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La reconstruccion de la historia evolutiva humana se ha visto enriquecida con nuevas metodologias de analisis: tanto modelos
tedricos para reconstruir la genealogia de los genes a partir de los datos de las poblaciones actuales (filogeografia), como el anali-
sis genético-molecular de las poblaciones pretéritas (ADN antiguo). En este articulo discutimos la problematica y los resultados del
analisis filogeografico y presentamos dos estudios de ADN antiguo (el haplogrupo V en poblaciones prehistéricas del Pais Vasco y las
secuencias de ADN mt en fosiles de neandertales).
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Azterketa metodologia berriak direla eta, gizakiaren historia ebolutiboa berregiteko lanak aberasturik gertatu dira: hala geneen
genealogia berregiteko eredu teorikoak, egungo populazioen datuetan (filogeografia) oinarriturik, nola lehengo populazioen azterke-
ta genetiko-molekularra (antzinako ADNa). Artikulu honetan, azterketa filogeografikoaren arazoak eta emaitzak eztabaidatzen ditugu
eta antzinako ADNaren azterketa bi aurkezten ditugu (V haplotaldea Euskal Herriko historiaurreko populacioetan eta ADN mt-aren
azterketa neandertalen fosiletan).

Giltza-Hitzak: ADN mitokondriala. Filogeografia. Antzinako ADNa. V haplotaldea. Neandertalak.

La reconstruction de I'histoire évolutive humaine s’est vue enrichie par de nouvelles méthodologies d’analyse: aussi bien des
modeles théoriques pour reconstruire la généalogie des génes a partie des données des populations actuelles (philogéographie), que
I'analyse génético-moléculaire des populations passées (ADN ancien). Dans cet article nous parlons de la problématique et des résul-
tats de I'analyse philogéographique et nous présentons deux études d’ADN ancien (le haplogroupe V dans des populations préhis-
toriques du Pays Basque et les séquences d’ADN mt dans des fossiles de néanderthals).
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INTRODUCCION

El estudio de la historia evolutiva humana se
ha centrado durante tiempo en el analisis de los
restos recuperados en los yacimientos arqueoldgi-
cos (humanos y materiales) y en el analisis gené-
tico de las poblaciones actuales, ya que los
genes guardan un registro de la historia evolutiva
humana.

En los ultimos anos se esta avanzando signifi-
cativamente en la interpretacion de la historia de
las poblaciones humanas, gracias al desarrollo de
nuevas metodologias. Por un lado, la aplicacion de
modelos teoricos en el estudio de las poblaciones
actuales, pretende reconstruir la genealogia de los
genes (desde los linajes de las poblaciones actua-
les hasta identificar los linajes fundadores o de la
poblacién ancestral). Este nuevo enfoque, se deno-
mina Filogeografia (Avise, 2000) (Figura 1). Y por
otro lado, la posibilidad de analizar el material
genético de los restos de nuestros antepasados,
nos esta permitiendo acercarnos directamente a la
realidad genética de las poblaciones que nos pre-
cedieron.

region 1 region 2

tiempo

geografia

Figura 1: Genealogia hipotética de un gen para poblaciones de
dos regiones separadas. (6valos sombreados: rangos geografi-
cos de cada linaje particular) (Avise 2000).

El desarrollo de modelo tedricos pretende
reconstruir la historia de los genes (genealogia de
los genes) desde una doble perspectiva, temporal
y espacial, aunque s6lamente de aquellos linajes o
secuencias genéticas que han sobrevivido hasta
nuestros dias (Figura 1). Sin embargo solamente el
analisis directo del ADN de las poblaciones ances-
trales (que en lo sucesivo denominaremos ADNa),
nos permitird conocer los linajes que no persisten
en la actualidad.

Desde hace algunos anos, es posible la recu-
peracion y analisis de ADN de restos antiguos
(ADNa) (hueso, diente, tejido momificado). En
principio estos estudios se han limitado al ADN
mitocondrial (ADNmt), pero los conocimientos
adquiridos en la ultima década, estan permitien-
do analizar otras regiones del genoma, localiza-
das a nivel nuclear (revision en lzagirre y de la
Rda, 2001).
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EL ADN MITOCONDRIAL (ADNmt)
Caracteristicas del ADNmt

La mayor parte del material genético de un
organismo se encuentra localizado en el nucleo de
la célula, pero existe una pequena proporcion de
ADN en el interior de las mitocondrias (ADNmt).
Este ADNmt tiene una longitud aproximada de
16.500 pb, lo que supone un 0,0005% del genoma
nuclear humano. Se conoce su secuencia comple-
ta en humanos y en un gran ndmero de vertebra-
dos (Anderson et al., 1981, 1982; Bibb et al.,
1981, Andrews et al. 1999). La mayor parte del
genoma mitocondrial codifica proteinas que inter-
vienen en la divisiéon del propio organulo, salvo una
pequena region de unos 1.100 pb de longitud, no
codificante, denominada regién control. La secuen-
cia de esta pequena region es la que normalmente
se analiza en los estudios evolutivos.

