detectable, pero nuestro control positivo si, entonces quiere decir que esa coleccién de muestras
no posee material genético analizable. Si el control positivo tampoco presenta DNA, quiere decir
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que hemos hecho algo mal durante el proceso y por tanto debemos buscar la causa del problema
y repetir el andlisis del lote entero.

Dimensiones del lote: 30 tubos, aprox. 3 ml (V)
Dimensiones del entrevistado: 100 pl

Edicion (figura 7)

El material genético antiguo auténtico posee ciertas caracteristicas que derivan del dafio esperado
ocurrido alo largo de las decenas, centenas o millares de anos en que el DNA estuvo expuesto a con-
diciones ambientales poco decuadas para su preservacion. Incluso en los mejores escenarios, se
espera la presencia de dafio en las moléculas de DNA producto de reacciones quimicas caracteristi-
cas, tales como laruptura de las cadenas de DNA, la pérdida de ciertas partes de la molécula —como
los grupos amino (-NH,) en las bases nitrogenadas— y dafios oxidativos. Todo esto hace que la
molécula tipica de DNA antiguo tenga un tamafo mas bien corto, con alta presencia de transiciones

Figura 7. Edicién, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.
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(cambio de citosinas por uracilo o hidroxiuracilo, por ejemplo), lo que genera sustituciones apa-
rentes de citosinas por timinas (Hofreiter et al., 2001) y dafios en los extremos de la cadena. Aun-
gue pudiera parecer algo negativo, en realidad estas caracteristicas nos permiten distinguir al
DNA antiguo del DNA moderno v, por lo tanto, contar con criterios de autenticidad al momento
de analizar los resultados obtenidos. Sin embargo, para poder analizar las moléculas de DNA de
nuestros entrevistados debemos “repararlas”. La reparacion del DNA se realiza como parte de la
generacion de las denominadas bibliotecas gendmicas, que no son otra cosa sino la totalidad del
material genético obtenido de nuestra muestra, atn sin distinguir si pertenece de forma exclusiva
al individuo analizado o no. Los pasos incluyen la remocion enzimatica de uracilos de la cadena,
la restauracion de cadenas sencillas en cadenas dobles y la adicion de adaptadores, necesarios
para los procesos de secuenciacion masiva de las bibliotecas genémicas en una serie de incuba-
ciones sucesivas acompafadas de pasos de purificaciéon para remover las enzimas empleadas en
el paso anterior (Briggs et al., 2010).

Dimensiones del lote: 63 tubos, aprox. 2.4 ml (V)
Dimensiones del entrevistado: 38 ul en un tubito de 200 pl

Etiquetas (figura 8)

Para poder continuar con el proceso, cada palabra, es decir, cada fragmento de DNA, debe ser
identificado como parte de esa Unica entrevista. Para ello se colocan indices, que son pequeiios
fragmentos de DNA sintético con una secuencia Unica que de manera particular identificard a cada bi-
blioteca gendmica. Todos los fragmentos de DNA obtenidos a partir de la muestra de hueso de
YCHOO1 contienen las mismas secuencias de identificacién en sus extremos, sin importar su ori-
gen. De esta manera, la biblioteca genémica ahora posee dos caracteristicas: resulta en extremo
dificil contaminarla, y es inmortal. Contaminarla es complicado porque necesitariamos mas DNA
con esa combinacion de indices de una fuente distinta para lograrlo. Es inmortal porque a partir
de este punto pueden realizarse tantas copias in vitro como sean necesarias por medio de lareac-
cién en cadena de la polimerasa, o PCR por sus siglas en inglés. A partir de este punto no sélo no
son necesarias las instalaciones del cuarto limpio, sino que no se debe realizar la sintesis de DNA
in vitro dentro de éste, pues cualquier contaminacion con un nimero elevado de moléculas den-
tro de estas instalaciones seria dificil de contener. Cabe mencionar que esta sintesis in vitro de
DNA se conoce también como amplificacién. Por ello se sacan los tubos con las reacciones listas
para correr y en tubos perfectamente sellados, pero el proceso —que se lleva a cabo en un ter-
mociclador— ocurre fuera del cuarto limpio en instalaciones fisicamente separadas. En ellas se
introduciran los indices por medio de una reaccién enzimatica mediada por ciclos de temperatu-
ras (Meyer y Kircher, 2010). Dado que cada par de indices se incorpora a una molécula de DNA, la
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Figura 8. Etiquetas, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.

