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Quiénes y coémo eran los antiwuouv habitantes del actual territorio
mexicano? Estas cuestiones se han planteado desde hace mucho tiempo, y para dar
respuesta se ha estudiado el legado cultural y el bioldgico. En el primero estin
presentes la arquitectura, .a religién, 1a lizeratura, entre otras. En el
sequndo se considera la diversidad y la relac:én del hombre con el zedio
ambiente, como resultado del atributo mas sorprendente de los sistemas vivon: la
capacidad de transamitir propiedades heresditarias de una generacion a otra. Este
Gltimo aspecto, justamente, ha suscitado desde hace mucho tiempo una iuy amplia

variedad de estudios dentro del campo de la antropologia bioldgica.

Una de las fuentes fundamentales para estudiar la evolucidén bioldgica de
la especie humana na s:ido el estudio de los diferentes tipos de res:tcs que se
han encontrado. Entre los mas notables se pueden mancionar : material éseo,

tejido momificado y tejido congelado.

Una de las principales razones para estudiar el material éseo consiste en
que oS Muestra una amplia :nformacidn acerca de los individuos y las

poblaciones a las que pertenecieron.



Aunque los primeros estudios realizados en restos Ssecs se limitaban a un
enfoque meramente descriptivo, al paso del tiempo han permitido no sélo esbozar
las caracteristicas fisicas esenciales de los antiguos pobladores, sino tamblén

evaluar otros parimetros tales como su crecimiento y nutricidn.

Actualmente, con el desarrollo y avance de las técnicas de bioguimica y
hiclogia molecular ha surgido la llamada " Arqueologia Molecular” donde uno de
los principales objetivos es la bisqueda de los icidos nucleicos en diversos
tejidos de varios cientos a miles de afios de antigledad de plantas y anisales,
incluyendo al hoabre. Estos estudios han demostrado que la conservacién del
material genético es un fenémeno factible, por lo que estudios moleculares en
poblaciones prehispinicas mexicanaz abren la posibilidad de responder a viejas

interrogantes y plantearnos nuevas preguntas.

En este estudio se describen los primeros datos sobre el aislamiento, la
caracterizacién y la identificacién de ADN y ARN en particular, Met-ARNti de
origen humano, proveniente de tejido ése0 de poblaciones prehispinicas de
diferentes zonas de la Cuenca del Valle de México y de la zona arqueoldégica de

Tula, Hgo., fechado con 500-1,110 afos de antigledad,



Asimimmo, se tienen los primercs indicios de un posible polimorfismo
genético y la identificacién de individuos por medio de " huellas digitales de

ADN " de poblaciones prehispanicas mescamericanas.

Es indudable que la informacién del presente trabajo resulta de enorme
interés, ya que permitird su aplicacién inmediata para or:sner un mejor

conocimiento del hombre antiguo.



Material &ti & 3 edad

P estado y alcances de la

informacién.

La diversidad bioldgica es una realidad tangible basta observar el
entorno. Esta diversidad se genera por las modificaciones genéticas que operan
en los individuos poblaciones y especies que dependiendo de su permanencia o

icién, tr ienden en los de especiacién.

El Homo sapiens en consecuencia, estd sujeto también a los procesos
adaptativos que su habitat le impone y su éxito, como en otras especies, se
finca en la variabilidad genética que posee. Lo anterior ha sido demostrado por
el examen de un considerable nimero de individuos pertenecientes a los grupos
étnicos actuales. Algunas variaciones como la estatura, el color de la piel y el
cabello, entre otras, son ficilmente identificables y sencillas de analizar.

Otras, por el contrario, han sido d biertas reci solo gracias al

avance del conocimiento cientifico y de las nuevas tecnologias desarrolladas.
Asi, se tienen importantes datos antropolégicos a nivel mundial: 1) Informacién
sobre una amplia gama de caracteres morfoldgicos, métricos, lingllisticos y
culturales que pueden wer comparades con peculiaridades genéticas. 2} Un vasto
nimero de datos histéricos que pueden ser utilizados para reconstruir patrones
de las poblaciones y la secuencia de los eventos histdricos que permiten la

subdivisién y fusién de las mismas. 2) La tasa de fertilidad y mortalidad (edad



especifica) y la distribucién del tamafic de la progenie para entender la

estructura y evolucién de la poblacidn.

También existe una amplia informacién acerca de los grupos sanguineos y de
los loci de diferentes proteinas que se han utilizado para abordar diversos
problemas: 1) Estimacidén de la estructura genética de las poblaciones ahc;-igeneu
a varios niveles geogrdficos y sus relaciones con aspectos de la estructura
demogradfica y social, como los trabajos de Neel y colaboradores en los
Yanomamas y dtras tribus sudamericanas (Neel et al., 1377; Smouse et al., 1961);
los de Kirk {1979), Birdsell et al. (1979) y Blake (1979) en nativos
australianos y sobre diferentes grupos étnicos mexicanos (Coérdova et al., 1967;
Gorodezky, 1988). 2) La valoracién de las poblaciones geogrificas, como los
estudios a nivel mundial de Nei y Roychoudhury {1982), los de Rychkov Yy
Sheremetyeva (1377) en grupos étnicos del Norte de Asia y 3) la reconstruccién

de patrones de migracion.

Las investigaciones sobre genética humana han sido complementadas por
estudios clinicos sistemiticos y por datos aportados por especialistas de las
diferentes 4areas de la biologia humana tales como: hematologia, inmunologia y
antropologia, entre otras. Cada grupo ha hecho contribuciones valiosas dentro de
su especialidad para Jla identificacién de marcadores genéticos (grupos
sanguineos, sistema HLA, isoenzimas, dermatoglifos, entre otros) y para la
caracterizacién de defectos genéticos que podrian estar asociadcs con

padecimientos complejos tales como: leucemia. artritis, desérdenes hematolégicos



y anormalidades psiquicas y neuroldgicas (Mourat, 1954; White y Caskey, 1988;

Molecular Biology of Homo sapiens, 1986)).