Los estudios evolutivos se han centrado en
gran medida en el ADN mitocondrial (ADNmt), ya
que presenta una serie de ventajas para la recons-
truccién de la historia de las poblaciones. Por ello
vamos a describir primeramente las caracteristicas
del ADNmt:

1) EI ADNmt tiene una tasa de cambio evoluti-
vo muy elevada, lo que supone que las mutaciones
se acumulan de un modo mucho mas rapido que
en el genoma nuclear, sobre todo en la regién con-
trol. Por ello, es (til para estudiar la historia evolu-
tiva reciente de las poblaciones, ya que incluso en
periodos de tiempo muy cortos se habran acumula-
do cambios.

2) EI ADNmt se trasmite exclusivamente por la
linea materna, lo que permite trazar genealogias
de un modo mas directo que en el caso del ADN
nuclear, en el cual se da recombinacion entre cro-
mosomas homoélogos (Figura 2).
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Figura 2: Transmision del ADNmt: los linajes actuales del ADNmt
pueden remontarse a un unico antecesor (Stoneking, 1993).
Circulos vacios: linajes del ADNmt que se han extinguido (cuan-
do una mujer no tiene hijos o uUnicamente hijos varones).
Circulos sélidos: linajes que descienden desde un antepasado
comun y llegan hasta el presente.
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3) Dada su herencia materna, el ADNmt es un
genoma haploide (no existen dos copias homdlo-
gas, cada una proveniente de un parental, como en
el caso de los genes nucleares). Esto tiene el
mismo efecto que si se redujera a la mitad el
tamano de la poblacion reproductora. Por tanto, el
efecto de la deriva genética es mucho mas impor-
tante en la transmision de los linajes mitocondria-
les (Birky et al., 1983).

4) Hay centenares de mitocondrias en el cito-
plasma de una célula y en cada mitocondria hay
diversas copias de ADNmt. Esto supone una ven-
taja en los estudios de ADN antiguo ya que el
ADN recuperado es muy inferior al que encontrari-
amos en una muestra moderna.

Los métodos mas comunmente utilizados en el
analisis de ADNmt en el campo del ADN antiguo
son: a) La secuenciacién de fragmentos de distin-
ta longitud de la region control o bucle-D (denomi-
nados HVR-l y HVR-Il) y b) Los polimorfismos de
restriccion (RFLPs): el uso de enzimas de restric-
cién permite identificar la presencia o ausencia de
un conjunto de mutaciones, que constituyen el
haplotipo individual (lzagirre et al., 1998). Los
haplotipos se han clasificado en diferentes agrupa-
mientos, llamados haplogrupos, que son especifi-
cos de las distintas variantes geograficas de la
especie humana (caucasoides, africanos, asiati-
cos), por lo que ofrecen mayor facilidad para inferir
relaciones filogenéticas entre poblaciones (Torroni
et al. 1996). ¢) Actualmente se ha propuesto el
uso combinado de la secuencia HVR-l y el tipaje de
variantes diagnodsticas de la region codificante
(Richards et al., 2000).

El ADNmt en los estudios de ADN antiguo

Los principales problemas técnicos con que nos
encontramos en los estudios de ADN antiguo son:

a) escasa cantidad de ADN conservado: en
muestras muy antiguas o mal conservadas, a
veces no es posible hallar ningun rastro de ADN.
En algunos casos, el ADN representa Unicamente
entre el 0.1 y el 1% del ADN que se esperaria
encontrar en una muestra moderna (Tuross, 1994).

b) variacion entre muestras: la cantidad de ADN
varia de una muestra a otra, incluso en un mismo
yacimiento. Esto origina un problema metodolégico
importante, ya que las condiciones de analisis pue-
den tener distinta efectividad en cada muestra.