cantidad de indices que debemos colocar en la reaccion es directamente proporcional a la can-
tidad de DNA presente en la biblioteca gendmica. Empero, incrementar el volumen para permitir
laincorporacién de suficientes indices por reaccién sélo haria menos eficiente la misma. En cam-
bio, la estrategia que se sigue es partir la biblioteca en un nimero razonable de reacciones, cada
una con una cantidad similar de indices. Esto puede llevar a nimeros tedricos elevados de reac-
ciones. En la fotografia podemos apreciar el nimero de reacciones a las que se elevaron nuestras
bibliotecas para este lote: json mas de 800!

Dimensiones del lote: 828 tubos, aprox. 82.8 ml (V)
Dimensiones del entrevistado: 800 pl en ocho tubos de 200 pl

Amplificar los detalles (figura 9)

Una vez indizadas las bibliotecas gendmicas, es necesario purificar de nuevo las bibliotecas y
volver a colocar todas las reacciones en su contenedor respectivo. Es decir, reunir todas las re-
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Figura 9. Amplificar los detalles, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.

acciones que corresponden a una biblioteca en un solo tubo. Una vez reunidas, se realiza una
cuantificacion y se determina la eficiencia de la reaccién; generalmente se incrementé la can-
tidad de DNA en la reaccion, en un rango de decenas, a cientos de veces. Estas bibliotecas ge-
ndmicas ahora estan listas para sus Ultimos ajustes antes de entrar al secuenciador. Para poder
secuenciarse juntas (una ventaja caracteristica de la secuenciacion de siguiente generacion o
NGS por sus siglas en inglés) es necesario ajustar todas las muestras a la misma concentracion.
Gracias a la lectura anterior sabemos la cantidad de DNA presente en cada biblioteca y podemos
calcular el nUmero de ciclos necesarios para alcanzar diez billones (1x10*3) de copias de DNA in-
dizado por biblioteca. Esto lo hacemos nuevamente con el uso de la PCR, y volvemos a purificar y
reunir las bibliotecas en sus respectivos tubos. Estas bibliotecas reamplificadas son el material a
partir del cual trabajaremos de aqui en adelante, tanto para la secuenciacién como para las de-
mas técnicas analiticas.

Dimensiones del lote: 63 tubos, aprox. 1.4 ml (V)
Dimensiones del entrevistado: 22 pl, en un tubo de 1.5 ml
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Todos juntos (figura 10)

Una dltima cuantificacion de las bibliotecas gendmicas reamplificadas basta para asegurarse que
todas se encuentran en el mismo rango de concentraciones. A partir de esta medicion se estima
la cantidad de cada biblioteca que deberd ir en el concentrado final, o pool, de muestras. Este pool
contiene una fraccion de cada biblioteca genémica de nuestro lote de muestras procesadas. Un

h E " \"l.

15 "\_ \‘

Figura 10. Todos juntos, MPI-SHH, 2018. Fotografia © R. Barquera.
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contexto arqueolégico y todas sus preguntas y respuestas se encuentran en este momento enun
pequeno tubo. Es hora de secuenciar las bibliotecas y conocer la cantidad y calidad de los datos
qgue podemos obtener de cada una de ellas.

