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RBS1lllBll 

Quiénes y cómo eran los antiguos habitan te is del actual territorio 

mexicano? Estas cuestiones se han planteado desde hace mucho tiempo, y para dar 

reBpueata Be ha eatudiado el legado cultural y el biológico. En el Pri9ero están 

presentes la arquitectura, :a religión, la li-:era'tura, entre otras. En el 

segundo se considera la diver!iiC.ad y la relae:.Cn del hombre con e!. ~edio 

ambiente, como re:sultado del atributo más sorprendente de los sistemas vivou: la 

capacidad de tranam.i tir propiedades hereditarias de una generacion a otra. Este 

úl t.imo aspecto, justamente, ha suaci ta.do desde hace mucho tiec.po una. inuy amplia 

variedad de estudios dentro del campo de la antropología biológica. 

Una de las fuentes fundamentales para estudiar la evolución biológica de 

:.a especle humana na s~~o el estudio de !o~ diferentes tipos de res:cs que se 

han encontrado. Entre' los más not.ables se pueden mencionar : material óseo, 

tejido momificado y te1ido congelado. 

Una de las principales razones para estudiar el material óseo consiste en 

que r.os :nuestra una amplia :.:iformación acerca de !os indhiduos 

poblac1oneg a las que pertenecieron. 

y las 



Aunque lo• primeros e•tudioa re&liHdo• en rHtOa óseo• se limitaban a un 

enfoque meraMnte deacriptivo, al paso del tim11po han permitido no sólo esbozar 

la• caracter!aticau: fiaicH esenciales de loa antiguo• pobladores, sino tabién 

evaluar otro• parámetroa tales como su crecimiento y nutrición. 

Actualmente, con el deaarrollo r avance de las t'cnicu de bioquímica Y 

biología 11olecular ha surgido la llaaada " Arqueología Molecular" donde uno de 

loe principalea objetivos H la búaqueda de los ácido• nucleicos en diveraos 

tejido• de varios cientos a miles de año1 de antiqUedad de plantas r aniaales, 

incluyendo al hoabre. Eato1 estudios h&n demostrada que la conservación del 

material genético ea un fenómeno factible, por lo que estudio• aolecularea en 

poblaciones prehispánicas mexicanu abren la posibilidad de responder a viejas 

interrogantes y plantearnos nuevaa pre;untaa. 

En este estudio se describen los priml!!roa datos sobre el aislamiento, la 

caracterización 'f la identificación de ADH y ARN l!!D particular, Het-ARNti de 

origen humano, proveniente de teJido 6seo de poblaciones prehispinicaa de 

diferentes zonas de la Cuenca del Valle de México y de la zona arqueológica de 

Tula, Hgo., fechado con soo-1,110 años de antigüedad. 



Asimismo, se tienen los primeros indicios de un posible ¡iolimorfismo 

gene'tico y la iden'tificación de individuos por medio de .. huellas digi'tales de 

A.OH " de poblaciones prehbp.inicaa IHUIOIUlericanas. 

Es indudable que la información del presente t.rabaJo resulta de enorme 

in'terés, ya que permitirá !IU aplicación inmediata para o!':~ner un meJor 

conocimiento del hombre antiguo. 



llaterial geiu§tico contmporÁDeO: Propiedad.e•, estad.o y alcance• de la 

inf~ción. 

L• diversidad biológica es una realidad tangible basta observar el 

entorno. Esta diversidad se genera por las modificaciones genéticas que operan 

en los individuos poblaciones y especiea que dependiendo de su permanencia o 

desaparición; trascienden en loa procesos de eapeciacián. 

El Hamo aap1tm• en consecuencia, eetá sujeto tallbién a loa procesos 

adaptativoa que su habitat le impone y su éxito, como en otras especie•, se 

finca en la variabilidad genética que posee. Lo anterior ha sido demostrado por 

el examen de un considerable número de individuos pertenecientes a los grupos 

étnicos actuales. Algunas variaciones como la estatura, el color de !a piel y el 

cabello, entre otras, aon fácil.mente identificable& y sencillas de analizar. 

Otras, por el contrario, han sido descubiertas recientemente s61o gracias al 

avance del conocimiento científico y de las nuevas tecnologías desarrol!adas. 

Así, se tienen importantes datos antropológicus a nivel mundial: 1) Infonnaci6n 

sobre una amplia gama de caracteres morfológicos, métricos, linqüisticos y 

culturales q<Je pueden ser COIDparadoa con peculiaridades geneticaa. 2) Un vas~o 

número de datos históricos que pueden ser utilizados para reconnruir patrones 

de las poblaciones '/ :.a :secuencia ile los eventos históricos que permiten la 

subdivisión Y fusión de las mismas. 3} La tasa de fertilidad y mortalidad (edad 



Hpecifica) y la dietribuci6n del taaaño de la progenie para entender la 

estructura y evolución de la población. 

También existe una amplia información acerca de los grupos sanguineoa Y de 

lo• loci de diferentes proteinH que se han utilizado para abordar diversos 

problemas: 1) Eatimaci6n de la estructura genética de laa poblaciones aborígenes 

a varios niveles geográficos y sus relaciones con aspectos de la estructura 

demográfica y social, como loa trabajos de Neel y colaboradores en los 

Y'anomamas y Otras tribu• sudamericanas (Heel et al., 1977: Smouse et al., 1981); 

los de Kirk (1979), Birdsell et al. (1979) y Blake (1979) en nativos 

auatralianoe y 1obre diferentes grupos étnicos mexicanos (C6rdova et al., 1967; 

Gorodezky, 1988). 2) La valoración de lu pobla.cione& 9eoc¡d.ficaa, como los 

estudios a nivel mundial _de Nei y Roychoudhury (1982), !os de RychJtov y 

Sheremetyeva (1977) en grupos étnicos del Norte de Asia y 3) la recoa.trucci6n 

de patrones de migración. 

Las investigaciones sobre genética humana han sido complelllentadas por 

estudios clínico• siatem.iticos y por datos aportados por especialistas de las 

diferentes áreas de la biología humana tales como: hematologia, inmunología y 

antropología, entre otras. Cada grupo ha hecho contribuciones valiosas dentro de 

su especialidad para la identificación de marcadores genéticos (grupos 

sanguíneos, sistema HLA, isoenzima:s, :lermatoqlifos, entre otros) "/ para la 

caracterización de defectos geneticos que podr.ian estar asociadcs con 

padecimien'tos compleJos tales como: leucemi.a. utri'tis. desórdenes hematolóq1cos 



y uormalidade• p•iquica• y neurológicas (Hourat, 1954; W'hite y Caakey, 1988; 

Molecular Biology of Ho11Jo s•p.i.ens, 1966)). 

Por otra parte, en 1011 último• veinte año11 el problema del origen del 

hoabre 1e ha modificado profundamente gracias a la utilización de técnicu de 

an'1isi• proceden tea d., la genética molecular, hasta el punto que ha nacido una 

nueva disciplina: la Antropología Molecular. AllÍ, 1011 estudios que permiten 

conocer secuencias de aminoácidos y la variación fenotipica de lao proteínas han 

hecho factible descubrir la frecuencia aproxiDada ·con la qile se lleva a cabo la 

sustitución de aminoácidos, así como el extenso polimorfismo proteico que se 

pre.aent.a en lu poblaciones naturales (Harrie y Hopkins, 1972; Selander y 

Whittman, 1983). También laa invutigaciones sobre aecuenciación de AD!I, ARN , 

la aplicación de los métodos con ADH recombinan te, y uiplificación por la 

Reacción en Cadena de la Polimeraaa (PCR), conducen a una nueva fuente de 

información, que permiten la purificación a gran escala de secuencias génicas 

particulares que actúan como "sondas" de secuencias homólogas en el genoma. Esto 

ha puesto al descubierto la orqanización del genom.a, en donde se obeerva que 

muchos genes se encuentran en grupoe o fuiiliaa, en donde .alguno• de loa 

miembros pueden estar localizadon uno cerca del otro en la misma región 

cromoaó1dca Y estar, muy relacionados en la 3ecuencia de nucleótidos (Lewin, 

1990). Frecuentemente, los genes en una familia codifican proteínas con 

funciones semejantea, pero no idénticas, o diferentes en su patrón de expresión 

como por ejemplo loa gtle son transcritos en los diverso& esudios de '1esarrollo 

Y en tejidos especificas (Garrels, 1979; Van Nest et al. 19eO; Derman et al. 

1981). 



Otro hecho que se ha manifestado ea la evolución de. loa ;enea • través de 

la interpretación de una serie de propiedadef.J biológicas relacionadas con la 

re;ulación de la expreBión del genoma {Hinty y Hevaark, 1980; Lewin, 1990) y la 

clonación de fragmento• de ADN del genoma humano para formar bibliotecas génicas 

{Haniatis et al. 1982) ¡ ademáa, la variabilidad gen,tica que se puede detectar 

es mayor q\!e la obtenida con la electroforesis de proteínas. Con estaa técnicas 

ha sido posible determinar en laa poblaciones humanas la existencia de 

polimorfismo de genes, o de otros fragmentos de ADN, que :ie muestran en dos o 

má11 alelos. La• variantes presentan mutacione• qu·e han •ido heredada.a por una 

fracción apreciable de la población c:omün. La 111ayoria de estas mutaciones son 

probablemente neutrales, aunque algunos polimorfismoa reflejan ventajas 

aelectivu en los distintos alelos. 

El polimorfismo genético explica la variación hereditaria observada. en la 

población humana, fundNDental11ente la diverddad en las características 

moleculares (Wainscoat et al., 1986; !981; Cavalli-Sforza et al., 1986) como los 

grupos sanguíneos (Salazar-Hallén y Arias, 1959 ; C6rdova et dJ., 1967; Heel et 

al.,1917; Kirk, 1.979; Birdsell et al., 1919; Blake, !979; Smous~ et al., 1981; 

White y Caakey, 1988), los antígenos de histocompatibilidad {Gorodezky, 1988), 

las diferencias metal>61icas y aspectos relacionados con la personalidad. Estos 

polimorfismos Bon casi siempre debidos a sustituciones de nucleótidos; ademas, 

la mayoria de las delcciones o insercioneo desorganizan el marco de lectura·, 

dirigiendo un producto proteico completamente diferente y generalmente no 

funcional !Salser e Issacson, :.916; Kimura, :.971; J'ukes 7 :ting, :973; tomedico 

et al., 1919; Hiyata et al., 1980; Hoyshida y Kiyata, 1983). Sin emtiari;o, 



exia'ten familias de proteína• como ha inmunoglobulinaa: que tienen regiones con 

cnúltiplu variaciones en su secuencia de uinoácidoa que conservan Y enriquecen 

su función biol6gica fundamental que ea la interacción con el determinante 

antigénico que provoca su síntesis. También están relacionadas con otras 

proteiaH q1.1e cumplen au función de reconocimiento celular (Adama, 1980; 

Tonevawa et •l., 1981; Leder, 1982). 

Los poli.morfiinnos pueden ser utilizadoo para diotinguir diversas copian en 

el miamo cromosoma, cuando un inclividuo es heteroci!)'oto en un sitio poliaórfico, 

éste llega a ser una posible pista que ae tr&naite a la región del cromosoma en 

el .hijo de este individuo. Lo anterior conatituye una herramienta podaron para 

localizar genea afectados por medio del aaUbia: del puenteaco (Molecular 

Biology of Hamo :tapiens, 1986; Hatamura et al., 1987). También ae pueden 

utilizar para estudiar y deteminar loa orígenes de grupos do poblaciones 

hw1umaa, las cual ea rauchas veces difieren en las frecuencias de a.lelos 

particulares (Molecular Biology of HollJO aapiens, 1986). 

Be ha observado que el genoma humano contiene un gran número de 

variaciones dentro y fuera de las secuencias que expresan infamación como lo 

han señalado Jeffreys (1979) y Jeffrl!ys et al. (1985a). · Estos autores han 

calculado que 1 de cada 100 nucleótidos que no codifican, podrían ser 

politiiórficos. Además, Ayala (1983) ha sugerido que cada individuo podría ser 

heterocigótico presentando por lo menos un polimorfismo por locus. 



LH priaeru variantes de At>H humano que ae identificaron, corresponden a 

loa polimorfismos en laa secuencias de baaea. Algunas de estas sustituciones de 

nucle6tidoa aon identificable• porque alteran el sitio de reconocimiento de las 

endonucleHu de restricción (Xan y Dozy, 1976); ea decir, ae modifica la 

secuencia especifica de nucle6tidoe dando como resultado una variación en la 

longitud del tamaño de loa frac¡mento1 de ADH, también conocidos como Fragmentos 

PolWrficoa de Longitud Variable (YPLV ,en inglés RFPLa). Estos rPLVs 

repreaentan cambios en el ADH, por lo que sirven como base para realizar 

estudios poblaclonales (Botatein 11t aJ., 1980; Villi ... on et al., 1984; Cox et 

al., 1985; Hofker et al., 1985¡ Cooper y Schidke, 1986). 

En años anteriores, la lista de RLV era similar a la de proteínas 

(Beaudet, 1985) pero, actualmente, el número de las diferentes sondas que ee 

utilizan para detectar FPLVa se ha incrementado de tal manera. que es dificil 

decidir cual de ellas utilizar. En Ht& lista no se incluyen las que 

corresponden a Joci desconocidos. Algunas de estas sondaa son de PPLVs 

extremadamente variables que pueden ser de gran ayuda en estudios de genética 

poblacional . 

Otr&5 opciones. que se pueden emplear para comparar il ADN de diferentes 

poblaciones son: el uso de ADN mitocondrial (ADNmt), las regiones hipervariables 

que se encuentran en serie y las técnicas de hibridación ADN- ADN en 

hidroxihapatita. 
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J:l ADNB!.t ha sido estudiado en diversas poblacione11 humanas (Denaro et •l., 
1981; Cann et al., 1984; 1987; Horai y Kataunaga, 1986; Hora! et al., 1991; 

Pllbo et al., 1990b; Wallace et al., 1985; Vallace y Torroni, 1992). La 

variación genética del ADN111t es debida a loe cubica en loa sitio• de 

restricción (Bonné-Tamir et al., 1986); además de que se siguen patronea de 

herencia materna y en loa mamíferos funcionan como haploidea. El ADHllt es más 

aenaible a las mutacione.s comparado con el ADN nuclear por lo que podría 

funcionar como un factor l!mitante en lao poblaciones (Vallace et al., 1985; 

Wainacoat et· .sJ., 1987; Wallace y 'l'orroni, 1992)·. Sin eilbargo, para realizar 

e11tudioo de ADNmt y obtener información más precisa acerca del poliiuorfismo de 

una determinada población, su requiere de un número ai;nificativo de aueatras • 

En e.L genoma hum.ano y de otros eucariotes, se encuentran fragmentos de 

ADN repetido• y en serie, cuyas unidades varian en la repetición y en el tamaño. 

La gama en la que se encuentran ea amplia; existen desde fraqmento& grandes con 

una longitud de SO !ib, como los satélites alfoides de los centrómeros (Willard, 

1991) hasta unidades t&n pequeñas como las repeticione1:1 de dinucle6tidos (Weber 

y Hay, 1989; Litt y Luty, 1989) y mononucleótidos en 1011 extremos de loa 

transposones (Economou et al., 1990) que frecuentemente presentan variación en 

el nümero de unidades repetidas. 

Los análisis genéticos en el hombre pueden ser simplificados por la 

disponibilidad de sondas de las regiones hipervariables provenientes del ADH 

h\!mcmo, los -:uales muestran una variación multialélica :orrespondien'te a una 

al~a heterncigocidad. La primera de :!Stas regiones fue aislada por Wyaman y 
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White (1980) a partir de una biblioteca gc§nica humana fonaada al azar. En el 

genoma humano H han deacJbierto regiones tales como: la 5' del gene de la 

inaulina (Bell et al., 1982), la región 3' del c¡ens H-ras (Capen et al., 1983), 

el gene o-globina (.Jarman et al., 1986), el gene de la coUgena tipo II (Stoker 

et •l., 1985) , el gene B de la apolipoproteina (JCD.ott et •l., 1986) y la región 

entre loa genea 1 y 2 de la globina (Good.burn et al., 1983); así como el locus 

D14Sl definido por una clona anónima de ADN, derivada de la región telot11érica 

del brazo lar;o del cromosoma 14 ( Wyaman y White, 1980; Dalazs et al., !962; 

Wyama.n et al., 1986). Estos mini11at6lites difieren •u.tancialmente en eu 

variabilidad desde aólo 6 diferentes alelos detectados en h. región hipervarible 

de la coUgen4 {Sykea et al . , 1985; Wyaman et •l., 1986) hasta máa de 80, como 

loa detectadoa en la reqión hipervariahle en el locu.tt DUS1 (Dalazs et 

al. ,1982). 