c) degradacion del ADN: el ADN se degrada en
funcion del tiempo y de las condiciones externas
(pH del suelo, temperatura, humedad, calor) (Lin-
dahl, 1993; Kelman & Moran, 1996). Como conse-
cuencia de estos factores ambientales, el ADN
sufre diversas alteraciones quimicas, entre las cua-
les destacaremos: 1) la hidrdlisis, que provoca una
fragmentacion del ADN, por lo que frecuentemente
s6lo se pueden recuperar fragmentos de 100-150
pb, con relativa independencia de la antiguedad de

la muestra; 2) la oxidacion, lo que provoca pérdida
de algunas bases nucleotidicas, que dejan espa-
cios vacios en la secuencia del ADN. Esta constitu-
ye la principal modificacion, calculandose que en
una muestra antigua hasta un 10% de la pirimidi-
nas estan afectadas por oxidacion.

Para una mejor preservacion del ADN resulta
critico que inmediatamente despues de la muerte
del individuo, el tejido quede “protegido” en un
ambiente andxico y seco. Te6ricamente es dificil
que el ADN sobreviva al proceso de degradacion
mas alla de 100.000 anos (Lindahl, 1993).

d) contaminacion: la escasa cantidad de ADN
recuperado de las muestras antiguas y su estado
fragmentario, provoca que pequenas cantidades de
ADN contaminante, se amplifiquen preferencialmen-
te. La contaminacion puede tener distinto origen: 1)
bacteriano: el material genético de los microorganis-
mos se puede mezclar con el ADN original del orga-
nismo. 2) del sustrato: las muestras procedentes
de yacimientos arqueolégicos, suelen estar mezcla-
das con compuestos organicos e inorganicos del
suelo, como acidos humicos, metales pesados o
sales en elevadas concentraciones, que interfieren
en los andlisis posteriores en el laboratorio. 3) ADN
humano proveniente de las personas que han mani-
pulado los restos previamente (los arquedlogos por
ejemplo) o de los investigadores del laboratorio (por
descamacion de células epidérmicas, gotitas de
saliva). 4) contaminacién durante la amplificacion;
ésta es la mas peligrosa, ya que el ADN amplificado
se extiende por el laboratorio y se propaga por el
aire en forma de aerosoles (amplicones).

Por ello, cuando se trabaja con ADNa hay que
tomar una serie de precauciones tales como: sepa-
racion fisica de los espacios, uso de material esté-
ril, realizacion de varios extractos/individuo y de
diversos controles de contaminacion (durante la
extraccion y la amplificacion) (Izagirre et al., 1998).

EL POBLAMIENTO DE EUROPA DESDE LA PERS-
PECTIVA GENETICO-MOLECULAR

Como hemos mencionado previamente, el ana-
lisis genético de las poblaciones actuales pretende
reconstruir la genealogia de los genes. La metodo-
logia que se sigue en el analisis filogeografico
consiste en: 1) identificar los linajes fundadores
(aquellos que son idénticos en la poblacién proge-
nitora y en la poblacién descendiente) y 2) la data-
cién de los principales eventos evolutivos de esas
genealogias, principalmente acontecimientos
demograficos (efectos fundacionales, expansiones
0 migraciones). Este tipo de analisis fue propuesto
por primera vez por Torroni et al., 1993.

Los datos genéticos de las poblaciones actua-
les, sugieren que la diversidad del ADNmt actual
es el resultado de acontecimientos evolutivos ocu-
rridos en el pasado (Simoni et al., 2000). Algunos
autores sugieren que la mayoria de las secuencias
de las poblaciones actuales de Europa occidental,

179



Rda, Concepcion de la

proceden de la primera ocupacion de Europa por el
Homo sapiens “moderno” durante el Paleolitico
Superior (hace unos 45.000 anos). Sin embargo,
existen otros acontecimientos que han podido
modelar la variabilidad genética europea; por un
lado, la difusion de la economia agricola desde el
Proximo Oriente, durante el Neolitico (hace unos
10.000 anos) y por otro, las re-expansiones pobla-
cionales ocurridas tras la ultima glaciacion en Euro-
pa (revision en Barbujani, 2002, en este volumen).

Sobre la difusion del Neolitico, hay autores
que apoyan un modelo de difusion démica, segun
el cual las comunidades productoras del Proximo
Oriente incrementarian su tamano poblacional, dis-
persandose a otros lugares (Ammerman & Cavalli-
Sforza, 1984). En el proceso de dispersion,
apenas se mezclarian con las poblaciones indige-
nas mesoliticas de Europa. Por el contrario, otros
autores apoyan un modelo de difusion cultural,
segun el cual, los cambios tecnolégicos ocurrieron
sin movimientos poblacionales significativos (Zve-
lebil M., 1986).