Por otra parte, en los ultimos veln.ta afios el problema del origen del
hoabre se ha modificado profundamente gracias a la utilizacién de técnicas de
andlisls procedentes de la genética molecular, hasta el punto que ha nacido una
nueva disciplina: la Antropologia Molecular. Asi, 1los estudios que permiten

conocer secuenciss de aminoicidos y la variacién fenotipica de las proteiras han

hecho factible 4 brir la fr ia con la qie se lleva a cabo la

sustitucidn de aminodcidos, asi como e) extenso polimorfismo proteico que me
presenta en las poblaciones naturales {(Harris y Hopkins, 1972; Selander y
Whittman, 1983). También las investigaciones sobra secuenciacién de ADN, ARN ,
la aplicacién de los métr{dos con ADN recombinante, y amplificacién por la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), conducen a una nueva fuente de
informacién, que permiten la purificacién a gran escala de secuencias génicas
particulares que actian como "sondas" de secuencias homblogas en el genoma. Esto
ha puesto al descubierto la organizacién del genoma, en donde se observa que
muchos genes se encuentran en grupos o familias, en donde .algunos de los
miembros pueden estar localizados uno cerca del otro en la misma regién
cromosdmica y estar, muy relacionados en la secuencia de nucledtidos (Lewin,
1990). Frecuentemente, los genes en una familia codifican proteinas con
funciones semejantes, pero no idénticas, o diferentes en su patrén de expresién
come por ejemplo los que son transcritos en los diversos estadios de desarrollo
y en tejidos espec{ficos (Garrels, 1979; Van Nest et al. 1960; Derman et al.
1961).



Otro hecho que se ha manifeatado es la evolucién de los genes a través de
la interpretacién de una serie de propiedades biolégicas relacionadas con la
regulacién de la expresidn del genoma {Minty y Newmark, 1980; Lewin, 1990) y la
clonacién de fragmentos de ADN del genoma h\;nano para formar hibliotecas génicas
(Haniatis et al. 1982); ademids, la variabilidad genética que se puede detectar
es mayor que la obtenida con la electroforesis de proteinas. Con estas técnicas
ha sido pomible determinar en las poblaciones humanas la existencia de
polimorfismo de genes, o de otros fragmentos de ADN, que se muestran en dos o
mis alelos, Las variantes presentan mutaciones que han sido heredadas por una
fraccién apreciable de la poblacion comin. La mayoria de estas mutaciones son
probablemente neutrales, aunque algunos pounorﬂsm;s reflejan ventajas

selectivas en los distintos alelos.

El polimorfismo genético explica la variacién hereditaria observada en la
poblacién humana, fundamentalmente 1a diversidad en las caracteristicas
moleculares (Wainscoat et al., 1986; 1987; Cavalli-Sforza et al., 1986} como los
grupos sanguineos (Salazar-Mallén y Arias, 1959 ; Cérdova et al., 1967; Neel et
al.,1977; Kirk, 1979; Birdsell et al., 1979; Blake, 1979; Smouse et al., 1981;
White y Caskey, 1988), los antigenos de histocompatibilidad {Gorodezky, 1988),
las diferencias metabSlicas y aspectos relacionados con la personalidad. Estos
polimorfismos zon casi siempre debidos a sustituciones de nucledtidos; ademds,
la mayoria de las deleciones o inserciones desorganizan el marco de lectura,
dirigiendo un produc}n proteico completamente diferente y generalmente no
funcional (Salser e Issacson, 1976; Kimura, i1$77; Jukes y Xing, :973; Lomedico

et al., 1979; Miyata et al., 1980; Hoyshida y Miyata, 1983). Sin embargo,



existen familias de protefnas como las inmuncglobulinas que tienen regiocnes con
miltiples variaciones en su secuencia de aminodcidos que conservan y enriquecen
sy funcién bioldgica fundamental que es la interaccién con el determinante
antigénico que provoca su sintesis. ‘ran.bién estin relacionadas con otras
proteinas que cumplen su funcién de reconocimiento celular (Adama, 1980;

Tonegawa et al., 1981; Leder, 1982).

Los polimorfirmos pueden ser utilizados para distinguir diversas copias en
el mismo cromosoma, cuando un individuo es heterccigoto en un sitio polimérfico,
éste llega a ser una posible pista que se transmite a la reglén del cromosoma en
el .hijo de este individuo. Lo anterior constituye una herramienta poderosa para
localizar genes afectados por medio del andlisis del parentesco (Nolecular
Biology of Homo sapiens, 1986; MNakamura et al., 1987). También se pueden
utilizar para estudiar y determinar los origenes de grupos de poblaciones
humanas, las cuales nuchas veces difieren en las frecuencias de alelos

particulares (Molecular Biclogy of Homo sapiens, 1986).

5S¢ ha observado que el genoma humano contiene un gran nimero de
variaciones dentro y fuera de las mecuencias que expresan informacién como lo
han sefialadc Jeffreys (1979) y Jeffreys et al. (1985a).” Estos autores han
calculado que 1 de cada 100 nucledtidos que no codifican, podrian ser
polimérficos. Ademds, Ayala (1983) ha sugerido que cada individuo podria ser

heterocigético presentando por lo menos un polimorfisme por locus,



Las primeras variantes de ADN humano que se identificaron, corresponden a
los polimorfimmos en las secuencias de bases. Algunas de estas sustituciones de
nucledtidos son identificables porque alteran el sitio de reconocimiento de las
endonucleasas de restriccién (Xan y Dozy; 1978); es decir, se wmodifica la
secuencia especifica de nucleétidos dando como resultado una variacién en la
Jongitud del tamafioc de los fragmentos de ADN, también conocidos como Pragmentos
Polimérficos de Longitud Variable (FPLV,en inglés RFPLs). Estos FPLVs
representan cambios en el ADN, por lo gque sirven como base para realizar
estudios poblaclonales (Botstein ot al., 1980; Williammon et al., 1984; Cox et

al., 1985; Hofker et al., 1985; Cooper y Schidke, 1936).