El descubrimiento y el uao de laa sondas que son capaces de detectar un 

gran número de loci minisatéli tea hipervaria.blea y repetidos en serie, señala su 

gran distribución en el genoma humano (Jeffreya et aJ., 198Sa) y proporciona una 

de las baaaa para el aislamiento oistemático de minintéli tes por medio de 

clonación (Wong et al., 1986; Won9 et al., 1987: Halcamura et aJ., 1988; Armour 

et al., 1990; Vergna~d et al., 1991). Además de las sondas di!! minhatélites 

derivada. de un intrón del gene de la mioglobina {Jeffreys et .tJ., 1985a), se 

han reportado otro tipo de fraqmento8 repetidos en serie, naturales (Vassart et 

al., 1987; Fowler et al., 1!188) y sintéticos {Ali et al., 1986; 'lergnaud, 1389) 

'!¡Ue se han uudo para detectar Joc.i hipervariables múltiples. 
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ID el geaorna humano es deaconocido el núaero total de locl hiperva.riablu, 

Xnovlton y colaboradores (1986) han registrado 1680 recombinantea de una 

biblioteca 9en6mica huaana seleccionada al a1ar, y han dcacubierto 12 clonas que 

presentan redonea muy polimórficaa. Esto sugiere que el gen09& hwnano contiene 

por lo aeno• 1500 regiones: (Vong et aJ. ,1987). Otros son lo• llamados 

aini••télites (J'effreye et al. ,1985a; 1985b; 1985c) que son considerados como 

"huellaa di9itale11" de ADH en loa que la variación alélica y la locdhaci6n de 

lu bandas se demuestran más fácilmente. Alquno• minhatélitee que son muy 

polimórficoa'tienen alelos múltiples, loa cualea oon relativ1.111ente raros. Estos 

sitios pro¡;orcionan una herramienta poderosa pura distinguir ADW de diferentes 

individuo• y ¡:or lo tanto tiene aplicac_ione• biol6gicas, antropol6qicaa, médica.a 

'i fo-rense• importantes (Jeffreye et al. ,1985b; 1965c; Vonc¡ et al. ,1981} 

Por otro lado, la metodología de hibridación ADN-ADH es de uso limitado 

para la inveatiqaci6n filogenética, debido a la dificultad que representa el 

desarrollar esta técnica en mue•tra• nwaeroaaa {Britten, 1986). 

C:on los avances en biología molecular se ha descrito un catálogo de 

alrededor de 4 ,000 genea transmitidos por herencia mendeliana (Hcltusick, 1986). 

Por lo anterior, se. puede decir que el sistema humano está equipado con un 

fenotipo asombrosamente amplio, en donde miles de genes ya se han identificado 

en virtud del genotipo que se !es ha conferido cuando eBtá heredado en forma 

mutante. El limite de las mutaciones abarca dl!llde deficiencias en enzimas, que 

son importantes en rutas metabólicas, hasta alteraciones tan suti¡es corno :;1.s 
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que modifican la psicologia (Molecular Biology of Hoao sapiens, 1986; Vbite y 

Caskey, 1988). 

Es neceoario hacer notar que nci obstante la complejidad del ge.noma buaano, 

uno de los papeles centrales en l• investigación biomédica contemporánea es la 

elaboración de mapas. Basta ahora, el nllltero de loci que han sido organizado• en 

upas es de menos del 2 \ de; los 50, 000 ven ea que se ha propuesto que tiene como 

~inino el Hamo sapjens (McKuaick, 1986). 
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Material genético antisruo: Propiedade• enado :r alcecu de l• infamación. 

1. letudioe hhtológicoa 

tu estructuras 11ubcelularea que contienen a lo• 'cidoa nucleicoa se 

encuentran poco preservadas en reato11 antiguo•: por ello, la· arquitectura 

celular y subcelular ha sido técnicamente de•afiante y enigm,tica; al mdnOB, en 

un cuo (bases II} se han podido dietin!il\lir' diferentes tipos celulares 

(Cockburn .Y Coctburn, 1980). La identificación histológica de tejido normal, o 

COA alguna enfermedad, ae ha basado en loa patronea de tejido conjuntivo. Se han 

observado núcleos de reato11 momifieadoa del Viejo y Nuevo Mundo. Por Unción con 

hematoxilina, ae han podido identificar detalles nucleare• en tejidos de por lo 

IDenoa una -.oaia egipcia de 4,000 años de antigQedad de la• 23 ex&11inadas (Pi.':ibo, 

UBSb) Y el an'liais de tejido momificado peruano por tinción de Feulgen, revela 

que aproximadamente 1 de cada 3, 000 células musculares contienen n1icleos 

intacto• (Rogan y Salvo,1990). 

Otros autores (Romano et al., 1976) han descrito la presencia de células 

oanguíneas en diveraal'I fases de diferenciación y neutrófilo• en restos óaeos de 

500 afioa de antigüedad. También se han mo11trado oateocitoa y núcleos en material 

óseo prehispánico fechado con 650-750 añ1J.11 de antigüedad (Vargas y Sánchez 1 

1990). 
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2. E1tudioa en proteinas antiguas 

Lo• primero• indicio• de que la inf~rmaci6n qen~tica puede peraiatir en 

material antiguo, ion l.u demostraciones de la aubsbtencia de proteínas en 

hueaoa y conchas f61ilea de millones de añoa de antigüedad (Wyckoff, 1912; 

Weiner et al., 1976; curry, 1988). Otroa datos aon loa referentes a la 

ccmpoaición química, histología, y rutH metabólicas en huesos de dinosaurios 

fechados en 80 millones de años ( Pawlicki et al., 1966; Nowicki et al., 1972; 

Killer y Vicltoff, 1972; Pawlicki,1976; 1984). Incl1i•o en reatos excepcionalmente 

bien preservado:s de un mamut siberiano de 40,000 afíoa de antiqüedad, el análisis 

el..entd de aainoácidoa y de albÚlllina , aai como estudios de microscopia 

electrónica, han puesto en evidencia diferencias significativas cuando 

comparadas con el elefante actual {Senaabauqh, 1982; Prager et al., .1980). 

También se han estudiado proteinH en momias peruanaa (Pedro y Chinay, 

1991). 

Do estoe hecho.e surge la esperanza de recuperar informa~ión genética a 

partir de la secuencia de aminoácidos provenientes de restos antiguos. De ahí, 

los grandes esfuerzos realizados en las últimas dos 'décadas por est.os estudios. 

Otro tipo de investigaciones, son las r~ferentes a la comparación de la 

estructura primaria de la albúmina entre especies extintas y vivientes. Con 

estudios inmunológicos se ha confirmado la relación cercana de parentesco que 

e:dste entre el mamut y los elefantes contemporáneos (Lowestein et al .• 1981). 
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A nivel poblacional, los estudios de antropología y paleo:1oologia se han 

dirigido a determinar la frecuencia de alelos de los loci polimórficos en 

poblacionea antiguaa. Uno de loa de mayor interé&, ha aido el sistema ABO 

(Candela, 1936; Wyaaan y Boyd, 1937¡ De Terra et 111 .. 190; Toral 1949; Saluar­

Hallén, 1951: Harriaon et al., 1969; Allison et aJ., 1985), 9in embargo, !a 

serología de los grupos na.nguineos en tejidos antiguos presenta dificultades, ya 

que existe la posibilidad de una degradación diferencl.al de los antiqenos, asi 

como la contaminación de otros antígenos de plantas o :nicroor;a.nis::o:s ~Je rueden 

reaccionar con el anticuerpo o bien oscurecer loa deteminantes del grupo 

sanquíoeo. La identificac16n serol69ica mediante el sistema a.i:ti;énico MI.A, 

podria ser de mayar infont4ci6n en restos bwnanoa bien presen·ados. Ad~is, este 

grupo tiene la ventaja de disminuir riesgos de reacciones cruzad.as irregula:es, 

cauudas por proteínas de otros organismos (Hansen y Gilrtler, :983). N=i 

obstante, ae tiene la dificultad inherente de interpretar la reacción, debido a 

la modificación que presentan los antigenoa de loa re11toa, originada por el 

proceso de la degradación del material biológico. 
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3. ADH en Reatoa Antiguos 

El priacr caso en el que ae pudo aislar material genético a partir de un 

cad4ver utilizando los avances metodol6gicoa actuales (Vang y Lu, 1981), plantea 

la posibilidad de e1tudiar la información hereditaria de tejidos antiguos a otro 

nivel, el génico. 

Actualmente, uno de loo principall!!!ll objetivos de esta linea de 

inveatigacióó ea la búsqueda de ADH en diversos tejidos a.ntiquoa, tanto de 

plantas (Roc¡era y Bendich, 1985; Rollo et al., 1988; Helentjaris, 1988; 

Golenberg et al., 1990; Golen.berg, 1991; Rollo et al., 1991), como de ania&lets 

(Rigucbi y Wilaon, 1984; J'ohneon et al., 1985; Houde y Braun, 1988; Thomu et 

•l·, 1989). Eatoa resultados se resumen en loB cuadros 1 y 2. Higuchi Y 

colaboradores: (1984), fueron loa primeros en clonar ADN obtenido de músculo 

de•hidratado de la cuaga ( Equus cu•gg•), un miembro extinto de la. familia de los 

c4ballos de 14D años de antigt.ledad. Esto representa la primera informacíéa 

filogenética obtenida a través de secuencias de ADN de Un especiJaen de niuseo. 

Día a día se incremeatan los estudios referentes a. genes mitocondrialea en 

diversos ejemplares (Híguchi y Wilson, 1984; Wrischinick et .11., 1987; Higucji 

et aJ., 1987 I".!Ui.bo et al., 1988; P1Uibo, 1989a; 199Da; Thomas et al., 1989. 

Por lo que respecta a reatos humanos, recientemente se publicó el cano 

extraordinario del hallazqo de un cerebro en un pantano de Florida, con ~na 

antigüedad de a ,000 años, preservado en su cr.ineo. En este especimen se han 

podido estudiar aspectos anatómicos, histológicos e inclusive moleculares tales 



co11.o el aiala.11.iento, ident.ificación y amplificación de ADH mitocond.rial Y de 

alqunos de los genes de la Clase I del sistema HLA (Doran et al.'· 1986: Pl.'ib_O et 

al., 1988; Lavlor et al., 1991). Mis aún, ha sido posible aislar Y clonar 

material genético de una •ocia egipé:ia de la aexta dinastía 2170 a 2160 A.C. 

(Pllibo, 1985b~, así como analizar ADN de momias procedente• de sitios 

arqueológico& de Groenlandia (Thuesen y Engberg, 1990). Otro tipo de eatudios 

son los referentes a la identificación de laa secuencias Alu I en :no11ias 

egipcias y sudamericanas (Piaba, 1986) y !.os ADNr :as y 185 momias 

•udmericanas (Rogan y Salvo, 1990}: así como la a1r.plificación de lo• genes 

ei~ocondriales correspondientes al citocromo B2, a las posiciones 13282 - 13286 

de .la región variable y a la región del asa D (Palibo, 1986; PH.bo et ·al.,1988; 

Plrnbo, 1989a}. Otros trabajos son los referentes a la ident.ificación de HLA en 

momias (Stanstny 1914; Hansen y Gütler, 1983). 

Otro tipo de tejido en el que se aplica la met.odologia de la biología 

molecular es el material Oseo .mt.iquo. En este ':eJ1do se ha logrado la 

recuperación y el anilisis de material genf!t.¡co hW11.ano de restos óseos 

prehispánicos de 650-750 años de antiqiledad (Vargas, 1989: Vargas y Sinche1, 

1990), la amplificación de ADNmt en material Oseo de 7,500 años de antigiledad 

(Haqelberi¡ et al., 1989}, de esqueletos de 14'15 años de .mtiglledad, procedentes 

de un sitio arqueológico de Groenlandia. (Thuesen y Engberq, 1990} y últimamente 

existen datos :eferentes a la recuperación de genes nucleares de origen óseo, 

correspondientes a! ;.;or.e iie la iibrosis quístic3 \T'.lrbon, citad.o por Sykes, 

19~1); a.11plificación de 'lna secuencia del cromosoma Y (HWNUel '! Herrmann. 1991}, 

!el '=':dn - :!e :a ien1:a.1anil hidroxilasa y fragmentos: upf"cificos derivados de 
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loa cromo909H X y 12 (Meijer et aJ., 1992). También ae han identificado 

victiaa• por medio de reatos 611eos (Ha9elberg et aJ., 1991a). Todoa estos 

estudio• se ra:naen en el Cuadro 2. 

lle obatante que se puede obtener material genético de diferentes restos 

hwaanoa antiguos, muchas veces ne le encuentra quimicamente modificado Y en 

frac¡zaentos de bajo pl!BO molecular como en el cauo de tejido momificado (PlUil:io, 

1989&). La reacción de aaplificaci6n por PCR, ha sido modificada. para eliminar 

la inhibici6D que ae produce en el aaterial genétié::o antigilo en dicha reacción; 

esto ha hecho posible reconatruh· secuencias de ADN antiguo (Pllbo, 1989b; 

19toa;1990c). De ah! la conveniencia de tomar en cuenta en el aaterial a 

estudiar las reaccione11 po1Jt-11orte.m tales como la oxidación de aaúcares o 

modificaciones de bases nitrogenadas (Pllll>o, 1986; Rogan y Salvo, 1990) asi como 

laa condiciones de enterramiento a las que ha estado sujeto el material a 

estudiar. Recientem.ente se ha planteado la posibilidad de formar bibliotecas 

de ADN por medio de PCR en materia.! antiguo (Foo et •1., 1992). 

Todas eatu investigacl.oneo demueetran que la conaervac~ón de material 

genético bajo condiciones Mbientalei:s diversas es un fenómeno factible, por lo 

que estudio• a nivel molecular abren nue'lao per:spectivao en .ireas como: la 

antropología biológica, paleontologia, arqueologia, evolución biológica, la 

ciencia forense, ingeniería genética 'i blotecnologia. 



CUADRO 1 

ESIUDtOS MOLECULARES EH RESTOS DE PLANTAS Y ANIMALES 

DRtCiEN TEJIDO ANTIGUEDAD TIPO DB ESTUDIO REFERENCIA 
(año•) 

Ha!• Sc111llaa .98 X 103 Núcleo•, nucleolo• y O•borna !!. !.!.:. 
crolllAtina (1974) 
Aialamiento y a.mplifi- Rollo .!.! !.h (19B8) 
c"ci6o de ADH Rollo et al. (1991) 

BdentJilriB.' (1988) 

3.3 X 103 Clonac16n de DNAr Rollo .!.i !.!:. (19!H) 

Hab .6 X 2 X 103 DNA, amplificaci6n de ~;~~~enoff ll .!h d• DNA nuclear y de o¡ 
gana loa 

Ciralldneaa Hojaa .0-11 X 10~ Extracci6n da ADN . Rasera y !landich 
Cacrlcaas Semillaa ;s-4s x io Extracci6n da ADN da - (1985) 
Aaterocaaa Embriones alto paso molecular 

JJUI Vananzi y Rollo, 
(1990) 

Magnolia Boja 20 X 108 Gana R.BCL curry (1988), 

X 108 
if ~;~~ers .!! .!b. 

~ Hojas 17-20 Secuencia de RBCL Golenbers (1991) 
Soltia !! !!• (1992) 

Holuaco Concha 80 X 108 Prore!naa Wainer .!S !h (1976) 

lnacctoa en 40 X 103 liboaomaa, crouUna, Poinc.r y Ben (1982) 
ambar 1ncorp. do nucle6tidos B1guchi y llilaon 

por Rando11 Primer (1984) 

Dinosaurio Hueso 80 X 108 Co11podc16n Qu!adca Pawlicld et al. 
!6'a11 (1966). NOVtCii .!.! 

~ (1972), 
Hbtolosl'.a Pawlicki (1976), 

Hiller y WickoCf 
(1972). 

Rutas metab6lica• Pavlicki (1984) 

Ka111ut Músculo 40 X 103 An4lb18 qu!mico Sensabau¡h Jr. et al. 
congelado Microscopia aminScidoe (1982) --



CUADRO 1 (ContinuaciiSo) 

ORIGEN T&JIDO AKTlCUEDIJ> TIPO DE ESTUDIO i.EFEllENCIA 
(año a) 

H.lmut Músculo 
desecado y 
tejido co!! 
gdado 

5J X 103 Ablaaicnto y caracte- Prager ll .!!:, (1960) 
riz:aci6a de ADK Johnsoo .!.! .!l:. 

(1985) 
Albúmina Loventtdn !! !l.:. 

(1961) 

Especioa Piel l.ecuperaci6o de ADN Higuchi y t.'ilson 
extintas (1984) 

Cuaga Piel .140 :1 103 Secuenciacién de ADN Higuchi !.! !L. (l9S4) 
AD:-lmt lUguchi .!.!, !h C19Si) 

Ave• ADN Boude y Braun ll9!!!!) 

Lobo Piel 
Karaupial 

.12 X 103 ClonaciiSn T amplifica- Thomu !!. !.!• (l98'i) 
ción de ADM' 



TEJIDO 

Cotas de 
sangre y 

Cerebro 
a 

Pielb 

Hígado 

Pidb y b 
v{nceraa 

Pielb 

Oseo 

ANTIGUEDAD 

0.004 X 103 

a.o X 103 

2.0 X 103 

o.J X 103 

2.4 z 10~ 
s.o • 10 

~:~ : ~~~ 
t.475 :X 103 

CUADRO 2 

ESTL'DIOS HOLECUl..ARES EN RESTOS HW.ANOS 

TIPO DE ESTUDIO REFERESCIA 

IdentUicac16n de huellae disitalu Gill !! !.h (1985) 
d• ADN 

Anat6mico, hiatol6gico e identifica Doran!!!!.:. (1986) 
ci6n de ADN aitocondrial -
Secu111ncia de AD?lmt Piibo !!. .!!..:. (1988) 
C.racter1&aci6n de aegmentoa de ge- L&vlor ll !!.:.. (19il) 
nea nucleares (m.A) 

Grupos sangu!neoa \;yaman y Bo)•d (193i), 
!loyd y ~ • .atoan (1943) 

Aislaabnto e identif1caci6n de !c,! Wang y Lu (1981} 
dos nucleicos 

Tipos da HLA 

Aislamiento de DNA. caracterir.aci6n 
y clon.aci6n da DNA en bacterias 

lnvestigac.f.6n de genética eolecular 
Amplllicación de ADN aottruo !JClr 
PCR 

Sta.tny (1974), 
Hanaeñ y GOtler (1983) 

P.tlbo ( 1984), 
!'Ubo (1985a), 
Piibo (l 985b) 
Pllbo (1986) 
PIU-o !l lli (1989c) 
PB!bo .!.! .!!.:. (1989b) 

Contaminación por plomo Home 1 ~vaaaki (1984), 
ADNr 285 Rogan y Salvo (1990), 
ADHr 185 
hcuperaci6n Y anilbia da material Thuasan y Engbarg (1~90), 
a•n,tico 

O.S x 10
3 

Amplificación 7 an&lhia da HU.. y 
D4517S 

Baydcn 7 Biultatra (1991). 