Los datos genéticos actuales (ADNmt) son con-
trovertidos y algunos autores sugieren que la con-
tribucién del Neolitico al pool génico europeo ha
sido sobreestimada en los estudios de polimorfis-
mos clasicos (grupos sanguineos, proteinas) y que
solamente entre el 15 y 25 % de los linajes mito-
condriales actuales proceden del Neolitico, mien-
tras que los principales linajes proceden del
Paleolitico Superior (entre el 85 y 75%) (Richards
et al. 1996 y 2000; Barbujani, 2002).

La metodologia analitica actual permite anali-
zar los procesos evolutivos ocurridos en cada parte
del genoma, por ejemplo analizar cada linaje mito-
condrial individualmente. Segun los modelos teori-
cos (Figura 3), una expansion demografica a partir
de un pequeno ndimero de fundadores (Figura 3a),
crea una genealogia “estrellada” (Figura 3b), en la
que la mayoria de la diversidad se genera justa-
mente en el momento de la expansién (cuando el
tamano efectivo de la poblacion es pequeno y la
deriva mas intensa) (Avise, 2000).

large
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Figura 3: Efectos hipotéticos sobre la genealogia de un gen
(ADNmt u otro) de una expansion poblacional brusca (Avise,
2000).

180

En el caso del ADNmt se han descrito diversos
casos de arboles con genealogia estrellada, que
nos hablan de expansiones poblacionales. Por
ejemplo la filogenia correspondiente a los haplo-
grupos V y H (cuya diversidad se ha atribuido a las
expansiones ocurridas desde el Sur de Europa,
tras la ultima glaciacion hace unos 12.000 anos)
(Richards et al. 2000).

No obstante, la principal discusién actualmen-
te se basa en la datacion de estos eventos demo-
graficos. Estos calculos requieren de la aplicacion
de modelos que asumen multiples supuestos.
Con las limitaciones que supone este método, se
ha propuesto la siguiente interpretacion de la
diversidad del ADNmt en Europa (Richards et al.,
2000) (Figura 4):
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Figura 4: Rango temporal para los principales haplogrupos del
ADNmt en Europa. EUP: Early Upper Paleolithic; MUP: Middle
Upper Paleolithic; LUP: Lower Upper Paleolithic. (Richards et
al., 2000).

El Haplogrupo U, es un haplogrupo de origen
africano, que se introdujo en Europa desde el Proxi-
mo Oriente con la llegada del hombre moderno
(hace unos 40.000-50.000 anos). El resto de los
haplogrupos (I, X, H y K) se habrian originado a
mediados del Paleolitico Superior, en el periodo del
dltimo Maximo Glaciar (hace unos 20.000 anos),
momento en que hay una gran dispersién de pobla-
ciones en Europa.

Tras la ultima glaciacion (entre los 10.000 y
15.000 anos) se observa una nueva diversificacion
de los linajes mitocondriales, la cual se ha relacio-
nado con la reexpansién de las poblaciones desde
las zonas refugio en el Sur de Europa.

Coincidiendo con la difusion de la economia Neo-
litica, se propone que algunos haplogrupos, como por
ejemplo el haplogrupo J, se introdujeron en Europa
desde el Proximo Oriente, hace unos 10.000 anos.
Las mutaciones acumuladas en este linaje permiten
distinguir subgrupos dentro de J (como J1, J2), cuya
difusion se ha relacionado con dos rutas migratorias:
1) a lo largo del mediterraneo y de Europa atlantica
(los subgrupos J2 y J1b), y 2) por el centro y N de
Europa (subgrupos Jlay J*) (Richards et al. 1998).

Sin embargo, no hay que olvidar que esta
reconstruccion evolutiva se ha realizado infiriendo
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el pasado a partir del presente, pero esta recons-
truccion tiene algunas limitaciones, impuestas por
las restricciones de estos modelos tedricos (por
ejemplo: se asume un determinado modelo demo-
grafico y unos valores para las tasas de mutacion,
se consideran uUnicamente los linajes que han per-
sistido hasta la actualidad y se ignoran los linajes
desaparecidos, ya que no estan representados en
la diversidad genética actual).

Teniendo en cuenta estas limitaciones, hay que
ser muy prudentes a la hora de establecer relacio-
nes entre las poblaciones presentes y pretéritas.
La complejidad de la evidencia fosil y genética nos
debiera recordar que puede haber muchos orige-
nes y que éstos pueden estar dispersos geografica
y temporalmente. Por ello, seria mas adecuado
establecer modelos poblacionales y no a nivel
macrogeografico (Foley, 1998).