En afios anteriores, la lista de FPLV era similar a la de proteinas
{Beaudet, 1985) pero, actualmente, el nimero de las diferentes sondas que se
utilizan para detectar PPLVs se ha incrementado de tal manera que es dificil

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

a lJoci idos., Algunas de estas sondas son de PPLVs
extremadamente variables que pueden ser de gran ayuda en estudios de genética

poblacional.

Otras opciones,gue se pueden emplear para comparar al ADN de diferentes
poblaciones son: el uso de ADN mitocondrial (ADNmt), las regiones hipervariables
que se encuentran en serie y las técnicas de hibridacién ADN- ADN en

hidroxihapatita.



Il ADHmt ha sido estudiado en diversas poblaciones humanas (Denaro et al.,
1981; Cann et al., 1984; 1987; Horai y Matsupaga, 1986; Horai et al., 1991;
Pikho et al., 1990b; Wallace et al., 1985; Wallace y Torromi, 1992). Ia
variacién g;nética del ADNnt es debidaAa log cambios en los sitios de
restriccién (Bonné-Tamir et al., 1986); ademis de que se siguen patrones de
herencia materna y en los mam{feros funcionan como haploides. El ADHmt es mis
sensible a las nmutaciones comparado con el ADN nuclear por lo que podria
funcionar como un factor limitante em las poblaciones (Wallace et al., 1965;
Wainscoat et' al., 1987; Wallace y Torroni, 1992). Sin embargo, para realizar
estudios de ADNmt y obtener informacidén mis precisa acerca del polimorfismo de

una determinada poblacién, se requiere de un nimero significativo de muestras .

En e1 genoma humaro y de otros eucariotes, se encusntran fragmentos de
ADN repetidos y en serie, cuyas unidades varian en la repeticién y en el tamafio.
La gana en la que se encuentran es amplia; existen desde fragmentos grandes con
una longitud de SO Mb, como los satélites alfoides de los centrdmeros (Willard,
1991) hasta unidades tan pequefias como las repeticiones de dinucleétidos (Weber
y May, 1989; Litt y Luty, 1989) y mononucleStidos en los extremos de los
transposones (Economou et al., 1990) que frecuentemente presentan variacidn en

el nimero de unidades repetidas.

Los andlisis genéticos en el hombre pueden ser simplificados por la
disponibilidad de sondas de las regiones hipervariables provenientes del ADN
humano, los cuales muestran una variacidn multialélica correspondiente a una

alta heteracigocidad. La primera de sstas regiones fue aislada por Wyaman y
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White {(1980) a partir de una biblioteca génica humana formada al azar. En el
gencma humano se han descubierto regiones tales como: la §' del gene de la
insulina (Bell et al., 1982), 1la regién 3' del gene H-ras (Capon et al., 1983),
el gene a-globina (Jarman et al., 1986), el gene de la coldgena tipo II (Stoker
et al,, 1985) , el gene B de la apolipoproteina (Knott et al., 1986) y la regién
entre los genes 1 y 2 de la globina (Goodburn et al., 1983); asi como el locus
D14S) definido por una clona andnima de ADN, derivada de la regién telomérica
del brazo largo del cromosoma 14 ( Wyaman y White, 1980; Balazs et al., 1962;
Wyaman et ai., 1986). Estos minisatélites difieren sustancialmente en su
variahilidad desde s&lo 6 diferentes alelos detectados en la regién hipervarible
de la coldgena {Sykes et al ., 1985; Wyaman et al., 1986) hasta mis de 80, como
los detectados en la regién hipervariable en el locus D14S1 (Dalazs et
al., 1982). :

El descubrimiento y el usoc de las sondas que son capaces de detectar un
gran nimero de loci minisatélites hipervariables y repetidos en gerie, sefiala su
gran distribucion en el genoma humano (Jeffreys et al., 1985a) y proporciona una
de las bases para el aislamiento sistemitico de minisatélites por medio de
clonacién (Wong et al., 1986; Wong et al., 1987; Nakamura et al,, 1988; Armour
et al., 1930; Vergnaud et al., 1991). Ademis de las sondas de minisatélites
derivadas de un intrén del gene de la mioglobina (Jeffreys et al., 1985a), se
han reportado otro tipo de fragmentos repetidos en scrie, naturales (Vassar: et
al., 1987; Powler et al., 1988) y sintéticos (Ali et al., 1986; Vergnaud, 1389)

jue se han usado para detectar loci hipervariables miltiples,
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En el gepoma humano es desconocido el nimero total de loci hipervariables,
Knowlton y colaboradores (1986) han registrado 1680 recombinantes de una
biblioteca genémica humana selsccionada al azar, y han descubierto 12 clonas que
presentan regiones muy polimérficas. Esto x.uqiare que el genoma humano contiene
por lo menos 1500 regiones (Wong et al.,1987). Otros son los llamados
minisatélites (Jeffreye et al.,1985a; 1985b; 1985¢) que son considerados como
“huellas digitales™ de ADN en los que la variacién alélica y la localizacién de
las bandas se demuestran mds ficilmente. Alguncs minjisatélites que son muy
polimbrfices tienen alelos miltiples, los cuales son relativamente raros. Estos
sitios proporcionan una herramienta poderosa pura distinguir ADR de diferentes
individuos ¥ por lo tanto tiene aplicaciones biolégicas, 'mtrnpoléqﬁcan, nédicas

y forenses importantes (Jeffreys et al.,1985b; 1985¢; Wong et al., 1987}

Por otro lado, la metodologia de hibridacién ADK-ADN es de uso limitado
para la investigaci6én €ilogenética, debido a la dificultad que representa el

desarrollar esta técnica en muestras numerosas (Britten, 1986).