Recuperación da ADN y proteína 

11-12 X 103 
Identificación de grupoa aansut'.neos 

0.5 X 103 
Identif1cac:16n de células 

Pedro y China7 (1991) 

Candela (1936), 
Wyaman y Boyd (1937), 
D• Terra et 11.l. (1949). 
Tonl (1949):­
Salasar-Hallén (19Sl), 
Allison at: al. (1976) 
Rouno Üd• (1976) 



CUADRO 2 (ContinuacUin) 

TEJIDO 

Oseo 

Dientea 

ANTIC:UEDAD 

¡ .. · 
1.1 X 10? 

S.4S x IOJ 

0.6SO x lOJ 

.s-1.1. x lOJ 

1.457 x IOJ 

o.1s-s :11. 103 

0.5 x lOJ 

o.oca x lOJ 

s.s X 103 

TIPO DE ESTUDIO REFERENCIA 

D•t•cc16n inmunol6gic• da h•mo&l,!? A..c•nli !.!. .!.h (1985) ..... 
AnUid11 de amino(cido11 Von Endt 7 Ortner (1986) 

Amplificación de genu mitoc,,n-- llagelberg .!!. !!.:. (1989) 
drialn 

Aislamiento y caractni&ación da Schmtll y Fdtzlu (1989) 
genu KHC 

Aislamiento y caracterizaci6n da Vargaa (1989) o. 

ADN y ARN Vaf&H y Sinchez (1990) 

Aislamiento y caracteril:ación da Vargu .!.!. .!!..:. (1990) 
AD~ 

Recuparac:f.6n y an«Usis da mata- Tbu•Hn y Engeber¡ (1990) 
rial g1nt'tico humano 

Amplificación da 1•nu mitocon-- Hunni !.! !!:_ (1990) 
drialu 

Amplificación da ADN mitocondrial Vargas y Hendoz11 (1991) 

Ampltricacién de cromoso~ Y Hummal y Henian (1991) 

Hhodo1 de re.cuparac16n de ADN Heijer !! ili (1991) 

Identificación da un uqualeto Hagelberg ll lli (1991•) 

An41ts1s de ADK de buuo antiguo Hagdbarg .!!. .!!.:. (199lb) 

Bibliotecas da ADK antiguo por PCR Foo !! !h (1992) 

0.05-.568 x 10
3 

DN>. y amplificación de fragm•ntoa Hdjer ll !,h (1992) 
esp•dficoa da loa a"alDl!lalll..S X y 12 

0.5-1.l X 103 ldentificac16n da Met-fRNAi Varan y Enrlquu (1992) 

0.15-5 X 10
3 

Ainpl1Ucación de &•nea mitocondri! Ha.nn1 !!. !!.:. (1990) 

Tejido hG1111doª 

Holli••b 
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Por toda esta infomación ae puede describir a la evolución ZIDlecular como 

un procHo diacrónico de cambio• genético• que •on el resultado de eventos 

· e•tocúticoa y de selección natural, Al tratar de rec:on•truir ••te proceso 

bietórico, se enfrentan una aerie de problemas, ya que sólo 11e tiene información 

de los genes de poblaciones actuales. De ahi que queden una serie de 

interrogantes ain responder: 

¿Quiénes y cómo eran los antiquoa habitante• del actual territorio 

mexicano?. EStoa han sido objeto de eatudio de antropólogOa filllicoa desde hace 

mucho tiempo • 

.Hasta la fecha loa estudios antropofisicoa y paleode.mográficoa han 

proporcionado datos no sólo sobre •exo, edad, estatura y raza (Comaa,1976; 

Genovés, 1962; 1966; Jaén y Lópe1 Alonso, 1974) sino que también han ..,ermitido 

deducir fen6menoa tales como curvas de longevidad, mortalidad por grupos, (edad 

especifica) y por sexo, ad como algunos aspectos funduentalea de las 

condicione~ de vida a laa que algun.ia poblaciones antiguas eatuvieron sujetas. 

como ejemplo de esto último podrían mencionarse algunas patologías, estado 

nutricional y la evaluación de cambios económicos y DOcialea (Hárq;uez, 1984; 

Jaen y Serrano, 1974 ¡ Serrano y Ramos, 1984 ) . 

Uno de loa objetivos en el campo de h. antropología física es la 

reconatrucci6n del puado a través de los restoiJ óseos. De ahí que surja el 

interés por utilizar nuevos criterios para complementar otros estudios sobre 

individuos Y poblaciones pretérita.u'/ sie planteen ¡as siguientes pre']untas: 
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¿ Por qué no eatudia.r a loa genes de las poblaciones mexicanas prehispánicas 

mexicanas ? ¿ Cómo Be podría llevar a cabo esta investigación 1 

Para conteatar eatu preguntas se plantearon lo• Biguientea objetivo•: 

1. Aida.r y caracterizar At.N y ARH de restos óaeoa humanos 

prehhpinicos y coloniales de varios cientos a miles de 

años de antiql.ledad, 

2. Demostrar su origen humano. 

3. Identificar individuos por ADH ("huellas digitales de ADN"). 

4. Identificar AlUl, en paticula.r el AR.N de transferencia iniciador (ARNt) 

para sintesi11 de proteínas y demostrar su actividad. 

El próposito de este t.rabajo ea el de fincar la base de estudios .!e 

antropologio. molecular en material óseo antiguo de diferentes c'l!l turas 

acxicanaa, para un futuro estudio sistemático a nivel poblacional con todas las 

perspectivas que de él se deriven. 
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Lo• rento• 6seo11 humano11 fueron obtenidos de diferentes zonas de la Cuenca 

de Klxico: Entierro No. 1 del Peñón de Karquez, con una antiqUedad de 650-750 

año• (Informe del DA!' 1984); de 'rlatelolco los entierros 1 y 2 del Pozo ZO Y los 

Entierro• 1 y 2 del Poao 21 con una cronología tentativa de 400-500 años; del 

Sitio Coachilco Entierro 1-11 >.zcapotialco con una antigüedad de 500-700 años 

(Rucate Arq\J.eol6qico); Xochi.Jllilco: Zntierroa 1, · 2 , 3, I, II, III con una 

antic¡üedad de 500-700 años; de la zona arqueológica de Tula Hqo., de los sitios: 

Malinche , Zapo.ta II, Area del Kuaeo (Plaza Charnay) y Viaducto con una 

antiqfiedad de 800 a 1110 años y por último de Villa Rica y Hanati, Veracruz con 

una antiqUedad de 500 y 3,000 año• respectivamente. En total 146 individuos 

(Cuadros 3 y 4). Este material fue proporciona.do por los arqueólogos : Hta. 

Blanca Paredes, Ha. de Jesúa Sbche:r, Harvarita Carball, Camen Lechuga y Dra. 

Mari Carmen Serra, por los antropólogo:s fiaico11 Rosa tia. Peña y Tito G. Hendo:z:a 

y por la restauradora Leticia Brito a quienes agradezco BU colabo~ación. 

l. Ai•laaieoto de ADB. 

Se utilizó una modificación al procedimiento de Haniatis 'J cola!::loradores 

(1982): un gramo de tejido se tritura en un mortero con 2.2 volúmenes de SSC IX 

(NaCl 0.15 H, citrato de sodio 0.015 H) y EDTA 0.0005 H, se :leva a un 0.5 \ 

final de SDS , se extrae fenal saturado en Trh-HCl (pH 8.0) y con dos 

extraccionea subsecuentes de cloroformo: alcohol hoamilico ( 24: l L Se 



cuA~ao :; 

MATERIAL OSEO PREHISPANICO Y ~')tONIAL DE LA CUE~CA :·:: 

SITIO SEXO 

Soledad N.!). 

Peñón del 
Marquez 

Coachilco N.D. 
Azcapotzalco 

N.~. 

!L~. 

?;.~. 

V 

N.!>. 

s.;:,. 

~ .: . 

N.O. 

T!ate:e!co 

?::zo zo 
V 

?:):o -- N.:. 

ME:uco, HOR!LOS y VERACRUZ 

!DAD 

A 

A 

A 

A 

'!NTIEP.?.'J 
No. 

Osari: 

A :o 

ANTIGUEDAD 
{años) 

JOC-40' 

aso-750 

:~o-aoc 

~00-600 



:'JADRO J ( Ccndnuaciór. i 

SITIO SEXO 

Xocbimilco 

PAX 9 N.D. 

PAX 9 N.D. 

?A.~ 9 N.O. 

PAX 20 N.!L 

PAX 20 N.D. 

PAX 20 N.n. 

More los 

Yat:.tepec 

Xocbicalco 

VeracrJz 

!ianat:'.. 

Hanati 

Villa Rica 

~:.:. ~:o deter.:-:.r.a.C!o 
Femenino 
!'fascu:.:.::.o 

EDAD 

A 

-~ A.!t:.:<:.o 
Infan::e 

ENTIERRO 
No. 

III 

ANTIGUJ:DA) 
(años) 

D00-700 

'4'-º !OOC 

~-2 

300 



CUADRO 4 

Núm. t1• HUm. d• HUm. d• 

'"''""' - ,,_,., 
""'""""' 

..., 
E'!_tld r"'°"' ci.lonn.eidn 

001 ÁtM dll MUMO (Chlrnayt • ' u Acli.Go w.:to l.Jgll'o~eni. 

Ar. d"MuNotchafnmYI --""' 23 ' • .......... Liglra apilnlm...-0 ..... --003 ÁrNcWMIMO(~ . ' 
,. u ...., . ..,._, No 

"'-delM!MIO(~ -'. ' """'°"""' No 
ÁfM dll MUMO (Clwrey) 1C. """'" No 

""' ÁtN del MUMO (Chlrnly! ' ' M AdiitoJoven No 

""' Átlild11Muuo(Ctw.'1'1ayl " ' 
,. u -..... No 

/vea dll MUMO (Ct\anwrl .. M - ..... No 

""' ÑMdllUia.o(~ • ' - ........... No 
007 Ate. dll Mu.o (CtwNyt . ' .. M -""º T•IUIW Mela lloiel 

At .. dll~'°'9mllYI •• F ...... ....,. T•b&áll'9'9d.ll.ipc.I 
OOI kN Otll ~ (Oramly) . 1 - tL lrQl'lcil No 
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precipita con etanol, el precipitado obtenido .e recupera por centrifugación a 

15,000 xg durante 30 min a 4•c y se remuapende en·~·· Se guarda a -2o·c hasta 

llU uso. 

2. Coantificacióo de Acidos lfucléico•. 

La cantidad de .icidos nucléieo• se calcula por eapectrofotometria midiendo 

la absorción a una longitud de onda de 260 run, en el que el espectro de éstos 

presenta un m"áxiao de absorción, correspondiendo a Un valor de 45 pg de ARH/ml Y 

de SO pg de ADH/ml para una absorción de 1 D.O. en celdillas de 1 cm de 

recorrido de lu1 (Boedtker, 1968), o por cuantificación de fosfatoe (Spirin, 

<958). 

Otra técnica utilizada para cuantificar ADH ea el método de difenillllllina 

(Burton 1968) y por la comparación entre un patrón de ADH de concentración 

conocida en la electroforesis revelado por la tinción con bromuro de etidio y la 

muestra problema (Haniatis et al •• 1902), y para ARN el métC?dO de orcinol 

(Schneider, 1957) 

3. Zlectroforeaie en geleo de aqaroaa. 

Las muestras de ADH fueron analizada11 por electroforesis en agarosa. A 

lec geleo de agarosa (tipo I Sigma Chemical Co.) al 1 \ ee les aplica una 

corriente a 80 voltios por 1 h en Tris 0.069 M; ácido bórico 0.069 H y EDTA 
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0.002 H (TllS 1.X:). L•• banda• fueron vhuali:zadaa por tinción con bromuro de 

etidio (1 µ9/•l) durante 20 •in (Haniatia et •l., 1982}. 

4. Recaperaci6n de ADlf de Alto hao Molecular. 

Se •iquieron dos método• a) Electroeluci6n y b) separación con membrana de 

DCAE- celuloaa NA 45 (Scheleicher & Schuell), 

a) Electroelución ( Haniatia et al., 1982). 

Se corre el gel de agarosa y se localiza la banda de alto peso •olecular 

utilizando U.V. de onda larga (300-360 nm). Se corta el pedazo de aquo11a donde 

H encuentra la banda , se introduce en una bolH de diili11ie y H agrega TBE 

0.5 .X. La bolea se coloca en una cámara de electroforesis y se corre a 100 V por 

2-3 horas. De: eata manera se electroeluye en el amortiguador de la bolsa . ?e 

c:Allbia la polaridad de la corriente por 2 min para liberar al ADN que ee haya 

pegado d la. pared de la bolsa. Se toma el u.ortiguador con el ADH y la porción 

eluída ae extrae con fenol y fenal cloroformo. Se precipita con etanol. Se 

reauspende en agua y se guarda a - 2o•c hasta que se use. 

b} Se aiguó una, niodificación del método Dretzen y colaboradores (1980}. 

Se hace una electroforesis en a9arosa al 1 1 del ADN del tejido 6seo 

antic¡uo. Se localiza la banda de alto peso molecular ·, en la base se hace una 

incisión • Se ln'troduce un fragmento de membrana c!e :itAE-cel'.Jlasa NA 45 

(Scheileicher & ~chuell) previamente saturada en NaCl .::.5 li. !.a electroforesis 
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se continüa hasta que el ADN se adhiere a la membrana. Esto .111! registra por la 

fluorescencia del ADN en la membrana. Esta se coloca en un tubo ependorff Y se 

agrega amortiguador de elución NaCl 0.15 H, EDTA 0.1 H y Tria· HCl 0.020 H 

{pH B.O) (NET). Se incuba por 3 h' a 68"C y se recupera con un pulso en !a 

microfuga {colocando la membrana en la parte superior), agrega TE. Se 

elimina el bromuro de e«:.idio con tres extracciones con butanol. Se precipita con 

etanol y se guarda a ·20 ·c. 

5. Sondas Mooolocua. 

I.as sondas monolocus fuer:::n adquiridas de Cell:carck Zl:.a;::ostics y se 

utilizaron de acuerdo a las intrucciones del fabricante. 

6. 'tranaforu.ci6n bacteriana. 

Se realizó utilizando el método de Cohen et til. (1383). 

Se transformaron las cepas de Escherichia coli 1 ~ S'!'B con el plásm1do pHBl 

construido por inserción de un fragTT.e:ito de 4.4 Kilobases (Y.b} de ADN human::>, 

g:ue contiene el gene de :.a '?-globina, al único sitio de Pst I en el plámnido 

PBr322 (Huttner et al., !g79 que !'Je donado p,:,r el Dr. ?"ernado Monti!!l {Fae. de 

":·ui:nica UNAH) '/ ~) :a cepa c-~00 ::on el c;ene !'lu."llano del !aco::::ir :ie elong~c1ón :::i 

'HEF-la) clonado e:i. PEr 322 :iue fue proporcionado por el Dr. Hario Castañeda 

'::e~ - '.JNA.'1) • sonda proveni~nte .!el ~aboratono del Dr. ·.o. ~oller de Leiden, 

HolanCa. 
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1. Se crecen las bacterias en medio turia sin antibiótico y con timidina 

(50.g/1000•1) por toda la noche a 37•c. 

2. Se toma una colonia de la cepa a utilizar y se inocula en 5 ml de aedio 

Luria ain antibiótico y con timidina, se dejan bajo a9itaci6n por toda la noche. 

De e1:1te cultivo Be toman 0.2 ml y ae inoculan 10 ml de medio Luria en las mismas 

condiciones descritas linean arriba. se coloca bajo aqitación hanta alcanzar una 

D,0. de 0.6 a 660 nm. Se centrifuga a 3,000 rpm (centrifuga clínica) por 5 min. 

3. El precipitado se resuspende en CaC12 50 mH en 'tris-HCl (pH B.O) y con 

tim.idina {Sp;/ml). Se centrifuga a 3,000 rpm por 5 min y se rea:uapende en CaC12 

100 aiM. Se incuba en hielo por S min. Las células ad obtenidas son sul!lceptibles 

de ser transformadas (células competentes}. 

4. Se colocan 200 µl de célula11 competentes y 10 ¡.rl del plánido con el 

inserto correspondiente en Tris-HCl 10 mM (pH7. 5) Se incuba en hielo por 15 

min. Se da un choque témico por 2 11in y se inocula un tubo con medio Luria. Se 

incuban por 1 h a J1ºC. Se centrifugan a 3,500 rpD\ por 5 min a temperatura 

ambiente. 