En este contexto, el analisis de ADN de restos
antiguos abre la posibilidad de abordar directamen-
te algunas cuestiones de la historia de las pobla-
ciones. A continuacién se exponen sendos
ejemplos de este tipo de enfoque: por un lado, un
estudio de ADNmt realizado por nosotros en diver-
sas poblaciones prehistéricas del Pais Vasco, y por
otro lado, el analisis de las secuencias de ADNmt
de fésiles de neandertales.

ESTUDIOS DE ADN ANTIGUO

1. ORIGEN Y EXPANSION DEL HAPLOGRUPO V
DEL ADNmt: DATOS MOLECULARES DE POBLA-
CIONES PREHISTORICAS DEL PAIS VASCO

Como hemos mencionado inicialmente son
varios los posibles acontecimientos demograficos
qgue han modelado la variabilidad genética euro-
pea (primera colonizacién del Homo sapiens
moderno, difusién de la economia neolitica y reex-
pansiones poblacionales tras la Ultima glaciacion).
En relacién al dltimo proceso demografico (las
reexpansiones poblacionales), se ha propuesto
una hipétesis migracionista para explicar el origen
y expansion de uno de los linajes del ADNmt
(haplogrupo V).

Esta hipotesis, propuesta por Torroni y cols
(1998), considera que el haplogrupo V se origind
en el Sudoeste de Europa y desde aqui se dio
una expansioén a otros lugares de Europa, en sen-
tido Noreste, coincidiendo con la difusion de la
cultura Magdaleniense, hace entre 10.000 y
15.000 anos B.R

Los datos de ADNmt obtenidos por nosotros en
diversas poblaciones prehistéricas del Pais Vasco,
nos ha permitido discutir y matizar esta hipétesis
de Torroni, establecida exclusivamente sobre la
base de datos genéticos de poblaciones actuales
(Izagirre y de la Rua, 1999).

Hemos analizado los haplogrupos del ADNmt,
en 4 colecciones esqueléticas que proceden de

distintos yacimientos del Pais Vasco (Vizcaya, Alava
y Navarra), cuya cronologia se sittia entre el Neoliti-
co y la edad del Bronce. En la tabla 1 se presentan
los resultados obtenidos en los yacimientos prehis-
téricos del Pais Vasco. De estos datos resulta
digno de destacar que en ninguno de los yacimien-
tos prehistoéricos analizados se han encontrado los
haplogrupos |, Vy W.

Y acimientos N* H|I| J| K| U|V|W|T+X|Otros| N.D.
SIAPL (Alava) 23 |-] 10| 14| 11| -| - 3 - 2
(n=63)

Pico Ramos 9 |-| 4| 4| 3| -] - 4 - -
(Bizkaia) (n=24)

Urratxa (Bikaia) (2 |-| 1| -| 2 - -
(n=5)

Longar (Navarra) (11 |-| -| 6| 4| -| - 4 2 2
(n=29)

Aizpea (Navarra) |- |-| -| -| 1| -| - - - -
(=)

n*: n° individuos analizados.

Tabla 1: Haplogrupos de ADNmt en grupos humanos prehistéri-
cos del Pais Vasco. Frecuencias absolutas de los haplogrupos
del ADNmt (Izagirre & de la Rua, 2000).

La ausencia del haplogrupo V en poblaciones
prehistéricas contrasta con las frecuencias descri-
tas en la poblacién actual del Pais Vasco, en donde
encontramos valores que oscilan entre el 3.3 y
20% (Bertranpetit et al., 1995; Corte-Real et al.
1998; Torroni et al., 1998).

Este resultado contrasta asimismo con la hip6-
tesis propuesta por Torroni et al. (1998), donde
consideran que el haplogrupo V del ADNmt se origi-
né en el Sudoeste de Europa a finales del Paleoliti-
co Superior, hace 10.000-15.000 anos.

Esta discrepancia en la frecuencia del haplo-
grupo V descrita en los grupos actuales y prehisté-
ricos del Pais Vasco, puede tener diversas
explicaciones (lzagirre y de la Rda, 1999):

1) La existencia de heterogeneidad en la pobla-
cién del Pais Vasco. Los datos existentes sobre
haplogrupos de ADNmt son escasos para discutir
esta problematica. (se necesitaria un muestreo
mas amplio y una metodologia de analisis mas
robusta).