Dimensiones del lote: 1 tubo, aprox. 500 ul (V)
Dimensiones del entrevistado: 1 tubo, aprox. 500 pl (V)

Toda la historia (figura 11)

Las bibliotecas son secuenciadas mediante la transformacién de una reaccién quimica en im-
pulsos eléctricos. Una computadora en interfase con el secuenciador transforma esos impulsos
eléctricos en un archivo de salida. Este archivo de salida no es legible para un ser humano, y se
deben realizar varias transformaciones informaticas de los archivos antes de que tengamos algo
moderadamente Gtil para entender. Al final obtendremos archivos FASTA, un formato en el que

BM_KD@233: 73: HHJKMBB XX : 8: 1215: 30015: 31382
GATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGEGE

*

AAAFF I JII IS S S A g A S D I U U - AR
BF_KOE233: 73: HHKMBBX 1 8:2114: 31132 4DELE
GATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATT

-

AAFFFJAJII SIS DS SS S D SSSSSS S
BH_KBe233: 73: HHJKMBBXX: 8:2101: 9323: 1472
GATCACAGGTCTATCACCCTAT TAACCACTCACGG

+
MENNRNENE RN NN NN NN AN RN YY)

BM_KOEZ33: T3 HHIKMBB XX : 8: 2226: 6299: 19548
ATGCATGGAGAGCTCCCGTGAGTGGT TAATAGGGTGATAGACCTGTGATC

+
MANNNSANA NN RN NN NS AN SN RN NN SN A
BH_KB&233: 73: HHJKMBBXY : 8:2215: 2503: 41528
TGCATGGAGAGCTCCCGTGAGTGGTTAATAGGGTGATAGACCTGTGATC

-
MANA NN AN RN N AN SN N AR N
BH_KBE233: 73: HHJKMBBXX : 8: 1225: 31335: 21782

TCCCETGAGTGGTTAATAGGGTGATAG#CCTGTGATC

JJJJJJJJJJJJMJJJJJJJJ.JJ._IJJJ‘_IJJ.JJJ.JJ
BH_KBOZE3: 73: HHJKMBBXX : 8: 1715: 32408: 33545
hTCACAIGGTCTATCACCC'FETTAACCACTC#.CGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTT?CGTCTGGGG

MA =JEFJFFJFFFJ 7SS M) S SIS SIS SIS S LSS S S IIF AR JF JJAJFACAL
BR_KB&Z33: T3 HHJKMBBXX: 8: 1185: 21775: 31804
ATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGOGAGCTCTCCATGCATTT

-

AAFFF JJJ DS IS LS D )LL)
BH_KBEZ33: 73 HHJKMBBXX : B: 2272 277245: 46768
ATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCA

+
Julddd S S U D S DD

B_KBEZ33: 73: HHJKMBB XX : B: 1205: 151 18: 3BB64

ATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCT

+*

NANN NN NN NN NN NN TN

BH_KOEZ33: 73: HHJKMBBXX : 8: 1Z25: 15097 : Z2458

G-CTA! CGECGTGCACACCCCCCAGACGAAAATACCAAATGCATGGAGAGCTCCCGTGAGTGET TAATAGGGTGATAGACCTGTGAT

MFFFJJ-JJJ-JJJ.M-JJJJJ-JJJ-JJ-JJJ-JJ-JJJ-JJ-JJJ-JJ-J-JJJJ-J.JJ-JJJMJJJJJJJJJJ-JJ*JJJ-JJ«JLJJ-JJJJJJFFFM

Figura 11. Toda la historia, secuencias de fragmentos de DNA de la biblioteca genémica YCH001.A0101 © MPI-SHH..
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podremos ver la secuencia de cada uno de los fragmentos de DNA analizados durante la corri-
da de secuenciacién para cada biblioteca, aun cuando es sélo una parte de la biblioteca genémi-
ca de cada individuo. Estos son algunos de los segmentos de nuestro entrevistado YCHOO1. En
el caso del primero, se trata de un fragmento de DNA mitocondrial, concretamente el inicio de la
secuencia del genoma mitocondrial con respecto a la secuencia de referencia (NC_012920.1). La
informacién de la primera linea, que empieza con una @, es el encabezado de la lectura, que con-
tiene informacioén acerca de las celdas y la corrida. Después viene la secuencia de esa lectura en
el caracteristico formato A, T, C, G.! Finalmente, tenemos los scores de calidad de cada base
en formato ASCII, que nos dice la calidad de cada base en la secuencia. Esto se repite tantas ve-
ces como lecturas tengamos. Y este archivo lo podemos emplear para generar genotipos para
cada individuo, lo que nos permitird obtener nuestras respuestas: qué variantes genéticas tenia,
si tenia alguna propensién a padecer alguna enfermedad, si tenia algunas caracteristicas fenoti-
picas, y en caso de haberlas, qué patégenos se encontraban en su organismo al momento de
fallecer. ;YCHOO1, estas ahi? ;Si! jOh! jQué bien! ;Y qué eres? Un vardn, sefior.

Dimensiones del lote: 9772 archivos, 26.62 GB
Dimensiones del entrevistado: 156 archivos, 378.6 MB

La autenticidad del relato (figura 12)

Pero ;cdmo saber si lo que obtenemos es en realidad la respuesta a la pregunta que nos hace-
mos? Una de las maneras de averiguarlo es con el uso de graficos de dafio de bases. Con éstos po-
demos ver la frecuencia con la que aparecen los dafios caracteristicos de las moléculas de DNA
antiguo en nuestras lecturas. Tras mapear nuestras lecturas contra los genomas de referencia
adecuados, podemos autenticar que nuestro material es “antiguo” si las lecturas presentan ma-
yor cantidad de dafio hacia los extremos de la molécula. Esto genera los denominados “grafi-
cos de sonrisa” o smiley plots en inglés. En el caso de las moléculas tratadas enzimaticamente, la
frecuencia del dafio disminuye en la porcién interna de cada lectura pero prevalece en los nu-
cledtidos terminales, lo que da patrones mas abruptos, pero aun asi retienen la tendencia antes
mencionada. Si, por el contrario, analizdramos de la misma manera moléculas modernas, el grafi-
co seria totalmente lineal, pues no presenta dafnos vy, por lo tanto, los cambios en las bases nitro-

genadas con respecto a la secuencia de referencia serian poco frecuentes.
Dimensiones del lote: 63 archivos PDF, 873.1 KB
Dimensiones del entrevistado: 1 archivo PDF, 13.7 KB

1. Las letras hacen referencia a las iniciales de las moléculas adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G), las bases nitrogena-
das de cuya secuencia depende el material genético para preservar las instrucciones codificadas en el DNA.
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Figura 12. La autenticidad del relato, “graficos de sonrisa” usados para verificar la autenticidad de la antigliedad del material ge-
nético analizado © MPI-SHH (Jena, Alemania).

Enfocarse en lo importante (figura 13)

A pesar de todo el esmero puesto en nuestro trabajo, dificilmente encontraremos muestras que
posean altos contenidos de DNA enddgeno. La mayor parte de las ocasiones nos toparemos con
muestras con proporciones minusculas de DNA auténtico procedente de la muestra, lo cual es de
esperarse pues su origen estuvo enterrado por cientos o miles de afos. El DNA extraido a partir
de dientes y huesos humanos generalmente es una mezcla de DNA de diversos organismos (la ma-
yoria de ellos ni siquiera antiguos, pues proceden del medio ambiente inmediato al entierro) en
la que el DNA humano rara vez representa una proporcion mayoritaria y la mayoria de las veces
no representa mas de 5% del total de las moléculas aisladas. Una estrategia posible seria secuen-
ciar a mayor profundidad (es decir, incrementar el nimero de lecturas recuperadas en la corrida)
pero por lo general esto no es econémico ni practico, y tal aproximacién dejaria fueraalainmensa
mayoria de nuestros potenciales individuos (Allentoft et al., 2015). Con la intencién de incremen-
tar la abundancia relativa de moléculas de interés se han disefiado colecciones de sondas? que se
alinean y “atrapan” las cadenas complementarias a sus secuencias en las bibliotecas genémicas.
Esto incrementa el niUmero de segmentos de DNA de interés al mismo tiempo que disminuye can-
tidad de DNA exdgeno. A continuacidn, las bibliotecas “capturadas” son secuenciadas como suele