5. Se colocan las célula& en placas con tetraciclina. Se dejan toda :a 

noche a 31 ·c. Se ae:leccionan y se mantienen las colonias con los pláismidos 

cajas Petri con medio selectivo. Cada mes se resiembran para conservar las cepas 

transformadas y :ie guardan a 4 •e hasta la siguiente resiembra. 
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7. Prepa.raci6n del pláimido a ~an eacala por lisis alcalina. 

Se siguió el método de Birhoim y Doly, ( 1979). resumido en los siguientes 

pasos: 

l.- Sembrar células de E. coli en Luria toda la noche en 500 ml. 

2. Cosechar a las célulaa por centrifugación a 7, 000 rpm {GSA). 

J.- Resuspender cada botella en S ml de solución ! (gluccsa :·;;:,.."{ Tris-He: ZSm.'"!l 

y EDTA 10 mM) y LisoziAa (S mg/ml) 0.25 g/tubo. 

4.- Transferir a tuboa del rotor SV27 {Becltman) e incubar temperatura ambiente 

por 5 ain. 

S.- Agregar 10 ml/tubo de la solución II {Ha OH 0.2 N y SDS O.U FRESCA. 

Hezclar e incu?Jar en hielo por 10 :nin. 

6.- Adicionar 7.S m1 de la solución III (CHJCOOH s.o M (pH4.6) y Ol3COOH). 

FRIA. Mezclar e incubar en hielo por 5 :nin. 

7.- Centrifugar a 65,000 xg (SW 27 a Z0,000 rpm) por 20 mm a 

40 ·c. 

8. - Transferir al sobrenadan te a 2 tubos Corex. 

9.- Agregar 0.6 vol de iso-propanol. 

!O.- Hezclar e incubar a temperatura ambiente por 15 :tu.n. 

H.- Centrifugar a 12,000 xg {HB4 9,000 rpm) por 30 min a temperatura a.ml:>iente. 

!2..- Resuspender en STE [Tris-HCl :O mM (pH !3.0)]; NaCl lOOmM y EDTA l mM]. 

6.48 ml/tul:o. 

::!.-Guardar en tu:;os e¡:endorff 3. -::oo·c. 
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a. PreparaciÓll del 9rlldiente de cica. 

La purifieaci6n de lo• pláaidos con loa gene• hW11anoa de P-globina y del 

factor de elongaci6n la (HIP-1a) ae bho por ftledio de un gradiente de Cloruro 

de ceaio {CoCl) 1 siguiendo el método daacrito por Maniath et al., (1982). Se 

prepara agreq&ndo 6.5 g de CsCl por cada 4.5 ml. de pUsaido y 0.1 ml. de ZDTA 

0.2 H.; 0.625 ml. de Tria-HCl {pH e.O) y el mismo voluznen de Tris-HCl (9.5), 

ambos a una concentración de 1.0 H, 0.25 de sarcosil al 20 \ y bromuro de etidio 

a un.& concentraci6n de 10 mg/ml. Se centrifuga a 47,000 rpm (rotor SO, Beckman) 

por 18 horaa. 

Se extrae la banda de DHA del pláamido con una jerinqa con aguj.a. !1I'Uesa 18 

x 38 mm ( 1 °1/2). Se trata con isopropanol oaturado _en STE-NaCl {J veces), Se 

toma la fa.se colorida haota eliminar el Br-Et. Se aqregan 5 vol. de agua 

bideatilada y ésteril. Se agregan 2 vol. de etanol, y se dejan precipitando: a) 

-70 ·e por 30 min o .b) -2o•c por 120 min. 

9. Aielru&iento del inserto o sonda. Purificaci6n de ADH de ~lto Peso 

l'lolecular 

Se siifUió el método descrito por Har.iatis et al. (1902). 

1.- Electroforesis en gel de agarosa al porcient.o requerido para cada inserto 

o sonda. 
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2. - Cort.ar al DNA con las en2imas de restricción indicado para cada iD•erto o 

sonda. 

3.- Calentar a 70ºC por 15 111in (Para romper extremo• cohesivos). 

[ COLOCAR EH HIELO J 

4.- Correr gel de agaroaa con marcador. SeqÚn el reBultado se purifican loa 

fragmentos. 

5.- Digerir al DNA en gran escala con las enzimas de restr1ec1ón l:ldi:ada&. 

6.- Aplicar una corriente de 80 Volt.los al ;el de agarosa y visualizar las 

bandas con U.V. onda larga. 

7 .- Hacer un corte inmediatamente abaJo de las bandas formar.'!!o un ?Ocillo. 

Este se llena con glicerol 50 \ en '1'BE !X . 

.. B. - Correr el gel y la banda se recolecta en el pocillo ( 2-3 veces) hasta que 

ya no se observe, 

. 9.- Pasar a un tubo ependorff. Agregar 1/20 •101 de CHJCOORa 3M y ;: vol :ie 

etanol. 

!O.- Pree!p1tar 120 :nin o toda la ::.oc!':.e o :i. 

-70 ·e 30 min 

11.- Centrifugar en la mic:rofuga por 10 ir.in. Lavar con etanol al 10 \ 

12.- Centrifugar en la microfuga por 15 min. Resuspender en 50 µl de ST!. 

14.- Comprobar al inserto o sonda en gel de agaros:s. 

Es: a :netodoloQia también fue 'Jsada para obtenr ADN de alto peso molecular. 

O~ra !llanera de obtener al inserto es 'J~i:izandc :t.emt-ranas 1.e celul'lsa 

:>EAE-81 o 'IA45 como se ducribe lineas arriba. 
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10. Bihridaci6n Tipo Southern. 

Se eiquió la metodología de Southern ( 1975). :.as muestras a hi?:>ridar Be 

procesaron de la 21iquiente 11anera: 

A. Transferencia del DMA de geles de agarosa a los filuoe :ie :utrocelull!H o 

de Hylon DEAE- 81 y Nytran respectivamente •. 

1. - Preparat- un gel de O. 8 cm de grosor y al O. 8 \ y aplicar una corriente de 

80 voltios. 

z .. - a) Colocar el gel en HCl 0.25 H 10 min, con un cambio de 250 el a 

temperatura aabiente. Lavar con &gua destilada. 

b) O bien colocarlo en el transiluainador 30 seg. 

3 •. - Colocar l!n Ha.OH O. 5 M y HaCl 1. S K por 1 hora con un cUlbio de 250 ml. 

.;, . - Lavar con agua destilada. 

5.- Colccar en Tris-HCl O.S H (pH 7.4) 1 NaCl 3 H por hora con un cambi.:> 

de 250 ml. 

6.- Montar el sistema de transferencia. 

7.- :lar 12 horas de transferencia. 

3.- ·':clocar al filtro entre dou hojas de papel \ihatman y ~ornear a ao·c por 4 

horas a 20 lM\Hg. 
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11. Marcaje del inserto o sonda. 

Para marcar el inserto o sonda ( 13-globina, HIF-la y las sonda mooolocus 

HSl), se utilua el juego para marcar ADN por medio de Random Primer con el 

Fragmento Klenow, siguiendo las instrucciones d.el fabricante (Amersham 

Int. ,1991). 

La reacción en volumen final de SO µl contiene: ADN lineal 25-50 ng., 

amortiguador, mezcla de desoxinucleótidos, dNTP- 32P (3000Ci/:nmola) y fraqmentc 

Klenow. Se incuba por 3 horas (como tiempo minimo). Pueden ser 24 hora~. 

La reacción se detiene con S µl de EDTA O.SH (pH 8.0). Se agregan 115 p.l de STE. 

La muestra obtenida. puede seguir doa caminos: 

I. Pasar por una columna de Sephadex G-50 (Haniatis et .iJ., 1982}. 

II. Precipitar con CH3COONa 3 H pH (S.2) y ADN de esperma de salmCn. 

I Columna de Sephadex G-50. 

?..- Se prepara una columnd. de Sephadex G-50. 

2.- Se centrifuqa durante 4 mi:'l a !500 rpm y temperatura. ambiente. 

3. - Se enjuaga con 150 µl de STE. 

4. - Se colo::a la muestra radiactiva sobre el Sephadex t;-50. 
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5, - Se pone un tubo eper.dorff {sin t•pa) en la base de la jeringa r se 

centrifuga a 1500 rpm por 5 •in a temperatura aabiente {para recuperar la 

•onda marcada). 

6.- Se registra la marca con el Geii¡er aproxiJaadamente a un aetro de distancia. 

La muestra debe tener aproximada.ente un 50 \ de la marca registrada 

en la coluana. 

II. Precipitación con CHJCOONa y DHA de esperma de salmón. 

1.- Después de marcar la sonda, agregar 5 µl de CH3C00Ra 3 H (pH S.2) Y S µ:i_ 

de DMA de esperma de salmón (100 pg/ml). 

2 ... - Añadir 2.S vol. de etanol frio (125 µl}. Dejar 5 min.a temperatura 

ambiente 

3.- Pasar a la microfu9a 5 min. Decantar. 

4.- Resuapender en 4.5 µl de STE. Agregar 5 iJl de CH3COON& 3M (pH 5.2} 

y 2.5 volúmenes de etanol frío (125 pl). 

S.- DeJar a temperatura ambiente por S :nin. Centr:.fuqar en :J. :nicrc:Uga por 5 

min. 

6.- Decantar y resuspender en 250 lJl. 

7.- Hervir por S min y pasar a hielo inmediatament.e. 

l.-

J.-

12. cuantificación de la actividad especifica del inserto o sonda. 

!ornar 1 µl .:ie la muestra obtenida ya sea ror los pasos ¡ ó 1:. 

>.g:-eo;ar SO ;.iq de ~NA de e-sperma ~e salmón. 

Adiciona= 3 :nl .je TCA :.o \. De~ar por ~-O min en ~uelo. 



4.- Filtrar en filtro de fibra de vidrio 934 AM Whatman 

s.- Lavar 3 vece11 con TCA 5 \ y 2 veces con etanol al 95 \. 

6.- Secar y contar en liquido de centelleo. 

13. Prebibridaci6n, 

33 

!l fi!.tro de n!trocelulosa o Nytran se trata :le :a s1g-.::.ente :r.a:i.era: ~ .. 

utilizan 0.2 ml/c:a2 

Formamida deaionizada 

SSPE 

Reactivo de Denharth 

SDS 

DHA de espenr.a de salmón 

Se incuba por Z4 horas a 42 'e 

1.- Humedecer el filtro en SSC IX. 

50 

O.! 

100 

X 

X 

µg/ml 

:?.- Agregar el volW11en necesario (0.2 ml/cm2) del reactivo de 

?reh1bridac1.5n. 

3.- Tc~o esto se coloca en ·Jna bolsa de ¡iolietileno, sellándola y 

evitando que se formen burbUJas. 

4.- Se puede preincubar ¡:or ~5 m1n a 65'C, 3 horas a 41'C o por:• horas a 

40 ·:. 



14. Hibridación. 

1.- Al inserto o aonda obtenido por I ó II se le: añade 1 al de la solución 

de prehibridaei6n. Se toman 5 m.1 de la soluciónde prehibridación 

(de la bolsa), el resto se elimina o se: guarda a 4 •c. (Se puede usar 

solamente 2 veces). 

2. - Loo 5 ml que se separaron se añaden a la bolsa y por último el 

mililitro que contiene al in:1erto o sonda radiactiva, previa=ente se 

desnaturaliza a 92•c y se enfria inmedi&tmaente. 

3.- Se sellan las bolsas y se incuban a 40'C de 24-36 horas 

15. Lavado de loa filtros. 

1.- Después de hibridar se retiran del baño de incubación. 

2. - Se lavan dos veces con SSC 2 X y SDS O. 2 ' por 30 min e/u (con dos 

cambios de 250 ml e/u). Previamente se ".'acia el contenido de las 

bolsas y se guarda a -70 ·c. 

3. - Se registra con el Geiger para detectar la radiactividad. 
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4.- Se lava 2-3 veces con SSC 0.2 X y SDS 0.1 ' 15 min e/u por 30 min a s2·c 

en baño de agitación. 

Para las sondas monolocus los filtros se lavan con SSC 0.1 \ y con SDS 

0.1 \a 6S'c IJX). 

5. - Se registra con el Geiger para detectar si la radiac'tividad está 

lo::al!.?ada o ::l.ist:-ibuida. :lependiendo del resultado se lava ot.ra vez 

con SSC 'l.:? X y SDS 0.1 \ 3 52 \ por 30 :nin en baño de a']'it!ción. 



6.- Se acomoda entre papel tc¡a-Pack, 

7. - Se coloca en una pantalla y H expone a una película Kodak 

X-OKAT o Croan 4 de Dupont. Se guardan a -1o·c. 
9.- Se revelan laa placas o pel!culas expuestas. 

u. Obtención de IJUllt. 
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Se preparó ARNt de material fresco proveniente de placenta humana 

(proporcionada por el Centro Quirúrgico Privado, Unidad de Gineco-Obstetricia de 

Sta. Tere:.a1 D.F.) y de cerebro de rata recién nacida; ad como de material óseo 

prehispánico '/ colonial. El método utilizado fue una modificación de Yang Y 

Novelli (1971). 

Los tejidos (placenta y cerebro) se cortan en pequeños pedazos. El hueso 

tritura en un mortero. Todos los pasos se llevan a 4 ·c. Se horaogeniza en 

Sacarosa 0.35H; Tris-HCl O.OSK (pff 7.4)¡ KCl 0,0SM y EDTA 0.001H (pH 7.4). Se 

centrifuga a 15,000 x g por 15 min. El sobrenadante obtenido se centrifuga a 

30,000 x g por 15 min • El aobrenadante se centrifuga a 100,000 x g por 2 horas. 

se toman las 3/4 partes del sobrenadante de 100 ,000 x q y se aqreqan 2 volúmenes 

de fenol =saturado en Tris-HCl 0.05H (pH 7.4). Se centrifuga a 10,000 x g por 10 

min. Se realizan dos extracciones subsecuentes con fenal y se precipita con 

etanol. El precipitado se recupera por centrifugación a 20,000 x g y se 

resuspende en Tris-HCl O.OSM (pH 8.9) y se incuba por 45 min a 37ºC (para 

desacilar d ARNt). Se dializa contra agua bidestilada y se guarda a ·20ºC. 
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17. Preparaci6a de ractor.a 4e Iniciaci6D f an.o.a.u. 

Be prepararon de acuerdo al M.todo de (Vargas y Caatañeda, 1983). Todos 

loa puo• se llevan a 4 ºC. La placenta ae corta en fravaentoa pequeños Y se 

b0909enei1a en un Potter-llvehjea en una •oluci6n que contiene : Trb-HCl 50 

lllM; (pH 7.4); JtCl 35 llK; acetato de aaqneBio 5 llM; DTT (ditlotreitol) 1mt Y 

sacaro1a 350 mH. El ho•ogeneizado me centrifuga secuenciala.ente a 15,000 

30,000 y 100,000 x q por 15, 15 y 120 min re1pectivaaente. El precipitado 

micro16mico se lava y se re11uspende en Tri9-HC1 50 ·aK (pH1.4); JtCl 35 mK; DTT 1 

mH y glicerol 10 \ . La 11u1penaión se lleva a 0,5 K final con respecto a J:Cl. Se 

ag:Lta por 1.5 h, y ae centrifuga a 150,000x q por 120 min. El •obrenadante 

obtenido ea la fracción correapcndiente a loa factorea lle iniciación. La 

concentración de proteina fue detem.inada por el método de Lowry et al., (1951) 

con albúmina ::iérica bovina -:omo entAndar. 

El precipitado obtenido del lavado con JtCl 0,5 M , se lava y renuapende 

con una solución que contiene : Trin-HCl SO mM (pH 1.4), Acetato d~ magnesio 

1 mK, ED'?A 0.1 M y Sacarosa 250 mK. La auapensión ae clariíica por 

centrifugación y el sobrenadante constituye la preparación de ribosomaa. 

18. Preparación del [359] Ket-Ulti. 

El ARHt obtenido 21e a.minoacila con L-[35-S]-Metionina en las condiciones 

descritas para el Met-ARNt iniciador utilizando las aminoacil-ARNt slntetasas de 

E8cherichi.a eoli (Stanley,1974). La reacción se lleva a cabo en un volWlen final 
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de 0.1 ml de una mezcla de reacción que contiene: Tris-HCl 10 mM (pff 7.4), KCl 

70 mH, MgClZ, DTT 3 mK, ATP l rnK. fosfoenol piruvato 3 t!LK, p1ruvato :1nasa 

10 µg, [JSS]-Het (0.45 µC) y ARNt 100 µg. La reacción se inicia eon la adición 

de las aminoac1l-ARNt sintetasas de E. coli y se :.ncu.ba a 37'C por ?O :nin. :.a 

reacción se detiene por la adición de Metionina O. lH y agua a -1 'C. La mezcla se 

aplica a una columna de DEAE-celuloea (4. 5 x 7 cm) equilibrada con acetato de 

potasio 50 mM (pH 5.0) y Y.Cl 250 mH. El met-ARHt iniciador se eluye con KC!. 1 H, 

se concentra por precipitación con etanol, se resuspe:ide ~n aq-Ja '! se guarda 3. -

-eo·c. 