2) Que el tiempo de origen del haplogrupo V
fuera mas reciente que el propuesto por Torroni y
cols (1998): 10.000-15.000 B.R, lo que explicaria
Su ausencia en las muestras prehistéricas estudia-
das. A este respecto existe un gran debate sobre
el establecimiento de las tasas de divergencia.
Valores entre un 7 y 22%/millén de ano, registra-
dos en la bibliografia conducirian a estimaciones
de tiempos de divergencia muy variables.

3) Que el haplogrupo V fuera introducido en el
Pais Vasco por un proceso de inmigracion ocurrido
hace menos de 4.000 anos, que es la datacién
del yacimiento mas reciente analizado en nuestro
estudio.

A la vista de nuestros resultados sobre ADNa,
consideramos que la hipétesis de Torroni et al.
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(1998) sobre el origen y expansion del haplogrupo
V esta poco fundamentada y resulta discutible la
interpretacion que hacen del registro arqueoldgico.
Estos autores fundamentan, en parte, la pretendi-
da “expansién poblacional” en el hecho de que el
parecido existente en el arte y las industrias mag-
dalenienses (10.000 B.P) del sudoeste de Francia
y otras regiones europeas (Bélgica, el Rhin, Suiza,
Moravia y Polonia), podria explicarse por la existen-
cia de una migraciéon humana ocurrida a finales del
Paleolitico.

Sin embargo, para nosotros resulta mas acep-
table considerar que simplemente se dio una
expansiéon de las areas de habitacion en Europa
después del dltimo periodo glacial (~12.000-
10.000 B.R), que ocurri6é en direccion sur-norte, ya
que la mejoria climatica favorecié la ocupacion de
areas (en norte y medio Europa), que hasta enton-
ces habian estado escasamente habitadas por gru-
pos de cazadores dispersos en amplios territorios
(Straus, 1996).

Por tanto, en relacién al origen y expansion del
haplogrupo V, los datos de ADNmt obtenidos en las
poblaciones prehistéricas, cuestionan la interpreta-
cion de Torroni en términos migracionistas. Una
posible explicaciéon es que:

- la mutacion que define el haplogrupo V (4577
Nia Ill), pudo alcanzar valores muy elevados en
algunas regiones del Pais Vasco (Gipuzkoa, 20%),
por efecto de la deriva genética, lo que explicaria la
heterogeneidad observada para este haplogrupo
entre distintas muestras (entre O y 20%).

- estas variaciones en la frecuencia debieron
ocurrir en el periodo pre-mesolitico (> 11.000 B.R)
cuando el tamano efectivo de los grupos humanos
era suficientemente pequeno como para que la
deriva genética tuviera un efecto apreciable

- esta explicaciéon es compatible con la data-
cion atribuida al origen de la mutacion, pero no es
preciso recurrir a modelos migracionistas para
explicar su distribucion en las poblaciones indoeu-
ropeas.

Este trabajo sobre ADNa en poblaciones
prehistéricas muestra la importancia de disponer
de datos genéticos de poblaciones antiguas para
contrastar algunos de los supuestos asumidos en
la interpretacion de la historia evolutiva de las
poblaciones. Pero sélamente cuando se disponga
de datos genéticos en un mayor nimero de pobla-
ciones prehistéricas, se podran plantear hipétesis
interpretativas mas concluyentes sobre la historia
de las poblaciones humanas. En este sentido,
nuestra investigacion va encaminada al andlisis de
grupos humanos de la region cantabrica, area de
gran interés por ser una de las zonas “refugio” del
Mesolitico en el continente europeo, y por tanto
fundamental para la resolucién de las diversas
hipétesis existentes actualmente, sobre la evolu-
cion de las poblaciones europeas.
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2. ANALISIS DE SECUENCIAS DE ADNmt EN RES-
TOS NEANDERTALES

El origen de la humanidad contemporanea ofre-
ce adn gran numero de incégnitas, sin embargo el
desarrollo de nuevas metodologias de analisis ha
permitido encauzar el debate existente desde prin-
cipios de siglo. Los andlisis realizados en algunos
restos fosiles de neandertales, se plantearon la
cuestion de si los neandertales se extinguieron al
ser reemplazados por el Homo sapiens “moderno”,
sin contribuir genéticamente a la linea evolutiva de
la humanidad actual o si por el contrario hubo
intercambio de genes, de forma que los neanderta-
les contribuyeron en cierta medida al ADN de nues-
tro ancestro.