2. Fragmentos de DNA sintéticos de secuencia conocida.
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Figura 13. Enfocarse en lo importante, MPI-SHH (Jena, Alemania), 2018. Fotografia © R. Barquera.

hacerse, con la diferencia de que en esta ocasion contaremos con una gran cantidad de fragmen-
tos especificos de nuestra muestra con las mismas condiciones de secuenciacién. Arreglos especi-
ficos de estas sondas de captura han sido disefiados para atrapar DNA humano a nivel de genoma,
enriquecido para ciertos genes o regiones gendmicas de interés, patégenos o DNA mitocondrial
(mtDNA). En este caso, la biblioteca gendmica de YCHOO1 fue capturada para mtDNA, genes de res-
puesta inmune y una coleccion de 1 240 000 sitios gendmicos.

Dimensiones del lote (pre captura): 189 tubos, aprox. 1.6 ml (V)
Dimensiones del lote (post captura): 29101 archivos, 95.07 GB
Dimensiones del entrevistado (pre captura): 3 tubos, 75 pl
Dimensiones del entrevistado (post captura): 461 archivos, 1.51 GB

La historia de mama (figura 14)

¢Dedonde es tu mama, YCHOO1? De esta misma tierra, sefior ; Cuanto tiempo llevan viviendo aqui?
Pues... unos 14 mil-15 mil arios en este continente (De Saint Pierre et al., 2012; Brandini et al., 2018). No
me acuerdo bien. El subtipo mitocondrial presente en YCHOO1 pertenece al subclado mitocon-
drial B4b, parte a su vez, de la diversidad correspondiente al haplogrupo mitocondrial B. Este ha-
plogrupo surge quiza en Asia cerca de 50000 afos atras, y se diversificd en el este o sureste
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Figura 14. La historia de mamd, representacién secuencial de las mutaciones diagndsticas de los linajes mitocondriales de cua-
tro individuos del contexto de Chichén Itza © MPI-SHH .
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asiaticos. B2 deriva de esta diversidad y mas tarde, hace cerca de 15 mil afios, se escinde en un
subgrupo especifico que es B2I, presente en poblaciones de México y del norte de Sudamérica.
Cerca de la mitad de la figura, verticalmente, podemos ver a B4b. Hacia abajo estan las posicio-
nes en las que hay mutaciones caracteristicas que definen al siguiente linaje, B2. Una Ginica mu-
tacion adicional es requerida para definir al linaje B2I, al cual pertenecen YCHOO1, su madre, su
abuelay tal vez varias generaciones de ascendencia femenina. Hacia atras eventualmente llega-
mos al haplogrupo R, distribuido hoy en dia sobre todo en Europa, sur y sureste de Asiay el norte
de Africa. Este haplogrupo R es parte, a su vez, de un macrohaplogrupo conocido como N, distri-
buido por todo el mundo y descendiente del clado L3, el cual representa el linaje materno mas co-
mun entre los pobladores fuera de Africa, aunque también se pueden encontrar ahi.

Dimensiones del lote: 63 archivos .bam.fq, 719.4 MB
Dimensiones del entrevistado: un archivo .bam.fq, 18.3 MB

Lineas de defensa (figura 15)