Con los avances en biologia molecular se ha descrito un catélogo de
alrededor de 4,000 genes transmitidos por herencia mendeliana (McKusick, 1986).
Por lo eanterior, se, puede decir que el sistema humano esté equipado con un
fenotipo asombrozamente ampiio, en donde miles de genes ya se han identificado
en virtud del genotipo que se les ha conferido cuando estd heredado en forma
mutante, El limite de las mutaciones abarca desde deficiencias en enzimas, que

son importantes en rutas metabdlicas, hasta alteraciones tan sutiles como .as
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que modifican la psicologia (Molecular Biology of Homo sapiens, 1986; White y
Caskey, 1988).

Es necepario hacer notar que no ubsta;te la complejidad del genoma humano,
uno de los papeles centrales en la investigacidén biomédica contemporinea es la
elaboracién de mapas. Hasta ahora, el nimero de loci que han sido organizados en
napas es de menos del 2 % de los 50,000 genesa gue se ha propuesto que tiene como

ainino el Homo sapiens (McKusick, 1986).
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Material genético antiguo: Propiedades estado y al de la i i6n

1. Estudios histolégicos

Las estructuras subcelulares qus contienen a los dcidos nucleicos se
encuentran poco preservadas en restos antiguos; por ello, la’ arquitectura
celular y subcelular ha sido técnicamente desafiante y enigmitica; al nencs, en
un caso (Ramses IX) se han podido distinguir’ diferentes tipos celulares
{Cockburn .y Cockburn, 1980). La identificacién histoldégica de tejido normal, o
con alguna enfermedad, se ha basado en los patrones de tejido conjuntivo. Se han
observado nicleos de restos momificados del Viejo y Nuevo Mundo. Por tincién con
hemsatoxilina, se han podido identificar detalles nucleares en tejidos de por lo
menos una momia egipcia de 4,000 afios de antiglledad de las 23 examinadas (P&ibo,
1985b) y el andlisis de tejido momificado peruano por tincién de Peulgen, revela
que aproximadamente 1 de cada 3,000 células musculares contienen niicleos

intactos (Regan y Salvo,1990).

Otros autores (Romano et al., 1976) han descrito la presencia de células
panguineas en diversas fasea de diferenciacién y neutréfilos en restos dseos de
$00 afios de antigiledad. También se han mostrado osteoccitos y nicleos en material
éseo prehlispinico fechado con 650-750 afios de antigiledad (Vargas y Sinchez,
1990). .
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2. Estudios en proteinas antiguas

Los primeros indicios de que la informacidn genéltlca puede persistir en
material antiguo, mon las demostraciones .de la subsistencia de proteinas en
huesos y conchas fésiles de millones de ajfios de antigliedad (Wyckoff, 1972;
Weiner et al., 1976; Curry, 1988). Otros datos son los referentes a 1la
cemposicién quimica, histologia, y rutas metabSlicas en huesos de dinosaurios
fechados en B0 millones de afios ( Pawlicki et al., 1966; Nowicki et al., 1972;
Miller y Wickoff, 1972; Pawlicki,1976; 1984). Incliso en restos excepcionpalmente
bien preservados de un mamut siberiano de 40,000 afos de antigledad, el andlisis
elemental de aminodcidos y de albGmina , asi como estudios de microscopia
electrénica, han puesto en evidencia diferencias significativas cuando son

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

También se han estudiado proteinas en momias peruanas (Pedro y Chinay,

1991).

De esstos hechos surge la de r r inf cién genética a

partir de la secuencia de aminoicidos provenientes de restos antiguos. De ahi,

los grandes esfuerzos realizados en las dltimas dos décadas por estos estudios.

Otro tipo de investigaciones, son las referentes a la comparacién de la
estructura primaria de la albimina entre especies extintas y vivientes. Con
estudios inmunoclégicos se ha confimmado la relacion cercana de parentesco que

existe entre el mamut y los elefantes contempordneos (Lowestein et al., 1981).
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A nivel poblacional, los estudios de antropologia y paleoxzoologia se han
dirigido a determinar la frecusncia de alelos de los loci polimérficos en
poblaciones antiguas. Uno de los de mayor interés, ha sido el sistema ABO
{Candela, 1936; Wyaman y Boyd, 1937; De Ten.-a et al., 1949; Toral 1949; Salazar-
Mallén, 1951: Harrison et al., 1969; Allison et al., 1985}, 3%in embargoc, la
serologia de los grupos sanguineos en tejidos antiguos presenta dificultades, va
que existe la posibilidad de una degradacién diferencial de los antigencs, asi
como la contaminacidén de otros antigenos de plantas o dicroorsaniszcs gue pueden
reaccionar con el anticuerpo o bien oscurecer los determinantes del gxupo
sanquineo. La identificacién serolégica mediante el sistema antigénico HIA,
podria ser de mayor informacién en restos humanos bien pr;sen'ndas. Ademis, este
grupo tiene la ventaja de disminuir riesgos de reacciones cruzadas irregulares,
causadas por proteinas de otros organismos (Hansen y Girtler, :983). Ns
obstante, se tiene la dificultad inherente de interpretar la reaccidn, debido a
la modificacién que presentan los antigenos de los restos, originada por el

de la d dacién del material bioldgico.
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3. ADN en Restos Antiguos

El primer caso en el que se pudo aislar material genético a partir de un
caddver utilizando los avances metodolSgicos actuales (Wang y Lu, 1981), plantea
la posibilidad de estudiar la informacién hereditaria de tejidos antiguos a otro

nivel, el génico.