19. Eaaayou Erdiúticos. 

La actividad de los factores 1:e iniciación fue medida por dos ensayos: 

1) Formación del complejo ternario Het-ARNti-IF-2-GTP 1 2) Unión del complejo 

ternario a !.es r1boaomas. reacción que es c!.ependiente de la p:-esen::ia je AUG. La 

actividad específica que se obtiene con ambos ensayos es comparable. 

La formación del complejo ternario se realiza como des::ribe Vargas y 

~astañeda {1983) en una me;rcla de reacción {volumen total Q,1 ml.) 1'.Ue contiene: 

Tris-HCl SC' mM 'pHi.4),!o!Cl 100 mH, GTP 1.s mtt, DTT 1 mH, fosfoer.::.;. piruvato J 

r..M. p1ruva:o cinasa 10 µg, [35-P)-l'!et-AP.Nt 10 µg (0.45 µCL y :50 µg de la 

preparac;..ón je factores de iniciación. ~espue~ de inc'J.bar a 37'C p<:i:- 15 min, la 

reación i;e detiene por la adición de 3 rnl 1e una soluc:.ón amort.i.¡uadora que 

:o!'ltiene :':1s-:i·:'l :o mM (pH7 . .;) y :CCl 100 :nH. La ;o.e;rcla se pasa por filtro de 
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nitrocelulosa (Millipore HWAP 0.45 µm). La radiactividad del filtr.l, representa 

la cantidad de [35S]-He-c-ARNti unido al complejo ternario y ae cuenta en un 

contador de centelleo liquido (Beckman LS 1801) con un 95 \ de eficiencia. 

La unión del [3SS]-Het-ARNti a los riboaomaa se estima u-:ili1ado el 

procedimiento de Crystal y colaboradores (1974) ~n una aezcla de reacción que 

contiene: Tria-HCl SO ir.H (pH 7.4); :tCl 70 mM, MgCl2, OTT 3 mM, ATP l IDM, 

foafoenol piruvato 3 mli, piruvato ::::1nasa l:t JJ9 , [35-SlMe: (l'J. 45 µC} "/ AJUtt 100 

µg, La reacción se inicia. con ¡a adición de a.minoacil-ARNt si:;.tetasas de B. coJJ 

y se incuba a 37'C por 30 min. La reacción se detiene al ai¡regar Metionina y 

agua a 4'C. La mezcla se aplica a una columna de !IEAE-celulcsa (4.5 x 7 cm) 

equilibrada con Acetato de Potasio 50 llM (pH. 5.0) y KCl 250 mH. El [35-S]-Ket-

1.RNt iniciador se eluye con Y.e:. ! K~ se concentra por precipi:ac:ién con etancl, 

se resuspende en agua y se guarda a -eo·c. 
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Obaervacionea hilltol6gicaa. 

Al hacer la tinción de loa cortes hlstol6gicos de cadera y vértebra de 650 

a 750 a5011 de antiqüedad (Pigura 1) se observa claramente material celular y 

núcleos, tanto de tejido sanguíneo como de tejido óseo. Romano y colaboradores 

(1976) ha.n descrito células sanquineas en diversas faBes de diferenciación 1 

neutrófilos en esqueletos prehispánicos de 500 añoa de aiitii¡üedad. Resultados 

semejantes se han reportado en tejido momificado y en tejido húmedo de cerebro 

(Cockburn y Cockburn, 1980; P.lUibo, 1985a; Doran et al. 1986; Roc¡an y Salvo, 

1990) en dondf! se han podido distinguir diferentes tipos celulareB y núcleos. 

Todos estos resultados indican que algunas células y SUB componentes pueden ser 

preservadas en reatos humanos, que se han mantenido en divenaa condiciones 

ecológicas. 

Observaciones bioquímicas y de biología molecular 

1. Aislamiento y caracterización de ácidos nucleicos. 

Loa resultados de la extracción de ácidos nucleicos de :os :46 restos 

óseos prehispánicos provenientes '.le las diferentes zonas de la Cuenca de México, 

de la zona arqueólogica de Tula, Hgo. y de Veracnz mostraron semejanzas. 



·. ·~···~ .. ~ °(/ , .... 
. . . I • 

A 

rigura 1. Secciones de tejido óseo con una antigüedad de 650-750 año11 del entierro 
No. 1 de Peñón del Marque., provenientes de (A) cadera y (B) de vértebra. Tinctón 
Kay-aruelnad-Giaaa. Aumento 400x200. 
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t.. recuperación y calidad de lo• .icido11 nucleico• obtenido• en cinco 

111.ueatrH diferentes escogidas al u:ar pueden resumirse en el cuadro 5. La 

cantidad. total eo de 123-196 v./g de tejido determinada por lo• útodo de Spirin 

(1958) y de Boedtker (1968). Esto d;nifica que el porcentaje de recuperación 

con respecto a tejido fresco oacila entre 12.S y 20 t, cantidad semejante al· 

obtenido en tejido momificado (Pllbo, 198Sb). Sin embargo, alrededor de 2-3 t es 

ADN y el ruto corresponde a ARN; estos porcentajes fueron obtenidoa al 

cuantificar al ARN por medio del método de orcinol (Scheneider, 1957}; Y para el 

ADH con el método de difenilamin11. (Burton, 1968). r..a cADtidad de ADR del 

material 6aeo de lan muestras óseas restantes fue semejante a la11 reportadas en 

el .cuadro 5 (resultados no mostrados). 

Por el moll'lento se desconoce la cantidad de ácidos nucle:icoa que se obtiene 

de material óaeo humano de entierros recientes. Este tipo de trabajo se ha 

planteado con material 6eeo de animales y por el momento se llevan a cabo 

experimentos al respecto. 

Al usar Ribonucleasa durante la extracción de los ácido o nucleicos, la 

cantidad de ADN es de 9 µg/9 de tejido que corresponde a un 2.5 \ del total de 

los ácidos nucleicos, este porcentaje es igual al que se obtiene cuando !e 

cuantifica por los métodos anteriormente mencion2.dos (cuadro 5). Eoto significa 

1ue el rendiruento de ADN en restos óseos se sitúa dentro de ~os valores 

reportados para otros tejidos antiquos. 



CUADRO = 

AC:!'CS ~;"JC~!!COS DE TE3:DO os:::::i ANT:'JUO 

!XTRACCION RECUPERAC::ON RtCt.7!RAC::.!; :iI!!!:::. ':?.:IN':!. 
(ug/g teJid:i)• (' tejido fresco) AM.:NA (u/g. t.eJ.} 

tu!g :~:.' 

::3 Z4.6 

!~S 39.C 

150 30 

170 " . . 
9 2.= 

~e:erminación po'r el ml?todo je Spirin. 
"=ratamient::; con il:NAasa duran~e la ?Urificaciór.. 

.. 
13 

:~ 

... 
!37 

:JB 
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Por lo que respecta al ARN, la cantidad que se obtiene al es":imarse con 

oreinol es de 138-181 µg/g de tejido (cuadro 5). Si esta cantidad se compara con 

el ARH total de tejido fresco, ae obtiene alrededor de un 20 '· 

La pureza del material determinada por la relación de las lecturas a 

260/280 nm para ARN y ADN ae encuentran entre 1. 7-2.0 • Si se reextrae con fenal 

la relación se incrementa de :? • O - 2, 3, lo que indica que la contaminación por 

proteína disminuye. 

Para comprobar que el ma<::erial aislado correspor.de a ac1dos :iucleicos se 

utilizaron loa siguientes cri terics: 

a) Espectro de absorción en ultravioleta (U. V.). 

Se hizo la comparación entre loa e•pectros de absorción a 260 mi del 

ADN humano obtenido 1e 'JU ::ul!ivo celular '!e fibroblastos (BA:t) {f!.gura .. , 

curva A) y del ADN purificado de ~ejido óseo antiquo (figura 2, ::urvas B , C. !>, 

y E), En el caso del teJido óseo se observa una c'::loración que dependiendo de la 

muestra oscila '!ntre amarillo a café oscuro, lo que modifica el espectro tipico 

de ácidos nucleicos {!igu:a :? , curva 9). ?o.ra elbtinar al pigt:1ento, :as muestras 

fueron sometidas a una cromatografía en gel de Sephadex G-10 (Doran et al., 

H86), a electroforesis en gel de aga:osa, r'!cupera.ndo el ADN en una membrana de 

DEAE-Celulosa o a !a ténica de aislamiento del inserto como se describe ~n 

11aterial '/ :netodos. :.a calidad .:!el espectro desput!s de 'Jsar :ualquiera de los 

méo::>dc!: 1esi:ritos r.:eJora, 1a:ido ::o:r.o resultado :.m espect:c .:aracten.stico de 



1.4. 

1.2¡-

o 
o 

0.4 

nm 

-A -e -e ---o -e 1 

!iqura z. ::spec:ro de Absorci~r. ~!"I ::!t:-a·1:c!etJ. . ::e temar=n ZO 'Jl .ie !.I;N -:o:-. : sin 
¡::ii;:ne:ito ~elim1~ado como se .::es:=:.be en :na-:e:-:.al 1 métodos)· 

;.~N o!e c'Jltivo cel'J:ar .!\ 
ADN de material óseo con pic¡ment.o 3 
ADH .1e :naterial óseo sin ~:. ;'llen:o 
c:omat:igra:ia en Sephade:·: ~-10 
::lec::-oel-.:.ciór:. o 3ecurerac!.O:n en :•:::-e: :i ~A-.;: 
l\isla.mie:r::> .!e .\DN de .!\!!:o ?eso ~o:~c".Jlu 
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ácido• nucleicos (figura 2, curvan C, D, y I); no obstante, la recuperación del 

ADH varia de acuerdo al método utilhado (Pigura 2). 

b) !lectrofore11B en gele11 de agaro•a. 

Otro procediaiento utilizado para identificar al material gen6tico fue 

mediante la electroforeab en agaroaa. En laa figuras 3 .. 9 se muestra el patrón 

obtenido despué9 de teñir el gel con bromuro de etidio, el cual revela ADN de 

alto peso molecular y degradado proveniente del ·material" óseo prehiapánico y 

colonial , con una Antigüedad de 300 a 3000 años. El peso aole:cular que 

m.anifie•ta ae localha entre 0.125 a >23.1 kb, a diferencia del obtenido en 

otro• reato• huaa.noa cuyo lin.ite •e encuentra entre 0.5 y 12 Kb (Doran et •l., 
1986; Pilibo, 1986; Thuesen y !ngberg, 1990; Hagelberg et al. ,1991; Keijer et 

al,, 1992). Ea iaporante h&cer notar que aún cuando las 111.uestras provengan del 

miao sitio, el ADN puede pres•nta.rae de b•jo y de alto peeo molecular (figuras 

3-10). 

Si se compararan loa diferentes ADNa· con respecto al peso molecular se 

encuentran de >23 .1 Kb, como la:1 muestras coloniales de la iglesia de la Soledad 

y de la Villa Rica, .con 300 y 500 años de antigüedad respectivamente (figuras J 

Y 9) Y en loa esqueletos prehizspánicoa de Tula y Xochimilco fechadas con 800 a 

1000 años y 600 a 100 años de antigüedad respectivamente (figuras 5 y 9). El 

111aterial g't!nético de los eequeletot: de eoo a 1, 110 años de antic¡üedad 

encuentra entre 0.56-61.0 Kb (fi'1Ura 3-9). Sin embargo, las muestras más 

antiguas, las de Manatí, Ver. y la!l eje Yautepec, Mor. fechadas con 3,000 y 1,500 



2 4 5 6 9 to t1 12 131• 15 1817 

Kb 

23.1~ ..• 
0.7 ... 
2.3 
2. 

.66 

Figura 3. Electroforeaia en gel de agaroaa al 11 de ADN actual y de rentos 6aeos 
huaanos prehisp6nicos y coloniales de la cuenca de México (cuadro 3). 

Carril(••) 

1 
2 
3 
4-14 
15 

Muestra 

Marcador l HindIII 
Colonial (Iglesia de la Soledad) 
Prehisp6nico (Pe66n del Marquéa) 
Prehisp6nico (Sitio cOachilco) 
CUltivo fibroblaetos bU11anos (BAZD) 
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1\ para ADN de restos óseos 
prehispánicos de 'l'lateloco, D.F. 

Carril(es) Muestra 

Entierro lA 
Entierro 2A 
Entierro lB 
Entierro 28 



23.11· 9.4 
6.7 

2.3 
2.0 
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 11 de esqueletos prehispánicos de la 
zona arqueológica de Tula, Hgo. {Cuadro 4). 

Carril(es) 

1 
2-8 
9 
10 
11 
12-16 
17 

Muestra 

Marcador J.. HindIII 
Malincho (Pozo 14, ent. 18-23 y 28) 

(Pozo 15, ent. 1) 
(Pozo 16, ent. 1) 
(Pozo 16, ent. 2) 

ZapataII (Ent. 1-5) 
PBr 322 HinfI 
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l<b 

23,tj Q,4 

6.7 
4.4 . 

2.3 
2.0 

,56 

Figura 6. Electroforesis en agarosa al 1 l para ADN de esqueletos prehispánicos de 
Tul8., Hgo. Sitio Charnay o Area del Mui1eo (Cuadro 4). 

Carril(es) 

1-3 
4-5 
6 
7 •. 

9-12 
13 
14 
15-16 

'17 
18 
19-21 
22 
23 
24-25 

Muestra 

Pozo 40 ent. 4-6 
co 23 y 24 
2a. Fase, ent. 21 
Area A, ent. 19 
Area B, ent. 12,13,16 y 17 
Pila 24, ent. 2 
Pozo 7, ent. 3 
Pozo 26, ent. 1 y 2 
rozo 27 ,· ent: 1 
Pozo 29, ent. 1 
Pozo 31, ent. 28, JO y 31 
Pozo 33, ent. 1 
Pozo 38, ent. 2 
Area B, ent. 15 y 17 
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23.11 u 
e.7 
4.4 

2.3 
2.0 

,59 

$ 11 13 15 17 

Figura 7. Electroforesis en agarosa al l t. para ADN de esqueletos prehispánicos de 
la zona arqueológica de Tula Hgo. Sitios Charnay y Malinche. 

carril(es) 

4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

Muestra 

Halinche A 
B 
e 
D 
E 
F 
G 
u· 
I 
J 
K 

MaBO Mont 1, Ent. 
Cha81 CD. Ent. 27 
Cha81 AA, Ent. 18 
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9 11 13 15 17 \9 21 23 25 

Fiqura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1 \ para ADN de restos óseos 
prehispánicos de Tul a, Hgo. Sitio Charnay. 

Carril(es) Muestra 

2 Area A, ent. 20 
3-4 Area B, ent. 14-15 
5 Area B", ent. 15 
6 Area e, cepa 2, ent.2 
7-8 C/698 ent. 21 y 21" 
9 Pozo 8, ent. 2 
10 Pozo 14, ent. 3 
11-12 Múltiple ent. 9A y 9D 
13 Pozo 25, ent. 1 
14-16 Pozo 21, ent. z. 3 y 6 
17-18 Pozo 31, ent. 28 y 28(7) 
19 Pozo 40, ent. 7 
20 Cepa 1, ent. 2 298 
21 Cepa N 14, ent. 23 
22 Viaducto 80, Pila 23, ent.1 
23 Viaducto 80, Pila 24, ent.l(Olla) 
24 Pila 24, ent.1 
25 Juego de Pelota 
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do• de antii¡üed.ad reQectivaente, a6lo ae pre•enta ADN de bajo peso molecular 

0.56-12.0 JO> (rl;ura ~9). En el entierro 1 (PAX9), la cantidad de ADN que se 

obtuvo fue baja 1 con un pe•o aol•cular de 9 .4 Kb; en el entierro 2 (PAX) 

obtuvo mayor cantidad y, simultáneamente, alto y bajo peso molecular: y, 

finalaent, en el enierro 3 (PAX), me obtuvo mayor cantidad y mejor calidad que 

loa doa antericree (Fic¡ura 9, carriles 7-9). En PAX 20 en el entierro I el ADN 

fue <23.1 lb y la mina cantidad que el entierro; en cambio en 1011 entierros II 

y III de >23.1 Kh (figura 9, carriles 10-12). Es decir, se obtiene material 

genético de 'alto y bajo puo 110lecular que depende úa del entorno que de la 

antigüedad, como también 11e ha reportado para material óseo fechado con 7,500 

afiCllll (Hagel.berg et •l., 1989). 

Estos resultados sugieren que el tiempo no ea un factor determinante para 

la obtención de ADN de al to peso molecular, sino que e• necesario tomar en 

cuenta otros factores. 

En algunos casos el patrón de ADN durante la electroforesis en el gel de 

agaroH del material óseo no fue vbible debido a que la mue.stra estaba muy 

diluida (figuras 6-8), por lo que fue nece•ario concentrar por medio de 

precipitación con etanol. Después de la concentración fue posible observar el 

patrón característico del ADH (Figura 4). 

Por otro lado la cantidad de material genético que se recupera de las 

diferentes piezas óseas (costilla, .:adera, falange, hue.so largo, vértebra) asi 

como de ~queletoa de infantes, .JdolEscentes, adultos medios o adultos 



Kb 

23.~ 9.4 
6.7 
4.4 
2.3 
2.0 

.68 

2 10 12 14 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al O. 8 \ para ADN de reatos óseoi. 
prehispánicos y colonialeo (cuadro 3). 