Las mutaciones que dan origen a los linajes de DNA mitocondrial son neutras, es decir, no afec-
tan de ninguna forma el fenotipo del portador de dichos linajes, por lo cual lo Unico que muestran
son las historias relacionadas con el movimiento de poblaciones y de personas, no su resisten-
cia, susceptibilidad o adaptacion al ambiente. Algunas de las preguntas que podemos hacer van
relacionadas con cémo se adaptaban los individuos a su entorno, pero esas preguntas no pue-
den responderse con mutaciones neutras. Las respuestas yacen en las regiones codificantes de
los genes, que en su conjunto (a nivel gendmico) se les conoce como exoma. Las variantes génicas
que YCHOO1 portaba transitaron desde nuestra cuna (a nivel de especie) en Africa, atravesaron
desiertos, llanuras, estepas, tundras, bosques tropicales y se asentaron en la peninsula de Yuca-
tan. Esas variantes sobrevivieron a un niimero inimaginable de patdgenos, desde virus causantes
de fiebres hemorragicas hasta parasitos intestinales, incluidas bacterias que causan infecciones
agudas severas como las del género Salmonella, hasta las que coexisten por afios sin manifestarse
o cuyo cuadro clinico es una infeccién crénica como el complejo Mycobacterium tuberculosis. Son
estos genes, por tanto, ganadores en la carrera de la coevolucion entre los agentes infecciosos y
Homo sapiens. Ganadores temporales. Ganadores para ese tiempo, ese lugar y ese contexto. Las
variantes de YCHOO1 se pueden encontrar hoy en dia en varias poblaciones nativas americanas,
particularmente en la regidn del sureste de México y Guatemala, donde representantes moder-
nos de las culturas mayas habitan hoy en dia.

Dimensiones del lote: 63 archivos PDF, 55.25 MB
Dimensiones del entrevistado: 1 archivo PDF, 898 KB
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Figura 15. Lineas de defensa, grafico de cobertura gendmica de la regién conocida como HLA de clase | proveniente del genoma
del individuo YCHOO1 © MPI-SHH.

Un lugar en el universo (figura 16)

El andlisis de componentes principales, o PCA por sus siglas en inglés, es una estrategia que, basa-
da en la presencia o ausencia de colecciéon de mutaciones dispersas por todo el genoma, permi-
te asignar graficamente las relaciones entre distintos grupos humanos y entre los individuos de
estos grupos humanos. Entre mas variantes tengamos presentes en la biblioteca genémica anali-
zada, mas precisa serd la posicidon que obtendremos para el individuo de quien obtuvimos esa bi-
blioteca genémica. En este caso, todos los demas individuos analizados del contexto del chultin
de Chichén Itza aparecen en el mismo grafico, indicados con una estrella naranja. La estrella de
nuestro seguimiento, YCHOO1, aparece indicada con la misma figura, pero en color rojo. Este gra-
fico nos indica, de manera visual, que los grupos mayas actuales poseen una diversidad genéti-
ca comparable a la que exhibian los nifos del contexto del chultin. Asimismo, se puede observar
que otros grupos nativos americanos, como los pimas, zapotecos y mixtecos no se alejan mucho
de la misma region, lo que indica cercania genética entre estos grupos, al menos cuando se estu-
dian con los marcadores empleados en este arreglo.
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Figura 16. Un lugar en el universo, grafico del analisis de componentes principales donde se muestra, con una estrella, la posicion
de YCHOO1 con respecto a otros individuos del mismo contexto y un conjunto de poblaciones mundiales © MPI-SHH .

Una despedida, por ahora

Este conjunto de analisis basicos permite dar una idea de lo que implica trabajar con DNA antiguo.
Como podemos ver, aun faltan varias preguntas y respuestas, que requieren de otro tipo de analisis
estadisticos y bioinformaticos, como: ;estaban relacionados genéticamente los nifios de este entie-
rro?, ;provenian del mismo lugar, o eran foraneos?, ;tenian alguna caracteristica particular a nivel
de fenotipo que compartieran entre si?, ;qué tan distintos (o similares) son de los mayas actuales?

Pronto tendremos respuestas a estas preguntas y quiza nuevas preguntas por responder.
Por ahora dejaremos descansar a YCHOO1, quien nos ha compartido datos acerca de su origen,
su filiacion genética y qué tan distinto o similar es a los habitantes mayas contemporaneos.

Dimensiones del lote: 1 archivo DataGraph, 824 KB
Dimensiones del entrevistado: 1 archivo DataGraph, 824 KB
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