Actualmente, uno de los principales objetivos de esta linea de
investigacién es la bisqueda de ADN en diversos tejidos antiguos, tanto de
plantas (Rogers y Bendich, 1985; Rollo et al., 1988; Helentjaris, 1988;
Golenberg et al., 1990; Golenberg, 1991; Rollo et al., 1:991), como de animales
{Riguchi y Wilson, 1984; Johnson et al., 1985; Houde y Braun, 1988; Thomas et
al., 1%89). Estos resultados se resumen en los Cuadros i y 2. Higuchi y
colaboradorer (1984), fueron los primeros en clonar ADN obtenido de mdscule
deshidratado de la cuaga (Zquus cuagga), un miembro extinto de 1a familia de los
caballos de 140 afos de antigledad. Esto representa la primera informacién
filogenética obtenida a través de secuencias de ADN de un especimen de museo.
Dia a dia se incrementan los estudios referentes a genes mitocondriales en
diversos ejemplares (Higuchi y Wilson, 1984; Wrischinick et al,, 1987; Higucji
et al., 1987 Pélibo et al., 1988; Pidbo, 1989%a; 1990a; Thomas et al., 1989.

Por lo que respecta a restos humanos, recientemente se publicé el caso
extraordinario del hallazgo de un cercbro en un pantano de Florida, con una
antigliedad de 8,000 afos, preservado an su cranec. En este especimen se han

podido estudiar aspectos anatdémicos, histoldgicos e inclusive moleculares tales



como el aislamjento, identificacién y amplificacién de ADN mitocondrial y de
algunos de los genes de la Clase I del sistema HLA (Doran et a&l., 1986; Piibo et
al., 1988; Lawlor et al., 1991). MAs aan, ha sido poaible aislar y clonar
material genético de una momia egipcia della sexta dinastia 2770 a 2160 A.C.
(Pi%bo, 1985b), asi como analizar ADH de momias procedentes de sitios
arqueoldgicos de Groenlandia (Thuesen y Engberg, 1990). Otro tipo de estudios
son 1o referentes a la identificacién de las secuencias Alu I en nomias
egipcias y sudamericanas (Pidibo, 1986) y los ADNr 288 y 185 en moaias
sudasericanas (Rogan y Salvo, 19%0); asi como la amplificacién de los genes
uigocondrialeu correspondientes al citocromo B2, a las posiciones 13282 - 13286
de.la region variable y a la regién del asa D (Piibo, 1986; Phdbo et al.,1988;
Plibo, 1589a). Otros trabajos mon los referentes a la identificacién de HLA en

momias (Stanstny 1974; Hanaen y Giltler, 1983).

Otro tipo de tejido en el que se aplica la metodologia de la biologia
molecular es el material 6seo antiquo. En aste z:ejide se ha logrado la
recuperacion y el andlisis de material genético humano de restos &seos
prehispanicos de 650-750 afios de antigiedad (Vargas, 1989; Vargas y Sinchez,
1990), la amplificacién de ADNmt en material éseo de 7,500 afios de antiglledad
{Hagelberg et al., 1989), de esqueletos de 1475 afios de antigiledad, procedentes
de un sitio arqueoldgico de Groenlandia (Thuesen y Engberg, 1930) y idltimamente
existen datos referentes a la recuperacién de genes nucleares de origen éseo,
correspondientes al ;2ne de la fibrosis quistica i{Turbon, citado porAsvkes,
1991); amplificacidn de una secuencia del cromosoma Y {Humumel v Herrmann, 1991},

lel 2x3n T de la fenilalani) hidroxilasa y fragmentos especificos derivados de
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los cromosomas X y 12 (Meijer et al., 1992). También se han identificado
victimas por medic de restos Oseos (Hagelberg et al.,1991a). Todos estos

estudios se resumsen en el Cuadro 2.

Ro obstante que se puede obtener material genético de diferentes restos
hunanos antiguos, muchas veces se le encuentra quimicamente modificado y en
fragmentos de bajo peso molecular como en el caso de tejido momificado (PHibo,
1989a). La reaccién de amplificacién por PCR, ha sido modificada para eliminar
1a inhibicién que s= produce en el material genético antiguo en dicha reaccién;
esto ha hecho posible reconstruir gecuencias de ADN antiguo (PAibo, 1989Db;
19302;1990c}. De ahi la conveniencia de tomar en cuenta en el material a
estudiar las reacciones post-mortem tales como la oxidacién de azicares o
modificaciones de bases nitrogenadas (Pikbo, 1986; Rogan y Salvo, 1990) as{ como
las condiciones de enterramiento a las que ha estado sujeto el material a

estudiar. Reci se ha pl 4 1a posibilidad de formar bibliotecas

de ADN por medio de PCR en material antiguo (Foo et al., 1992).

Todas estas investigaciones demuestran que la conservacién de material
genético bajo condiciones ambjentales diversas es un fenémeno factible, por lo
que estudios a nivel molecular abren nuevas perspectivas en areas como: la
antropologia biolégica, paleontologia, arqueclogia, evolucién biolégica, 1la

ciencia forense, ingenieria genética y biotecnologia.