Carril(es) 

2 y 15 
3 
4 
5 
6 
7 
8-10 

11-13 

14 

Muestra 

Marcador HindIII 
PBR322 HinfI 
Colonial (Villa Rica) 
Prehispánico (Manatí. Ver.) 
Prehispánico (Yautepec, Mor.) 
Prehispinico (Xochicalco, Mor.) 
Prehispánico (Xochimilco,D.F.) 
PAX 9 ent. 1-3 
Prehispánico (Xochimilco D.F.) 
PAX 20 ent. I•III 
Actual (Sangre) 



avanzados, fue variable aun cuando se coloque el mismo volumen de ADN (figuran: 

3-9). Sin embargo, al cuantificarlo por los métodos descritos en material 'i 

métodos se obtienen cantidades semejantes a las descritas en el cuadro S. 

En la figura :o, se muestra la cantidad obtenida del mismo ejeaplar y 

distintas piezas. La mayor fue de costilla y cadera (carrilea A y B); en cambio 

fue mer..or en vértebra, fémur y tibia (carrilea e, D, y E). 

Estos resultados indican que es posibll! obtener AD!I de cualquier pieza 

ósea, d.e diferente edad. , sexo y antigi!edad, aDi como de diferentes zonas 

geográficas (Figuras 3-10). 

c) Tratamiento con Oesodribonucleu.a (DHAasa) y Ribonucleasa (RNA.asa). 

Una de las formas más directas de demostrar la presencia de ADN es su 

sensibilidad a la DNAasa y su resistencia a .la RNAasa. En :a fi;ura :.:.. se 

observa el efecto de la DMA.asa sobre el ADH humano actual (carril S) y ADN de 

costilla y cadera (carriles 6 y 1); la sensibilidad. manifestada demuestra que 

el material es ADN; adem.is, la re5isti:ncia a la RNAaaa se hizo patente en !.a 

zona donde se identifica al ADN (figura 12 1 carriles ó y 7), pero donde 

localiza al ARH se puede observar su sensibilidad a dicha enzima (figura 12, 

carriles : '! 3). Este :-esult:tdo, aunado a la C.eterminación de ARN por el método 

:le Orcinol {como se describe 

:..RH ~n :-estos óseos :·:.!manos. 

material y métodos) demuestra la PE~•encia de 
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Figura 10. Electroforesis en gel de agaroea para ADN prehispánico de diferentes 
piezas óseas del entierro No.1 del Peñón del Karquez. 

Carril(es) 

1 
2 
3 
4 
5 

Pieza Osea 

costilla 
cadera 
vértebra 
fémur 
tibia 



Figura 11 .. Efecto de DNAasa sobre el ADN de material óseo prehispánico. 
A 10 ug del ADN de costilla y cadera tratado con RNAasa durante la purificación 
como se describe en material y métodos, se digiere con DNAasa. En ausencia de 
DNAasa: ADN de timo de ternera, Carril 1; ADN de costilla, carril 2; ADN de 
cadera, carril' 3. En presencia de DNAasa : ADN de timo de ternera, carril 5; ADff de 
costilla, carril 6 y ADN de cadera, carril 7. 
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Figura 12. Tratamiento con RNAasa. El ADN de material óseo prehiepánico de costilla 
y cadera, se digiere con RNAasa como se describe en material y métodos. En ausencia 
de JU1Aa11a : ADN de costilla, carril 2; ADN de cadera, carril 3. En presencia de 
RNAasa: ADK de costilla, carril 5; ADN de cadera, carril 6. 
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De todo• eatoa re•ultadoa ae infiere que el material aislado de reatos 

61111!011 huaano• prehiapánicos ea ADN y ARN. 

2. Demoatraci6n de su Origen Humano. 

El siquiente paso ful§ la demostración de que laa preparaciones de ADN Y 

ARN tienen un origen huoano. Para el primero, las pruebas zse basan en loa datos 

obtenido1 al e!Dplear la t!Eenica de hibridación tipo Southern (1975) con los 

genes hu.manos de la Jl-globina (H!31) y del factor de elongación 1 a {HEF-1 a). 

a) Hibridación con HBl 

El ADN de alto peso molecular obtenido del material ó•eo de la iglesia de 

la Soledad (costilla), hcapotaalco (falange y costilla) y Peñón del Harquez 

(costilla) con una antiqiledad de 400, 500 y 650 años respectivamente, se digiere 

con .EcoR1 y se hibrida con el gene humano de la íl-glohina como. ae describe en 

materi«l y métodos. La autoradiograf!a de ia· hibridación se mue9~ra en la figura 

13, como consecuencia, algunos productos hibridaron con el gene hu.ano. Las 

bandas de 9.4, 7.J, $.6, 5.2, 4.9 y 4.0 Kb del ADH actual, corresponden con las 

banda• del tejido colonial y prehispánico (figura 13). Las bandas de menor peso 

molecular 1. 7 Y 1.35 Kb se presentan en la misma cantidad en el AON actual, en 

el colonial Y en un ejemplar prehispá.nico (figura 13, carriles 1-J}; en cambio 

en los del si tlo Coachilco Azcapotzalco, la concentración es menor (figura 13, 
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Kb 

23.1 

9A 

6.7 

4.4 

2.3 

2 ·º 

Figura 13. Hibridación Tipo Southern de ADN contemporáneo (células de fibroblaetos 
humanos, BAZD) y ADN de restos 6seos prehispánicos con una aiitigüedad de 300-750 
años. El ADN se corta con la endonucleasa de restricción EcoR1, se transfiere y se 
hibrida con el gene hu.mano de la 13-globina. 

Carril(es) Muestra 

ADN actual 
ADN prehispánico 
Peñón del Marquéz 
Tlateloco 
Azcapotzalco E 10 

E 1l 



46 

carriles 4 y 5). El reconocimiento sugiere la presencia de ADH humano en el 

material 6seo antiguo; ademb de que el patrón de reconodaiento e• semej~te. 

Estos resultados sugieren que !a antigüedad de estos espccimenea no es 

factor detenunante para el reconocimiento de secuencia• humanas. 

b) Hibridación con HEF-lo 

Otro de los genes utilizados para identificar ADN humano de tejido óseo 

antiguo , fue el factor de elongaci6n 1 a ( Er-la ) • 

En la figura 14, se muestra la hibridación tipo Southern de ADH de 16 de 

loa 32 esqueletos seleccionadados al azar proveniente• de la :aona arqueoló¡ica 

de 'l'ula, Hgo. de los sitios Ha.linche, Zapata II y Charnay (Area del Museo) con 

una antigüedad de 800-1,100 a.ños, comparado con ADN actua! (linea de 

fibroblastos humanos, B~D). El i:n.aterial genético 

hibrida como se explica en material y métodos. 

di;iere con EcoRl y se 

tos resultados muestran que diez fragmentos se encuent::an en forma 

invariab!e en el ADN actual y ADN prehispánico de todos los individuos 

examinados. Sin embargo, los fragmentes de 19 :tb están presentes •íniear..ente en 

los individ·Jos prehispánicos; :os de J. 7 en 6 individuos prehispánicos y lo• de 

: Kb ~ !'l amtcs. !s i:!ecir, j.as secuencias de este gene son también reconocidas por 

ADN pr:iveniente del material -Sseo 3.ntiguo. 



23.1 

9.4 

8.7 ... 
2.3 

2.0 

Kb 

2 .a • • .. 7 • • 10 " 1.2' 'D 14 15 18 

- 19 

- 3.7 ---------------

Figura 14. Hibridaci6n Tipo Southern de ADN contemporáneo (fibroblastos humanos, 
BAZD) y Prehiapánico·(m~terial óseo de Tula Hgo.), con una antigliedad de 800-1,110 
años, con el gene humano del factor de elongación a (HEFl-a). El ADN de alto peso 
molecular obtenido como se describe en material y métodos se digiere con EcoR1 , se 
transfiere y se hibrida con HEFl-a. 

Carril(es) 

1 
2-15 
16 

Muestra 

ADN contemporáneo 
ADN prehispánico 
Marcador 
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A la fecha, sólo ha sido posible identificar a otros genes nucleare• en 

esqueletos humanos antiguos por medio de la amplificación con PCR entre los que 

se encuentran: el de la fibrosia quística (Turben, citado por SyJte•, 1991), una 

secuencia del cromosoma Y {Hummel y Herrman. !991), c!el exón 1e la 

fenilhidroxilaaa y fragmentos específicos de:-i vados de los cromosoma.a X Y •" 

{Heijer et al., 1992). 

Estos resultados manifiestan ::¡ue el ADN de res:cs p:eh1s¡:inicos y , 

coloniales reconocen genes humanos, preaentando patrones seae:jantes con el ADN 

actual. 

3. Identificación de individuos ¡:or ADN ("huellas digitales ~e ADt:''). 

Las sondas p gl,. HS1, HS31, KSJ;., HS8 y HS4J. han sido utilhadas para 

estudios de " huellas ,:H3'itales " de ADN. relaciones de parer.:esc:o er. individuos 

actuales Y estudios forenses (Wong et al. ,1987). De ¡ihi, el interés por usar 

estas sondas en la identificación de individuos prehispánicos "f coloniales con 

el objeto de realizar estudios de parentesco y de mi;raciones en las poblaciones 

::iexicanas ¡:iretéritas. Zs necesario resaltar que para realizar este tipo de 

estudios se requiere d.e ADN de alto peso molecular (Gill et al., 1985), de ahi 

la importancia de obtener 'Tlaterial genético de alto reso molecular. 
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Pigura 15. Electorfore11ia en agarosa al o.e ' de ADN de alto peso molecular de 
re1tos óseos prehispánicos. El ADN de al to peso molecular se obtienen como 1e 
de1cribe en material y métodos . Muestras de ADN de esqueleto• de Tula, Hgo., 
flateloco y Xochimilco. 
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_El ADM de alto pe•o JaOlecular (figura 15) de las •uestras óseas 

provenientH de la Villa Rica, Manat! 7 Xochimilco, 1:1e corta con la en:liaa 

RinfI, •e aplica a una electrofore•b, ee tundiere y ae hibrida con la senda 

HS1 como ae describe en material y métodos. 

En la figura 16, s-e llUHtran 101 resultados de la hibridación con la sonda 

MS1 de individuos prehbp,nicoa de Veracru1, Horelo• y Xochimilco (carriles 3 a 

13) comparado• con dos individuos actualee (carrilea 2 y U). Las bandas 

repreaentativ"as del ADN de los individuos actuales ·son c!e 9.J y 6.2 Jth (carril 

2) y s.o y 1.98 Kb (carril 14) respectivamente. En todos los individuos 

prehi•pinico• y coloniales, se encuentran bandas de 1.7 Kb y otra• de 

aproxiaadaaente O. 8 y. 56 JCb cuyo siqnificado se desconoce. Zatas bando de bajo 

peso aolecular se han reportado también. en individuos caucásicos actuales; 

aunque tapoco han sido caracterhadaa {Wong et al., 1987). 

Un hecho que es importante, es el caeo de los individuos de los entierros 

II Y lII de PAX 20 presentan el mismo patrón en las bandao de 5.2 y 4.4 Kb 

{figura 16, carriles a· y 9) que podría suqerir alguna relación genética entre 

esto:s doa individuos, como loa patronea que se han descrito para poblaciones 

actuales cuando se usan las mismas sondas (\long et al., 1987}, 
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Figura 16. Hibridación Tipo Southern de ADN Contemporáneo y ADN Prehispánico de con 
la sonda monolocus MSl. El ADN de al to peso molecular obtenido como se describe en 
material y métodos, se digiere con HinfI, se transfiere e hibrida con la sonda HSl. 

Carril(eo) 

4 
5 
6 
7 
8 
9 

y 15 
y 14 

10,11 y 13 

Muestra 

Marcador Lambda HindIII 
ADN Contemporáneo 
Colonial 
Villa Rica 
Prehispánico 
Xochimilco 1-9 

2-9 
3-9 
I-20 

II-20 
III-20 

Mana ti, Veracruz 
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Por lo que reispect& al ARH, 11610 se identificó al ARN de transferencia 

(ARllt). 

Las funciones del ARNt son: su capacidad para aminoacilarae, formar el 

co11plejo ternario de iniciación y de elongación, la unión de estos complejos a 

ribosomas '/ el reconocimiento de secuencias especificas en el ARH menaajero 

(AR.Mm), durante los proceso:s de iniciación, elongación y terminación de la 

síntesis de polipeptidos {Moldave, 1985) 

Lae células de eucariontes contienen en el citoplasma do11 especies de 

M.Nmeti y ARHmetmet. El primero, ea utilizado exclusivamente para la iniciación 

de la sintesiB de proteínas; en cambio, el se;undo introduce redduos de 

:netionina durante el crecimiento de la cadena polipeptidica (Kozak, 1983). 

El proceso de iniciación involucra además del ARNmeti,OTP, ATP, por lo 

menos 10 factores de iniciación {eIFs}, RNAm y subunidades dt! ribosomas para 

formar el complejo df! iniciación eos (Holdave, 1985). 

ta iniciación de la sinteeis de proteinas en sistemas de eucariontes in 

vitro presenta cuatro mecanismos básicos: 1} La formación del complejo ternario 

elF2-GTP-met-ARNti ¡ 2) la trannferencia del complejo ternario a la subunidad 

405; 3) la uni6n del ARNrn al complejo 40S (complejo de preiniciación) y 4) la 

unión c!el complejo de preiniciación a la subunidad 60S para formar el complejo 

de iniciación 80'1 (Maitra et aJ., 1982) 
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4. Purificación de ARHt 

Los resultados de la purificación del ARNt de placenta hw:iana, cerebro de 

rata y material óseo antiquo se ni.uestran en el cuadro 6. Se observan las 

relaciones 260/230 y 260/290 nm que muestran el grado de pu~eza con respecto a 

proteína y la recuperación expresada en J.lg/g de tejido. to1 valores están 

cercanos o dentro de los valores reportados que son de 2. 5, lo que indica. que el 

ARNt de teJidos frescos (placenta. y cerebro de rata ! "/ i!el tejido óseo antiguo 

está puro con respecto a proteína, 

La recuperación del ARNti del tejido óseo de 500-1100 años de antigüedad 

es .semejante, oscila entre 66 a 86 pg/g de tejido. Esta cantidad representa del 

48 al 62 l del ARN total (cuadro S). Sin embargo, con respecto al ARHt de tejido 

fresco la recuperación es de 4.5 a 6 veces menos (cuadro 6). 

5. !'ormación de Het-ARHti 

~e examinaron las capacidades funcionales de los ARHt iniciadores :Je 

tejido !resco y antiguo. El primero representado por placenta humana y el 

segundo proveniente de material óseo antiguo de diversas zonas de la cuenca de 

!'ie~:.c:i y ::!e la zona arqueoló9lca de Tula, Hgo. con una antiqUedad estimada entre 

500 a ~l:JO años. !':n el cuadro 7, !H! observa la eapacidad para foroar al met­

ARNtl cuando se utili::an :as aminonoacil-ARHt si:ltetasas de r. co.!i y los AP.Nt 

de p!acent~ humana, de cere-br'l de rata y de teHdo óseo antigUo. 



ORIG!N 2601230 

Cerebro de ra'ta 2.30 

Placenta humana 2.45 

CO:\ChllCO :. ~o 

Tlatelolco !.94 

Peñón de Marquez 2.:0 

:?.apa':a !I :. JO 

Malinc:-.'! :. :' 

C'JADRO 6 

260(280 

2.00 

2.30 

:. 9' 

1.SZ 

2.00 

: . ?S 

:.~a 

Rr':UPERAC!O~ 
('.1;/g teJidc) 

400 

380 

60 

66 

58 

$5 

·16 

Met-AAHti de !ej.:.do fresco y antiguo des¡:ués de :_3 coltir.na de 
~!AE-celulesa. 
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La• aue1tru de ARNt purificado de los diferentes tejidos: cerebro de 

rna, placenta y material óseo hU11ano reacccionaron con las uinoacil-ARNt 

aintetHaa de Z. coli para formar el Met-ARNti (cuadro 7 1 figura 17). 

Los resultados indican que la reacción de aminoacilación ae: lleva cabo en 

todos los ARNt provenientes de tejido freaco y tejido antiguo, Sin eabargo, la 

reacción de aminoacilación en el material óaeo ea 30\ menos con respecto a la 

del tejido fresco {cuadro 8). 

Para determinar si este porcentaje no es debido a un reconocimiento 

inaapecifico, loa ARHti de tejido fresco y antiguo se trataron con Ribonucleasa 

(como ae describe en mat~rial métodoa) previo a la reacción de aminoacilación. 

toa resultados muestran que la RHAasa tiene un efecto inhibidor significativo 

durante la reacción de aminoacilación del ARHt iniciador en ambos tejidos. El 

efecto inhibitorio es maror en el tejido fresco {cuadro 7). 

Por otro lado, el ARNt del tejido fresco es un 25-40 1 má.s sensible a la 

ARffaH que dd ARHt obtenido de restos óseos prehispánicos {cuadro 7). 

Los productoti . de la reacción de aminoacilación fueron aplicados a una 

electroforesis en un qel de poliacrilamida al 7.5 1. En la figura 17 se observan 

los Het-A!Hlti de tejido fresco: .:erebro de rata, placenta humana purificadcs 

como se describe en material y métodos y de gérmen de trigo (donado por la Dra. 