En 1997, por primera vez, se obtuvieron datos
genéticos procedentes de fésiles neandertales. Pri-
meramente se consiguié extraer y secuenciar un
fragmento de ADNmt del neandertal procedente de
la cueva de Feldhofer en Alemania (Krings et al.,
1997 y 1999). Posteriormente, en el ano 2000, se
obtuvieron secuencias de ADNmt de otros 2 fésiles
neandertales procedentes de la cueva de Mezmais-
kaya en el Norte del Cadcaso (Ovchinnikov et al.,
2000) y de la cueva de Vindija en Croacia (Krings
et al., 2000).

Primer analisis molecular de un fosil neandertal:
Feldhofer (Alemania)

El primer estudio molecular de un fésil nean-
dertal se llevé a cabo en 1997 sobre el neander-
tal-tipo descubierto en 1856 en Feldhofer
(Alemania) (Krings et al., 1997 y 1999). Este anali-
sis requirié un laborioso proceso metodolégico rea-
lizado en paralelo en dos laboratorios
independientemente.

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de un
fragmento de 0.4 g. de hueso cortical compacto.
Se amplificaron 13 fragmentos cortos solapantes
(de unas 105 pb) de la region control (HVR 1) del
ADNmt. Los productos amplificados fueron clona-
dos en plasmidos y se secuenciaron 30 clones
(123 fragmentos de secuencias). La comparacion y
alineamiento de los fragmentos permitié constituir
una secuencia de 379 pb perteneciente al fésil
neandertal.

La secuencia del fésil se comparé con una
secuencia de referencia humana (secuencia con-
senso o de Anderson) y asimismo se compard con
994 linajes mitocondriales pertenecientes a pobla-
ciones humanas actuales y con 16 linajes de chim-
pances. Los resultados indicaron que las
diferencias entre la secuencia del neandertal y la
de los humanos actuales (27 + 2.2 sustituciones)
es aproximadamente tres veces la existente entre
la media de los humanos actuales (8 £ 3.1) yes la
mitad de la existente entre chimpancés y humanos
(55 £ 3) (Figura 5).
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Figura 5: Comparacion de las secuencias de ADNmt entre huma-
nos actuales (994), el fésil neandertal de Feldhofer (1) y chim-
pancés (16), (Krings et al., 1997).

Para establecer la relacion existente entre la
secuencia de ADNmt del neandertal y los ADNmt
de las poblaciones humanas actuales se realizé un
analisis filogenético, cuyo resultado muestra que la
divergencia de la secuencia del ADNmt del nean-
dertal es anterior a la divergencia de los ADNmt de
los humanos actuales (Figura 6).
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Figura 6: Arbol filogenético en el que se incluye la secuencia del
ADNmt del neandertal de Feldhofer y 986 linajes humanos
actuales (estructura esquematica obviando ramificacion inter-
na). Raiz del arbol: 16 linajes de ADNmt de chimpancé (Krings
et al., 1997).

Este anadlisis filogenético concuerda con el
establecido en base a la comparacion entre pares
de secuencias y la conclusion a la que se llegé es
que la secuencia del ADNmt del neandertal se
sitia fuera de la variacion del ADNmt de los huma-
nos modernos.

Con estos datos genéticos calcularon la edad
del linaje mitocondrial del antecesor comiin de
neandertal/humano moderno, utilizando el princi-
pio del reloj molecular, seguin el cual la diferencia
genética entre dos especies es una medida del
tiempo transcurrido desde que divergieron de un
antecesor comun. La velocidad de evolucion se
establecié tomando como referencia la divergencia
entre humanos y chimpancés (4-5 m.a.)

Se calcul6é una fecha de 550.000 - 690.000
B.R para la divergencia de los linajes mitocondria-
les del neandertal y de los humanos modernos. Y
una fecha de 120.000 - 150.000 B.P para la edad

del antecesor comuin de los humanos modernos.
Por tanto, la edad del antecesor comun de nean-
dertal/humano moderno es cuatro veces mayor
que la de los humanos actuales.

Sobre la pregunta de si existid intercambio de
genes entre los neandertales y los primeros huma-
nos modernos?, los resultados del analisis molecu-
lar del neandertal atendan esta posibilidad, pero
no la excluyen. Los autores de este estudio consi-
deran que medio millon de anos de evolucion inde-
pendiente de dos formas humanas altamente
especializadas, hacen improbable tal intercambio.

El analisis de mas especimenes neandertales
resultaba esencial para conocer la diversidad gené-
tica de estas formas humanas y la relacion entre
ellos y los humanos modernos.