CUADRO 1

ESTUDIOS MOLECULARES EN RESTOS DE PLANTAS ¥ ANIMALES

ORIGEN TREJIDO ANTIGUEDAD TIPO DE ESTUDIO REFERENCIA
{aiios)
Mafr Senillas .98 x 103 Ricleos, nucleolos y Gsborna et al.
cromatina
Atslamiento y ampiifi-~
cacisn de ADN
3.3 x 10 Clonacifn de DHAr Rollo et al. (1991)
Mafz 6 x2x 103 DNA, amplificacién de Goloubenoff at al.
da DNA nuclear y de op  (1991)
ganelos
Hojaa 103 Extraccibn de ADN . Rogers y Bendich
Semillas 10 Extraccin de ADN de -  (1985)
Embriones alto psso molecular
ARN Venanzi y Rollo,
(1990)
Magnolia Hoja 20 x 10°  Gene' mBCL - Curry (1988),
Colanberg st al.
8 (1990)
Taxod{um Hojas 17-20 x 10 Secuencia de RBCL Golenberg (1991)
Soltis et al. (1992)
Molueco Concha 80 x lDa Protefnas Wainer et al. (1976)
Insectos en 40 x 10° Ribogomas, cromatinz,
anbar incorp. de nucletidos
por Random Primer
Dinosaurio Hueso 80 x 10°  Compostcisn Quintca Pavlicki st al.
28311 (1966) , Nowicki at
al, (1972),
Histologfa Pawlickl (1976),
Miller y Wickoff
(1972),
Rutan metabSlicas Pavlicki (1964)
Hamut: Mdsculo 40 x 10°  Anfltsts quistco Sensabaugh Jr. gt al.
congelado Microscopia anminicidos  (1982)




CUADRO 1 {Continuacisn)

ORIGEN TEJIDO ANTIGUEDAD TIPO DE ESTUDIO REFERENCIA
(afios)
Hamue Mdsculo 53 x 10 Atelamiento y carscte-  Prager et sl. (1960)
deaecado y rizacibn de ADN Johnson e 51_
tejido con (1985)
gelado Albdmina Lovenstein er al.
Qgen
Eapecies Plel Recuperacisn de ADN Higuchi y wWiison
extintas (1984)
Cuaga Plel .140 x 10> Secuenciacién ds ADN Higucht ot al. (1980
Nt Higuchi et al, (1957)
Avas ADX Houde y Braun (1928}
Lobo Plel .12 x 103 Clonacién y azmplifica~  Thomas et al. {1989

Marsupial

cién de ADN




CUADRG 2

ESTUDIOS HOLECULARES EN RESTOS HUMANOS

TEJIDO ANTIGUEDAD TIPOG DE ESTUDIO REFERENCIA
Gotas de 0.004 x 10°  Identificacidn de huellas digitales GLlE et al. (1985)
sangre y de ADN
eenmen
Cerebro® 8.0 x 10° Anactémico, histoldgico e identifica Doran et al. (1986)
e¢i8n de ADN mitocondrial
Secuencia de ADNmt PEibo et al. (1988)
Caracterizacifn de segmentos de ge— Lawlor et al. (1551}
nes nucleares (HLA)
pie1® Grupos sangufneos Vyaman y Boyd (15371,
Boyd y Matoom (1543)
Bigado 2.0 x 10] Alslamipnto e identificaciln de Sci WNang y Lu (1981)
dos nucleicos
0.3 x10°  Tipos da HLA Seaseny (1974),
Hansen y GGtler (1983)
p1e1® y 2.4 x10]  Atslantento de DNA, caractariracifn Pilbo (1984),
visceras 5.0 =x 10 ¥y clonsciSn ds DNA en bacterias Piibo (1985a),
Pidbo (1985b)
InvestigaciSn de genética molecular Phlbo (1986)
Amplificacisn de ADN antiguo por Pdito et =1. (1989c)
PCR PEibo et al. {19B5b)
pter® 0.5 x103  Contantnactsn por plomo Horne y Kavasski (1984),
0.5 =10 ADRr 285 Rogen y Salvo (1950),
3 ADNr 18S
1.475 x 10 Recupsracifn y andlisis de materisl Thuesen v Engberg (1990),
genético
0.5 x 10 AmplificaciSn y anfitsis de HLAy  Eaydon y Bivksers (3991),
D4517s
Recuperacién de ADN y protefna Pedrc y Chinay (1991)
Oseo 11-12 x IOJ IdentificeciSn de grupoa sanguineos Candela (1936),
Wyaman y Boyd (1937),
al. (1949),
0.5 x10°  Identificactsn de células




CUADRO 2 (Continuacifn)

TIPO DE ESTUDIO

REFERENCIA

TEJIDO ANTIGUEDAD

Oseo
1.1 x10°
545 x10°
0.650 x 10°
selt, x 10
1457 x 107
0.15-5  x 10°
0.5 x 10’
0.008 x 10°
5.5 x 10°
0.05-.568 x 10°
0.5-1.1  x 10°

Dientes 0.15-5  x 10°

Deteccién inmunolégica de hemoglo
dina

Anlinis de aminoficidos

Amplificacién de genes mitocon~=
drialas

Aslantento Yy caracterizacifn de
ganes MHG

Alslanienco y caracterizacisn de
ADN y ARN

Alslemtento y caracterizacidn de
ADN

Recuparacidn y anflisis de mate-
rial gendtico humano

Amplificacién de genes mitocon--
driales

Ascanzi st al. (1985)

Von Endt y Ortner (1986)

Hagelberg st al. (1989)
Schmill y Fritzler (1989)
Vargas (1989),.