Ruth Ror.1án de ~il Facultad de Química), comparados con el producto de la reacci6n 

de amino.icilación ele los Met-ARN:i provenientes de material óseo antif;'.lo de ~00 
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Figura 17. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7. 5 '. Het-ARNti de tejido 
fresco y antiguo, después de la reacción de aminoacilaci6n, se aplica a una 
electroforesis en TBE 1X por 4 h y se tiñe con bromuro de etidio. 

Carril(es) Muestra 

Met-ARNti de tejido fresco 
germen de trigo 
cerebro de rata 
placenta humana 
Het-ARNti de restos óseos 
Peñón del Marquez 
Tlateloco 
Tula, Hgo. 
Tula, Hgo. 



!'RESCO 

cerebro de Rata 
cerebro de Rata 
+ RNAasa 

Placenta Humana 
Placenta Humana 
• :t'lAasa 

OSEO ANO:GCO 

Malinche 
!'!:al.:.nc!ie ~ RNAasa 

:apata :: 
:apata !I ... RNAasa 

Peñón ~el Marque:: 
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CUADRO 7 

FORHACIOH DE HET-AR!lti 

'.S: ·HET·ARNti 
(pmo:.as) 

2.48 z O.JO 
0.011 ... ~l.0014 

:.:?l .z. :J.148 
0.0086 .:& 0.0005 

0.095 * 0.049 
o.ooes: o.~001 

o. 7:! .., ·:i.c:: 
~. J::l89 a :::.::':OJ 

o.nJs .:e 0.01 
o.o:..:s ± o.~o~ 

l).~º65: o.~s.; 

0.0:.1 : J.'::c: 

!:l.5SB5 : 0.049 

J.~:: : '·ººº" 

AN:'It11J!!)AD 
\añcs} 

1.000-1,:..00 

eoo-1,::0 

650-"'SC 

500-600 
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2.4133 s. :>.090 
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r~!-~T-~"{.\lti 
\p:no ... as. ,_ 

100 

34.Z4 
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a 1,1100 años de antigüedad. toa resultados indican que la reacción de 

aminoacilaci6n SI! lleva a ca.bo en loa ARNt tanto de tejido fresco como de tejido 

antiguo. 

Loe resul U.dos sugieren que factores como la antigüedad o .:.as diferentes 

condiciones de enterruiento a !aa que estuvieron sujetos loa resto• óseos, 

parecen no ser determinantes para la formación del :n~t-ARJft iniciador en 

condlc:.ones ia vi t:ro, debido a que loa .ARNts provenientes de ~squeletos 

prehispánicos presentan capacidad para llevar a cabe la re3cción de 

aminoacilación (cuadro 7, fiqura 17). 

6. Formación del Complejo Terna:10 

El siguiente objetivo fue probar la capacidad. del ARHti de placenta y de 

~e; :.'!o Oseo antiguo para formar el ::cmp!.e;o !erna::-i:: '::7?·eZF2-:net-AR?lti. 

Se optimizaron las condiciones para la formación del complejo ternario con 

los factores de iniciación (las i:ro'teina.s del lavado ribos6mico) de placenta y 

el met-ARHtf de E. coli y el met-ARNti de placenta y .!e teJido óseo a."l":.iguo . 

!.as variables que se es:.udia.ron fueron: tiempo, concentracicnes de 

r.tac¡nes:.=. '.!e GTP y ~e ~35S]-!1et-AR!lti '.figura :e). 

:a :-eacción -!e fo?":nac!6n del comph~jo ternar!o -:n ambos :ej1dos f•Je 

seme~3nte. i..a :-eacc16n se estabiliza a los 10 min de incubación a J7"C (Figura 
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Figura 18. Formación del co111plejo ternario de 1nici.uci6n 
de dnteats de prote!naa. L• reacc16n H htzo cotno 1>e des­
cribe eri material y ci.itodo11. Factores de 1nictact6n de Pl! 
centa humana. Het-ARNtf de h S2ll (Sigma Chem. Co.) ( D } 
y Het-ARNt¡ de placenta humana ( • ) y de reatos 6aeos hu­
unos (o,•J. 
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18 A), se inhibe a bajas concentraciones de Mg++ (figura 18 B), auestra un 

actividad má.dma entre 1-2 mH de GTP, en tanto que la reacci6a independiente de 

GTP representa meno• del 3 \ de la actividad {figura 18 C). La reacción taabU.n 

ea dependiente de la concentración dél met-ARNi (figura 18 D). Sin e.m.bargo, la 

actividad del ARHti es 2,J vecea mayor en el tejido fresco. 

Por otra parte, el comporta.miento del Met-ARHtf de E. coli. ea diferente 

al del Met-ARNti de placenta hwaana y de material óseo, con resi:e-:-::i a ~":'? 'i a 

la saturación con He~-ARHti (fic¡urae 18C y lBD). 

!ates resultados sugieren que loa Met-ARNti de material óseo antiguo son 

de origen euariótico. 

7. Unión del Het-ARHti a loa Ri.boaomu 

Con el objeto de estudiar la actividad Cel complejo ternario Het-ARHti­

pIF2-GTP proveniente restos óseos humanos, se establecieron las condicione• para 

la formación del complejo d" iniciación en tejido fresco y antiguo. 

::n d cuadro 9 los resultados de la unión del complejo ternario Ket-ARNt­

¡:::!F.2-GTP a los ribosomas en presencia de AUG, indican en am.!:os f;.eJidos la 

dependencia de cada •.mo de los componentes necesar!.:is para llevar a cabo la 

reac:c:.ón :!e uniOn del :omplejo ternario a ¡os ribosomas como son: Los ribosomas, 

el GTP, el codón de iniciación AUG y los factores de iniciación. 



CUADRO 9 

REOUER!H!lN':OS PARA LA UNIO!f DE KET-ARJlti A LOS RI~SO!'.AS . 

!NS AYO 

A. Het-AR.Nti {Placen~a) 

completo 

-AUG 

·GTP 

-Factores de iniciación 

-Ribosomas 

!. ·!1et-A.1l..~t! · !lestos Cseos) 

Completo 

·AUG 

·!a~tores c!e :.nicu.c:.ón 

t.'N!O:-N ::! : S J-~!T·AA.~':i 
(p:molu/mg s:r::-:eina) 

J • .;.: 

0.19 

0.104< 

·o.:o 

o.:a 

'.?.r.87 
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Es:os resultados indic:an la posibilidad de que el Ket- AR.Hti de reatos 

óseos antiguos sea de ori·;en humano, debido a q-Je el factor de iniciación 2 de 

placenta (pIF-2) foma el complejo ternario y éste reconoce a los ribosoamaa de 

placenta para fonnar al complejo de iniciación en presencia de AUG. Sería 

interesante estudiar a los otros factores de iniciación involucrados en .!a 

síntesis de proteínas de eucariontes en presencia de :nensajeros endé>qenoa Y 

exógeno11 1 aai como la actividad de los factores de elongación EF-1 'I ET-2. Del 

primero se tiene el reconocimiento a nivel gé:11co ::on ·.:na ie :as !res 

subunidadea de Er-i, la correspondiente a la subunidad a (figura 14). 

Por lo tanto, no es sólo posible aislar ARN't, sino que la aólecula puede 

pruervar funciones talea cOllQ: reconocimiento de dos diferentes enaiaa.s; las 

uinoacil-ARNt sintetaaaa y factcres de iniciación (pIF-2), reconocer a los 

ribosomas y al codón de iniciación, como lo indican los rucciones probadas en 

ute trabajo : aminoacilación, formación del complejo ternario y la unión de 

este complejo a 1011 ribosomas para constituir el complejo de iniciaei6n de 

síntesis de ::iroteír.as, :lo obstante la antigüedad y condiciones ecológ1cas a las 

que estuvo sujeto el material óseo estudiado. 
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DillCllBIOll 1 CONCLUSIORS 

Obaervaciane11 hiatológicas 

El examen histológico demuestra que en el tejido óseo prehiapánico con una 

antig\ledad de 650 a 750 añoe se conserva material celular; incluyendo algunos 

011teocito11 y restos d& epitelio de vasos sanguíneos (figura 1). Admiamo, se 

observan núcleos, cuya nitide:s fue mayor al emplear una tinci6n eapecifica para 

ácidos nucleicos¡ en contrute con la resolución obtenida con la tinción de 

hematoxiUna-eosina (resultados no JDOstrado•). late hecbo es indicativo de la 

pre•encia de ácidos nucleicos como tu.bién ha sido identi'ficado en otros tejidos 

humanos antiguos (PlUlbo, 19B5b; 1966; Doran et aJ., 1986). 

Otros autores (Romano et al., 1976) han descrito en material óseo de 500 

años de antigiledad, la presencia de células sanguíneas en diversas fases de 

diferenciación y neutrófilos. 

Estos resultados indican que en las diferentes condieioneS ecológicas de 

enterramiento de los eZ1qt1eletos de este estudio, algunas · celulu1 y sus 

componentes pueden ser preservados 
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Obm11:rvacion•• bioquimicaa y de biología aolecular. 

1. Ablmiento y caracterización de ácido• nucleicois. 

Loa resultados de la extracción de kidoa nucleicos en 1011 diversos 

eapec!menea mostraron semejanzas en la pureaa y recuperación. El priaero tiene 

como base la rel.1.ción de las lecturae a 260/280 nm, ea de 1.7 a 2.0 (cuadro 5). 

El segundo, la cantidad de ácidos nucleicos totales es de 123 a 196 µq/g de 

tejido. Sin embargo, únicamente 9 'tJtJ/g de tejido corresponden a ADH y el resto a 

ARN. (cuadro S). La cuantía de ADN ea semejante cuando se compara con la 

obtenida en tejido momificado (Plibo,198Sa; PUbo, 1986) y con la de reato• de 

animalea (Johnaon et al., 1986). Inclusive si la ·purificación se realiza en 

. preeencia de RKAaea, la recuperación del ADN ea de 9 ¡Jg/g de tejido. Esto 

aiqnifica que el rendimiento del ADH en restos 6aeos 1e . encuentra dentro de loa 

valores obtenidos en otro1 tejidos antiguos. 

a) Espectro de absorción en ultravioleta. 

La presencia de un colorante café amarillento que coprecipi ta con los 

ácidos nucleicos modifica al espectro de ultravioleta de los mismos (Figura Z 

curva B}. La cromato9rafia en Sephadex G-10 elimina el pigmento, aunque se 

pierde aproximada."flente •Jn 25 \ del material genético. De manera semejante, si :a 

muestra se dhlh:.a el pigmento se descarta de la preparación acompañada. por una 

pérdida mayor de alrededor de un 60 \ (resultados no mostrados). Sin embargo, el 

patrón de3puéa de tratamientos como: cromatografia en Sephadex G-10 , 
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electroelución, recuperación en meabranae de celulo•a D!Al-81 y/o MA-45 Y par 

el método de aialuiento de la 1onda (como se d1111cribe en material y métodos), 

H 65 a 85' aayor. S. importante hacer notar que el ADll recuperado por todos 

e1111toe métodos 111uestra un patrón que lo identifica con un espectro caracteristico 

de ácido• nucleicos (figura 2 curva• C, D, y E). 

Por otra parte, este pi!iJlllento no sólo se encuentra en restos 6seo1, ya qllt! 

también ha sido observado en otroa tejidos antiguos (Doran et aJ. ,1986; P&Xbo, 

1986). PHbd (1986) sugiere que corre•ponde a· reactivOa de Maillard. sin 

ubargo, en loa reato• prehbpánico• no fueron identificados (estos resultados 

no. H muestran). Adeaáa, durante la electroforesis en aguosa al 1 ,, el 

colorante migra frente ill azul de broaofenol, lo que también indica que no se 

~rata de reactivo• de Ma.illard. 

T.H causas de la variación de eate pigmento ion deaconocid••, ae podría 

plantear alguna relación con las caracterbticas del tipo de suelo, tiempo 1 

tipo de enterramiento y otros factores fbico-quimicos (Var9as '/ Sánchez, 1990), 

E:1tudios en eute sentido se esU.n desarrollando . 

Si bien no ha sido caracterizado químicamente, su presencia es 

independiente de la forma de conservación a la que los dife:-entes restos han 

estado sujetos {Johnson et al., 1965; Doran et al., :.966; Piillio, 1969a: ·.;arqas y 

Sánchez, 1990). 
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Actualmente se tienen los primeros intentos de aislamiento del pigmento· 

tn forma simultánea se aisla el ADN de alto peso molecular y el piqmento durante 

la electroforeeia con DE-81 o con NA-AS y como el pipento corre al frente del 

azul de bromofenol es el primero en obtenerse. Quedan por realizarse loa 

estudios de identificación del pigmento. 

b) Electroforesis en geles de aqarosa. 

El ADH obtenido de material 611eo prehhpánico manifiesta un peso molecular 

que se localiza entre 0.125 a >23.1 Kb (fiquras 3-10, 15) a diferencia del 

obtenido en otros restos cuyo limite se encuentra entre 0.5 y 12 Kb, aún cuando 

hayan sido preservados bajo condiciones de anaereobiosis extrema u otras 

condiciones ambientales {Doran et .11. ,1986 ; Thuesen y Engberg, 1990; Hagelberc¡ 

~t al . , 1991a; Ha."9elber9 et al. ,1991b; Keijer et al., 1992). 

El .ADN de bajo peso !flolecular parece ser común en la mayoría de los restos 

óseos humanos (Ptiabo, 1986; Thuesen y Engberg, 1990; Hagelberg et al., 1989; 

Meijer et al., 1991; Meijer et al., 1992). Se desconoce la. causa de esta 

degradación que podría atribuirse a procesos como el efecto de la radiactividad 

ambiental, procesos auto líticos post·mortem oxidación de azúcares y de 

componentes macromoleculares (Pillilio, 1966; R.ogan '/ Salvo, 1990). Otro punto a 

consideru es la modificación de las bases nitrogenadas, ejemplo de esto último 

son las alteraciones de !as pirimidinas en tejidos momificado (Pii.lbo, 1989a). 

Este último dato es consistente con el hecho de que el e!ecto oxidativo sobre 

las p1rimidi-nafl es mayor que en !c1s purinas (Sholer et al., 1960). 
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sin ertbargo lo• resultados de este trabajo muestran ADN de alto peso 

molecular de loa diversos esqueletos estudiado•. Estos datos no están 

excludvamente relacionados con las condiciones de entierro encontradas al 

momento de la excavación debido a que éste se ha visto sujeto a múltiples 

modificacionea .ambientales desde su inhumación hasta el momento de su 

exhumación. En este sentido deben valorarae los siguientes aspectos: ubicación 

del entierro (zona habitacional, templo, entre otros), sistema de enterramiento 

{primario, secundario, presencia de ofrenda} . 

También deben considerarse diveraos factores: l) Físicos; desplazamiento 

del terreno, usos del auelo, filtraciones, humedad, temperatura, clima, entre 

otros; 2) Ouíciicos: p}{, potencial de óxido-reducción, •ale• orginicas e 

inorq.inicas del suelo. Ejemplo de esto son los efectos de radiación sobre: ácidos 

nucleicos bajo diferentes condiciones tales como: radiaciones en soluciones 

oxigenadas o en soluciones anóxicaa {Hutchinson, 1985) 

La mayor dificultad en los estudios de radiación ionizante _sobre el ADN es 

la gran cantidad de productos que se forman. Se han identificado :4 diferentes 

productos para timidin.a radiada en soluciones oxigenadas y otros productos no 

identificados. Otros. grupos son los que se encuentran en condiciones anOxicas :.· 

cuando es directamente radiado Para la citodna, la desoxiribosa y 

posiblemente para las purinas se obtienen resultados seme:antes. Así, existen 

cientos de productos inducidos por la radiación del AD!i. Una segunda dificultad 

es que los productos iniciaies son inestabl"'!s, convirtiéndolo;is "'!D otros 

productos en períodos de horas o días. Afortunadamente el númer~ de estos 
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productos es extremadamente bajo. La acción de las radiaciones ea 

indiscriminada. Los efectos de la radiación sobre moléculas particularea como el 

ADN son la 1tW1a de procesos de acción directa, lo que significa que los efectos 

de b. enerqía se deposita directamente en la molécula y por acción indirecta, 

donde el efecto de las especies rectivas, formadas en el entorno, se difunden a 

la molécula y rea.ccionan con ella (Hutchinson, 1985). 

El efecto de la radiación en soluciones acuosas de ADN son loa causados 

por les productoa que se forman por la acción de la radiación ionizante en el 

agua: el radical -OH, el electrón hidratado e- ac., el átomo de H, agua 

oxiQenada y el hidrógeno, El radical de mayor importancia es el -OH en 

soluciones oxigenadas; éste, reacciona principalmente con las moléculas 

orgánicas ya sea por adición o extracción de H en una unión C-H para formar agua 

y un radical carbonilo. En aolucione21 anóxicae, el H también puede adicionarse 

a dobles enlaces o extraer H de uniones C-H. El electrón hidratado reacciona 

con las bases pero no con :!.os azúcares (Hutchinson, 1985). 