Los neandertales de Mezmaiskaya (N. Caucaso) y
de Vindija (Croacia)

El neandertal del Mezmaiskaya (N. Caucaso)
es de los Ultimos ejemplares de esta especie, con
una datacion de 29.195 + 965 BR. El ADN extraido
presentaba una preservacion excepcional, por lo
que la amplificacién se llevo a cabo en dos frag-
mentos solapantes de 232 y 256 pb y la secuen-
ciacion se realiz6 directamente, sin necesidad de
clonacién (Ovchinnikov et al., 2000).

La secuencia del ADNmt del neandertal del
Caucaso muestra una divergencia de 3.48% con
respecto al de Alemania. Es decir hay 12 mutacio-
nes entre ambas secuencias, valor mas elevado
que el que existe entre pares de secuencias de
muestras actuales de los 3 continentes (menos de
1% de los pares de europeos y de asiaticos actua-
les difieren en 12 o mas posiciones, y un 37% de
los africanos difieren en 12 o mas posiciones)
(Tabla 2).

Africanos Asi aticos Europeos N.Feldhofer
Neandertales 33.9+2.8 33.5+2.1 35.3+2.1
(Feld.y Vind.)
Vindija 9
Mezmaiskaya 12

Tabla 2: Diferencias entre pares de secuencias (3 muestras
neandertales: Feldhofer, Vindija y Mezmaiskaya, y 663 humanos
actuales africanos, asiaticos y europeos) (Krings et al., 2000).

El analisis filogenético sitlia a los dos neander-
tales en un clado separado de los humanos moder-
nos, lo que apoya la hipétesis de que existié muy
poco flujo génico (intercambio de genes) entre
neandertales y humanos modernos (Figura 7).

El neandertal del Vindija (Croacia), cuya data-
cién es >42.000 B.R, fue secuenciado a partir de
los fragmentos obtenidos por clonacion (357 pb de
HRVI y 288 de HRVII). La comparacion de las
secuencias de los neandertales de Vindija y de
Feldhofer arrojo diferencias en 9 posiciones (Tabla
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2). Por otro lado, se vio que sus secuencias no
estan mas proéximas a los europeos de lo que
estan a africanos y asiaticos, lo que puede consi-
derarse una prueba a favor de la hipdtesis de
reemplazamiento.

5,846 modern humans

100

Mezmaiskaya

1S

Feldhofer

Chimpanzees

(@)

9 modern humans
84
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Figura 7: Relaciones filogenéticas de los dos neandertales
(Feldhofer y Mezmaiskaya) y los humanos modernos. (a) Arbol
neighbour-joining (5.846 muestras humanas actuales); (b) Arbol
maxima parsimonia (3 muestras africanas, 3 asiaticas y 3 euro-
peas elegidas al azar). Raiz del arbol establecida con 3 secuen-
cias de chimpancés. Los n° senalan frecuencias bootstrap (%) a
partir de 1,000 réplicas. (Ovchinnikov et al., 2000).

El arbol filogenético obtenido agrupa a ambos
neandertales (Vindija y Feldhofer), separandolos de
los humanos modernos (figura no mostrada). Estos
resultados no excluyen la posibilidad de que hubie-
ra habido cruzamientos entre neandertales y huma-
nos modernos, pero muestran que incluso si los
hubo, los linajes mitocondriales de los neanderta-
les no han contribuido al pool génico de los huma-
nos actuales.

En este debate, resulta necesario comparar las
secuencias de ADNmt de los neandertales con las
de fésiles de Homo sapiens moderno. Hasta el
momento, el dnico trabajo publicado ha consistido
en el analisis de secuencias del ADNmt de fésiles
australianos de Homo sapiens moderno datados
entre 8.000 y 62.000 anos (Adcok et al., 2001).

La secuencia del fésil australiano LM3 (62.000
BR Homo sapiens moderno) es muy divergente res-
pecto a las de otros fésiles australianos analiza-
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dos y a los humanos actuales. Este resultado plan-
tea la problematica de la extincion de una linea de
ADN Amt que existié en un humano moderno
(62.000 B.R) pero que esta ausente en los austra-
lianos actuales. Sin embargo este andlisis ha sido
objeto de criticas y se necesitara de la existencia
de mayor nimero de datos de fésiles del Homo
sapiens moderno para valorar si hubo en alguna
medida, intercambio genético entre ambas formas
humanas (neandertal y hombre moderno).
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