Vargas y SEnchez (1990)
Vargas ec al. (1990)

‘Thuesan y Engeberg (1990}

Haenni et al. (1990)

AmplificaciSn de ADN mi al
Amplificacidn de cromosoma ¥
Métodos de recuperaciSn de ADN
Identificacin de un eaqualeto
Anflisis de ADN de huesoc antiguo
Biblictecas de ADN antiguo por PCR

DNA y amplificacisn de fragmentos
especificos de los croweams X y

1dentificaciSn de Mec-fRNAL

AmplificaciSn de genes mitocondria

Vargas y (1991)
Huzmel y Herman (1991)
Metier et al. (1991)
Hagelbsrg ot al. (1991a)
Hagalberg et al. (1991b)
Foo at al, (1992) .

Maijer st al. (1992)

Vargas y Enrfquez (1992)

Haeant et al. (1990)

Tejido hGmedo®

Hontas®
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Por toda esta informacién se puede describir a la evolucién molecular como
un proceso diacrénico de cambios genéticos que son el resultado de eventos

" estocésticos y de selecciSn natural. Al tratar de uir este p

histérico, se enfrentan una serie de problemas, ya que sélo se tiene informacién
de los genes de poblaciones actuales, Ds ah{ que queden una pserie de

int sin r :

iQuidnes y cémo eran los antiguos habitantes del actual territorio
nexicano?. EStos han sido objeto de estudio de antropélogos fisicos desde hace

mucho tiempo.

Hasta la fecha los estudios antropofisicos y paleodemogrificos han
proporcionado datos no s6lo sobre sexo, edad, estatura y raza (Comas,1976;
Genovés, 1962; 1966; Jaén y Lépex Alonso, 1974) sino que también han pe.mitida
deducir fendémenos tales como curvas de longevidad, mortalidad por grupos, (edad
especifica) y por sexo, as{ como algunos aspectos fundamentales de las
condiciones de vida a las que algunas poblaciones antiguas estuvieron sujetas.
Como ejemplo de esto ultimo podrfan mencionarse algunas patologias, estado
nutricional y la evaluacién de cambjos cconémicos y mociales (Marquez, 1984;

Jaen y Serranc, 1974; Serrano y Ramos, 1984 ).

Uno de los objetivos en el campo dea la antropologia fisica es la
reconstruccién del pasado a través de los restos éseos. De ahi que surja el
interés por utilizar nuevos criterios para complementar otros estudios sobrs

individuos y poblacicnes pretéritas y se planteen ias siguientes prejuntas:
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¢ Por qué no estudiar a los genes de las poblaciones mexicanas prehispanicas
mexicanas ? ¢ CSmo Be podria llevar a cabo esta investigacién 7

Para contestar estas preguntas se plantearon los siguientes objetivos:

1. Aislar y caracterizar ADN y ARN de restos $seos humanos
prehispénicos y coloniales de varios cientos a miles de
ajios de antigiedad,
2. Demostrar su origen humano.
3. Identificar individuos por ADR ("huellas digitales de ADN").
4. Identificar ARH, en paticular el ARN de transferencia iniciador {ARNt)

para sintesis de proteinas y demostrar su actividad.

El préposito de este trabajo es el de fincar la base de estudios de
antropologia molecular en materjal 6se0 antiguo de Qiferentes culturas
mexicanas, para un futuro estudio sistemitico a nivel poblacional con todas las

perspectivas que de él se deriven,
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MATERIAL Y METODOS

Los restos 5seos humanos fueron obten&ldos de diferentes zonas de la Cuenca
de México: Entierro No. i del Pefion de Marquez, con una antiglledad de 650-750
afios {Informe del DAP 1984); de Tlatelolco los entierros 1 y 2 del Pozo 20 Y los
Entierros 1 y 2 del Pozo 21 con una cronologia tentativa de 400-500 afios; del
Sitio Coachilco Entierro 1-11 Azcapotzalco con una antigliedad de 500-700 afios
(Rescate Arqueoléygico); Xochimilco: Entierros 1,2 , 3, I, II, III con una
antigiedad de 500-700 afios; de la zona arqueolégica de Tula Hgo., de loe sitios:
Malinche , Zapata II, Area del Museo (Plaza Charnay) y Viaducto con una
antigfiedad de 800 a 1110 afios y por dltimo de Villa Rica y Manat{, Veracruz con
una antigliedad de 500 y 3,000 afios respactivamente. En total 146 individuoa
{Cuadros 3 y 4). Este material fue proporcionade por los arquedlogos : Mta.
Blanca Paredes, Ma. de Jesis Sinchez, Margarita Carball, Carmen Lechuga y Dra.
Mari Carmen Serra, por los antropdlogos £isicos Rosa Ha. Pefia y Tito G. Mendoza

y por la restauradora Leticia Brito a quienes agradezco su colaboracién.

1. Aislamiento de ADR.

Se utilizé una modificacién al procedimiento de Haniatis v colaboradores
{1982): un gramo de tejido se tritura en un mortero con 2.2 volimenes de SSC IX
{MaCl 0.1%5 M, citrato de sodio 0.0i$ M) y EDTA 0.0005 M, se 1leva a un 0.5 %
£inal de SDS , &se extrae con fenal saturado en Tris-HCl (pi 8.0} y con dos

extracciones subsecuentes de cloroformo: alecohol isoamilico (24:1} Se



CUAZRO 2

MATERIAL OSEO PREHISPANICO Y COLONIAL DE LA CUENCA TE
MEXICO, MORELOS Y VERACRUZ

SITIO SEXO . EDAD * ENTIERRD ANTIGUEDAD
Ho. {afios)

Soledad N.D. A Osari:z 30C-40°
Pefién del P A b $50-750
Marguez
Coachilco N.D. A 1 £10-500
Azcapotzalco

M A 2

H.D. I 3

N.D. A 4

N.D. A L

¥ A &

N.D. T 7

¥.0. b4 2

Nz A g

T A 0

¥.D. A L2

Tlatelslco

n

Tazo I2 r z s €30-600
] b4 2

Pazo 21 N.I. I i
r LY 2



ZUADRO 3 (Continuacidn)