La radiación en soluciones diluidas de ADN induce rompimientos en las 

cadenas de doble hélice. El ADH radiado a o•c muestra una pequeña disminución en 

el número de rompimientos después de varios días de almacenamiento a bajas 

temperaturas Y pH neutro, esto se ha determinado con ADN cadena sencilla y doble 

cadena superenrollada. La incubación a pH neutro y aumento a 37ºC, incrementa en 

número de rompimiento observádose una vida media de de 30 min {Hutchinson, 

1985). 
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Si el ADH se trata con una solución alcalina, el ro•pimiento se incrementa 

por dos veces con respecto al observado en condiciones neutras. La hidrólisis 

en Na.OH O.lH en aitioa lábiles inducidos por la radiación ea auy r•pido, con una 

vid3. media ;nenor a los 5 min para ADl4 cadena secilla, menos de 2 min para cadena 

doble y circulo• aupererrollados (Hutchinson, 1985). Se pueje establecer que los 

rompimientos del ADN con tratamientos alcalinos son causada.a principalmente en 

los azúcares (Hutchinson, 1985), Esto indica que este tipo de factores puede:: 

alterar la integridad de la• moléculas preservadas en los diferentes restos ~-º 

sólo humanos, sino de plantas y animales, por lo que ea de au.u lJDportancia 

considerar el entorno de los ai•os. 

Por último, es necesario conaider_ar 1011 factores biológicos que afectan al 

ADN de restos antiguos : :nicroorganismos, hongos, plant.as y animales que 

influyen durante la diagenesis del cuerpo al ee:queleto y de éste hasta nuestro 

análisis. Asimismo, la11 enfermedadea carenciales que en vid& hubiera sufrido el 

individuo .::on sus afecciones al tejido óseo, -:¡~e pueden reperc'ltir en l.3 

conservación del tej!do óseo. 

?or esto, una explicación tan general como "condiciones ambientales" en el 

contexto arqueológico del entierro, resulta difícil de conciliar cuando se 

encuentr:in datos donde loa entierros de una misma antigiledad y condiciones 

ambientales iguales, no proporcionan los mismos valores en !a purificación de 

!os áci=os :iu-:leicos {figuras 1-9). 



62 

No obstante, en eate trabajo ha sido posible purificar ADN de alto peso 

molecular de resto1 óseos humanos con una antigüedad de 500 a 1100 años (figura 

15). Reaultadoa aemejantea se han obtenido sólo con 111.ueatraa de gotaa de aangre 

y semen de por lo menos cuatro años (Gill et .tl., 1985). 

Los estudios de polimorfbmoa de ADN en poblaciones humanaa actuales y la 

identificación de individuos por ADN (Oill et a.J., 1985) requieren de material 

genético de alto peso AOlecular. De ahi la importancia de obtener ADN de alto 

peso molecu1·ar en poblaciones prehiapánicas mexicanas. Este logro permite 

estudios de identificación de polimorfisaoa con genes como loa del factor de 

elongación lu {figura 14). Este resultado significa el primer polimorfiS&O de 

ADR detectado en reatoa ó1eoa humanos. Ad, l!lle abre la perspectiva de estudiar 

varibilidad genética en una población mexicana del pasado. 

Quedan por identificarse otroe polimorfismos para este c¡ene como el observado en 

una población cauc;iaica contemporánea (OpdenaJdcer et al., 1987) 

Aaimismo, con el ADH de alto peso molecular es posible detectar otros 

genes, FPLV y regiones hipervariables como loe minisatélites. Las sondas 

i:terivadas de regione.s hipervariables y en serie, permiten detectar un gran 

número de locí minisatélites no sólo en individuos y poblaciones actuales 

(Jeffreys et al., 1985a; 1985b; 1985c; Gill et al., 1985; Wonq et al., 1987) 

.sino en individuos prP.hispinir:os como los reportados en este trabajo (figura 

16}. 
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Esto significa que con la obtenci6n de ADN de alto peao molecular de 

esqueletos antiguos, es posible detectar polimorfismos y usar herramientas tan 

poderosas como son las sondas de minisatéli tea para estudios de identificación 

de individuos por A.DN, relaciones de parentesco, variabilidad genética Y 

emigraciones e inmigraciones de las poblaciones pretéritas mesoamericanas Y 

realizar a futuro relaciones con algunos grupos étnicozi ac!uales. 

La prueba más directa de la presencia de ADH en las muestro.a ea su 

sensibilidad a la DNAasa, esto se muestra claramente en la figura 11. 

?or otro lado, eB posible aislar ADN de material óseo diverso (costilla, 

cadera, huesos largos, vértebra) , de ambos sexos, de diferente edad (la. 

infancia, 2a. infancia, adolescente, adulta media y adulta avanzada), con 

distinta antigüedad '! de zonas con propiedades geográficas d!'.l'ersas (figuras J-

10). Esto es importante, porque en algunas excavaciones pueden encontrar 

individuos incompletos, lo ~ue dificulta la aplicació:i de loa mé:todos 

antropométricos clásicos para la iden'tificación del {los) individuo(s); en 

c:tm.bio, con el ADN aislado de cualquier pieza ósea, es posibb: realizar estudios 

moleculares y aplicarl"s a contextos arqueológicos y antropológicos. 
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2. Demostración de su origen humano 

La hibridación del ADN de tejido ÓH!O antiguo con lo• genes hu.manca de la 

P-11lobina y del factor de elongación la (HEF-la) señalan su orig'en humano. En 

el caso de la digestión del ADN antiguo con EcoRl, la hibridación con B-globina 

muestra las mismas bandas que en el ADN actual, dos de ellas son caracteriaticas 

(7.3 y 1.5 Kb) (Huttner et al. ,1979). Tambi'n las digestiones mostraron bandas 

mayorl!a i:ue representan las secuencias de ADN de al to peso molecular (figura 

13). 

Por otra parte, la hibridación con el gene H!F-la, muestran que diez de 

los fraqmentos producidos por la digestión con EcoRl son invariables en el ADN 

de origen prehbpánico y en el ADN contemporáneo. Sin embargo, existen algunas 

bandas que son representativas de toda la población prehispánica estudiada, las 

de 19 Kb; en cambio laa de J. 7 Kb sólo so presentan en 7 de los 32 individuos 

estudiados con este gene {figura 14). Cabe hacer notar que este patrón !'le 

encuentra entre individuos que tienen una diferencia de 200 años_ de antigiledad; 

es decir, en ocho generaciones si se tom.a en cuenta 25 añ~s de edad por 

generación. Este resultado significa el primer polimo1·fismo detectado en una 

población mexicana d~l pasado. 

Paredes (1990), plantea que los individuos de esta población pertenecen a 

ocupaciones Tolteca, Tolteca·Az:teca y Azteca por el contexto arqueológico en 

el que se encuentra -.:1 material óseo. El posi!:lle polimorfismo detectado -!n esta 

población podría ser una caracteristica gónetica de la misma: ~sto podría tener 
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un significado importante desde el punto de vista de las migraciones toltecas. 

Esto sic¡n1fica que los estudios arqueóloqicos, lingübticos e históricos se 

enriquecen con la aplicación de investigaciones a nivel de antropología 

•olecular e incluso algunas de las hipótesis y teorías de migración planteadas 

por estas áreas, podrían ser apoyadas, eliminadas o bien originar nuevos 

planteamientos. 

En este trabajo, los FPL~s (RFPLS) de 3. 7 Kb de 7 de los 32 individuos 

estudiados provenientes de la zona arqueológica de ru:a, Hqo. originarios de 

diferentes épocas podrían representar un posible pol111orfismo del gene HEF-la 

(figura 14) en las poblaciones prehispánicas 11exicanas. Quedan por realizarse 

estudios en un mayor número de individuos y en diferentes pÓblaciones 

oesoamericanas; compararlaa entre ellas y con poblaciones de grupos étnicos 

actuales. 

También se han detectado polimorfiamoa para el gene del factor de 

elongación ~a de individuos de una población =auc.isica (Opdenakker et al., 

:;e11. 

Hasta ahora los estudies ~obre la estruct.ura genética de la población 

mexi~ana ictua: tienen dos tipos de ot"ientac1ón: la primera fundamentalmente 

médica, como son los trabajes realizados sobre e:-r::ires innat•.fl del met.abolismo o 

Jberraciones cromosómtC'as, "! la segunda, antropológ1ca. 
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DurAnte loa último• 40 años se ha publicado numerosos trabajos en relación 

con la distribución de lo• grupos :Hnquineo1 y otros factore• hereditarios en 

grupo• ind1genas y no indigenu en Kbico, aai como loa reaultadoa de encuestas 

sobre errores innatos del metabolismo y otras enfermedades gen,tieaa. 

Entre loa marcadores genéticoa que se han estudiado en poblaciones 

mexicanas contemporáneas se encuentran: el sistema ABO, secretor Y Lewis, H!ls, 

P, Rh-Hr, P:Ul, Duffy, y algunas enliaaa como G&·-PD, GP-GD, foafoglucoautaaa, 

foafatana ácida, entre otras (Lisker, 1981). También se han estudiado proteínas 

como: Hb nomal y anormal, inmunosilobulinaa, haptoglobulinas, traaferrinaa, 

albll:aina y paeudocolin~sterasa, entre otras (Liaker,1981). 

Por otro lado, la utilbaci6n de marcadores del HHC ha permitido de11011trar 

la restricción de variantes en tribus de América y en otras poblaciones 

aborígenes (Gorodeiky, 1988). 

Con este trab.ajo, se abre la posiblilidad tJe realizar estudios de 

antropologia molecular no aólo en poblaciones mexicanas ¡>retéritas, sino también 

en poblaciones actuales {indígenas y mestizas) y comparalas <'!ntre sí, para 

contestar algunas de las preguntas que se plantearon al :nido de este trabajo. 
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J. Identificación de individuos por AON ("huellas digitales" de ADN). 

to11 resultados de la hibridación con la sonda MS1 (figura 16), muestran 

que 1011 individuos actuales y dos de los once individuos prehispánicos 

eatudiadoa, presentan patronea característicos , En cada individuo, las bandas 

son de diferente peso molecular. Sin embar;o, el hecho de que las bandas de 9.3 

y 5.0 JC:b mean iguales en dos de los individuos prehispiinicos estudiados, podr!an 

indicar que tienen alguna relaci6n de parentesco , debido a que la so11da puede 

detectar un locua grande, individual y variable. En este Jocu•, se ha confirmado 

herencia Mendeliana al analizar la segregación en ·lineas de parentesco provistas 

poi: el programa CEPH (Wong et al., 1967). 

Estos datos zse ven reforzados por el contexto arqueológico en el que se 

encuentran estos dos individuos provenientes de 1011 entierros II y III del 

Proyecto Arqueológico Xochimilco (P.U20), correspondientes a restos óseos de 

infantes de 6 a 8 y de 3 a 6 años de edad (Brito, 1992), localizado11 en lo que 

se conoce como unidad habitacional prehispánica (Manzanilla, 1986). 

tn este sentido, ea necesario considerar el parentesco biológico y el 

parentesco cultural . (Millones y Vargas, 1991). tn este trabajo se propone la 

posibilidad de correlacionar el parentesco cultural, establecido en un contexto 

arqueológico, con el parentesco biológico determinado por los estudios di!! 

identificación de indiViduos por ADN. 
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4. ARMt en material óseo 

Un aspecto de singular importancia ea la presencia de ARN, que hasta la 

fecha no ha sido reportado en restos óseos humanos. La cantidad total :le ARN que 

se recupera ea de 138-181 pg/g (cuadro 5), de la cual del 44-48\ corresponde al 

ARH de transferencia (cuadro 6), pero con respecto a ARNt de :ejido fresco es 

del 17 al 20.St . 

Otros autoree, han descrito la presencia de ARN riboaóm1.:o en semillas de 

maíz (Venand y Rollo, 1990; Rollo et .tl, 1991}, en diversas plantu y en momias 

(Rogan y Salvo, 1990) de varios cientos a miles de Aiioa de anuqüed.ad. En 

material óseo prehispl.nico no se identificó ADNr (estos resultado• no 

muestran). Sin embargo, fue posible identificar AR.'f de trar.sferencil ": de es'tos 

al iniciador para la síntesis de proteinas (figura 17). 

Por otra parte, el hecho de que el ARNti proveniente de restos óseos 

humanos presente c:apac:idad funeional para formar: el Met-ARNti ~eua:lro 7), el 

complejo ternario de iniciación (figura 16) y que éste pueda unirse a !os 

ribosomas y al codón de iniciación para ::onstituir el complejo de iniciación 

para s!ntes1s de proteínas {cuadre 9), revela la presencia :!e una estructura 

tridimensional del ARNt que permite interactuar con las enzimas c::>rrespodientes 

~n cada una de las reacciones probadas. Esta estructu:-a podría estabilizarse 

por cationes (Rich et al., 1979) presentes en la matriz del suelo en donde se 

<?ncjntraron ¡os esq•Jeletos. 
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Se ha postulado que las hipermodificaciones de bases y azúcar en ARNt 

actual no modifican las propiedades biológicas {Ryzard, 1985). Esto permite que 

cada una de las reacciones en las que se encuentra involucrado el ARNt 

persistan, aún cuando el tiempo y los diversos factores físicos, químicos Y 

biológicos a los que estuvo sujeto el material óseo hayan sido diferentes. 

El efecto de la RNAasa sobre los ARNt de tejido fresco y de tejido antiguo 

distinto, el primero es 2.8 veces más sensible (cuadro S), esto podria 

explicarse por algunas de las modificaciones que pueden sufrir las bases 

nitrogenadas y la ribosa en el ARNt de restos. Se han reportado alteraciones en 

algunos ARNt de células tumorales, pero no se incluye al Met-ARNti (Nishimura, 

1979). Por el momento, se desconoce la presencia de modificaciones como las 

reportadas en teJido momificado (P:iibo, 19B9a). Sin embargo, aún cuando 

estuvieran presentes, el ARNti de material óseo antiguo reacciona como sustra':.o 

de las arninoacll-ARHt sintetasa y del IF-2 y es capaz de unirse a los riboaomas. 

Es necesario tomar en cuenta que parte de este ARNt pudiera ser Oe erige:-. 

bacteriano : sin embargo, al comparar el reconocimiento hacia los factores de 

iniciación Y los ribosomas de placenta huinana, el efecto inhibidor del Hg++ y .!a 

oiependencia de GTP en la formación del complejo ternario con la placenta 

indican su origen humano; comportamiento diferente al del ARNt de origen 

bacteriano {figuras 18C y 180). 

Por lo tanto, no sólo ec posible üslar AANt, :;ino que la :T1olecula ¡me~e 

pr~sl!rvar :as funciones correspondientes .il !"econocir.i.!ento ·ie dos enzimas 
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diferentes, !as aminoacil-ARNt sintetasas y al factor de iniciación 1, reconocer 

a los ribosomas y al codón de iniciación , como lo indican las reacciones 

probadas en este trabajo: aminoacilación, formación del complejo ternario Y la 

unión de este conplejo a !os ribosomas, para consti !'Jir e: compleJo de 

iniciación de síntesis de proteínas, no obstante la antigiledad y las condiciones 

ecológicas a las que estuvo sujeto el material óseo estudiado. 

Asimismo, los elementos que se requieren para la :or:nac!.ón del comple:o de 

iniciación durante la síntesis de proteínas, complejo q':.le no se forma ccn !a 

misma eficiencia con los riboaornas de origen bacteriano (cuadro 9) . 

Estos resultados abren la posibilidad de fundamentar y desarrollar nuevas 

lineas de investigación dentro 1e la antropoloqia biológica con restos óseos 

prehispinicos tales como: la identificación 'de poli.Jlorfismos y variabilida:i 

genética en poblaciones mexicanas antiguas, analizados hasta ahora en 

poblaciones vivientes (Lisker, 1981; Gorodezky, 1389). Con el objeto de 

determinar relaciones ó.e parentesco, patrones d'! migraci6n ( ac':.ualmente 

fundamentados en hipótesis arqueológicas, ~:.3tóricas 1 linq-list1cas) y S':l 

relación con algunos grupos étnicos actuales, determinación Je sexo (en infantes 

'J adolescentes) y enfermedades genéticas, entre ctros (figura 19). 
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Por otra, parte ea importante identificar moléculas funcion&les co!IO el 

Het-A.~Nti proveniente• de material óseo antiguo, Esto si¡nifica que se podrían 

buacar· utas 1116lecu!as en diferente• tipo• de reatos como; tejido 6aeo, tejido 

momificado y tejido congelado de mayor antigüedad y así realizar estudios como 

el análisis de las propiedades, estructura, organización y evolución de los 

genes humanos. 

La aplicación de eatos estudios, permitir' enriquecer el acervo de 

conocimientos derivado11 de las investic¡acionel!I realizadas con la metodología 

clásica de la antropología física, arqueología y paleontologia para el estudio 

de la evolución humana. 

Ea importante hacer notar que la aplicación de la biología molecular en la 

antropología es un método adicional, con el cual se pueden obten~r datos acerca 

de la heterogeneidad gent:l:tica del hombre; pel'o el ser humano no es sólo i.:n 

c:onjunto de alelos, sino forma parte de un grupo, una tribu, una sociedad y de 

una ecología, por lo que su estudio no se puede desligar de otras disciplinas. 



Figura 19. PERPEC'l'IVAS DE ESTUDIO COK EL ADH DE ru:BTOS OSE05 HUKAHOS 

A. EKYERKEDADE.~ GI:Hl:TICAS (Códice ilorentino) 

D. PATRONES DE KICRACION (Rut,a, de b Pcregrinaci6n o Tira del Museo o 
C6dico Florentino) 

r.. ORIGEN DE HOMBRE (Origen Hitol6qicn del Homl::lre. C6dice Sedden), 

O. RELACIONES DE PMEN'TESCO. (Familia de Esclavos. Códice Plorentino). 
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