SITI0 'SEX0 EDAD ENTIERRO ANTIGUEDAD
- No. {afios)

Xochinilco

PAX 9 N.D. I 1 600-700

PAX 9 N.D, A 2

PAX 9 N.D. A M

PAX 20 N I I

PAX 20 N.D. z poy

PAX 20 N.D. I III

Korelos

Yautepec 4-3 133C-1830

Xochicalce £5C-200

Veracruz

Manatl . -2 see

Manati ¥-2

villa Rica ton 300

Femenini
ht Mascul

Yo deterzinado




CUADRO 4

Relacion da entierros de Tuls, Hidalgo

Nim. oo Num, de | Nim. de
Cadiogo *noero indrrduo | Saro Egnd Too de Selormacitn
o0t s t M Adusto Medic LUgero apienemenio an s
. rogitn Weeixsca
002 ko] ) L Adulto Medo Ligero aplanamiento en 1a
regidn lmbdics
003 s 3 1a ] Ao Avanzaca No
probeble
18 ? Adufio joven No
1 - Nonato No
00 3 1 ™ Adulto Joven No
005 a 2 1A " Aduo Medo No
18 9 Ao Meda No
008 s 1 - Adulo Medio No
o7 . 2 1A L] Aduio Mad.o Yabules erecta tica
18 F Ao Mego Tabuler er8cta tpca
008 4 1 - 1a. Infance Na
oo £ 1 - 2a. intanca No
010 1 1 u Adutio Avanzado No
on 1 1 - 1a intsnca No
012 1 ] [ dovan Ne
o1y (Cramayt {29 1 - 1a. tnlunce No
o014 Area det Mumeo {Cremay) | 12 A\l - 18 inlanca N
CUADRO 4 (Continuacidm)
Hum. de Num. de | Nom de
caulogo | Sino oo | wdiidua | Sero Ecad Tioe de deiomacitn
018 Arsa det Museo (Cramay) | 23 1 [ Aduko Medio No
o Arga dol Muzeo (Charnay) | 20 1A 1 Aduno Avanzado No
. Museo (Chamary) '8 [ Aduno Joven No
Arga el Musea (Charmay) 1 1c - . No
Arsa del Museo (Charnay) 1 |- 2. ttancia No
o7 Arpa 0ol Musao (Cramay) | 18 1 M Joven No
ota Aran 0ol Museo (Charnay) | 19 t £ Aguto Joven No
019 Area dol Museo (Cramay) | 5 1 [ Adufto Avarzado No
020 Assa dol Muteo (Crarnay) | 13 1 "] Attt Medio No
02 Area dot Musro (Chemay) | 12 1 » No
022 Area del Museo (Crarmay) | ] ') Aguno Avarzado No
on Araa 0ol Museo (Crarray) | 4 I 1A M No
Asea dol Museo (Charney) 1B F Agduno Avanzado No
Area det Muteo (Charmay) 1c . Adutto No
02 Ares et Muses (Charmay} | 3 ' M Aduno Avanzedo No
028 Araa dol Museo {Charmay} | 3 ' F Aduto Media Na
026 Ares dol Muzeo (Crarmay) | 1 T F Adufto Avenzado No
027 Area ool Museo (Charriay) | 27 a9 - 18 Infancia No
028 Asea el Museo {Charray) 1 - 1a. Infancia No
029 Area 0t Museo {Chamay} 1 - 1&. infancia No
030 Area del Museo (Chatnay) ' - sa. trfancia Na
03t Ool Museo {Charray) | 1 1 M Aduito Avenzada No
032 Assa det Museo (Crarray) | 8 1 - Subaduro No
033 Ates dot Museo (Charnay) | 7 1 - 3. Infancia NO
D34 Arpa dat Museo (Charnay) | 8 1 - 18 infanca No




CUADRO 4 (Continuacidn)

Nom. de

Num. de
ind

Num, de y )
catdiogo | Sai0 entierro Serc £dad Tipo de Oelormacide
(] Area 0ol Muneo (Charray) | 6 1 - 3a imancis No
038 Arsa col Museo (Chamey| 3 1 [ Adufio Jovn No
07 Arse 0ol Wuseo (Charnay] 2 t - 1a. Infancia No
[ Area dei Museo (Cramey) | 2 1 - Agolescente No
0w Arsa Gol Muae0 (Charmey) 2 2 1A F Aduto Jovan 1Igern aptanamiento #n &
rogiin mbdica
Arsa el Museo (Chernay) 18 r Aduio Medo Lgero lﬂlm‘:-ma ol
o4 Aroa det huseo (Cramay) | 2 1 " Aduto Medio No
o4 Arsa 0ol Museo (Charnay] 2 1 - 10 No
[l Aroa del Mmecs [Charmay) | 1 1 Adukg Avanzado No
[ Aroa del Muses (Cramey) | 32 3 1A M Aduno Avanzada No
[ Ares 0o Museo (Crarmay) | 32 18 F Aduio Avanzsdo No
048 Assa dol Mano (Charmay) | 32 tc - 18 Infarcis. No
048 Arsa ool Mlusea {Crarney) | 28 9 1A - 22 Infancis S.AR ;m‘m abomba:
Aroa del Museo (Chamay) | 28 18 - 2. tntancis 8. A R lambitica sbomba:
Arsa oo Museo (Cracray) | 20 1c - 12, Infanciy Na
Arsa del Museo (Cramay) | 23 10 - 18 Itancia No
Area dai Museo (Charnay) | 28 1€ - Honaio No
Arss ool Museo (Crarnay) | 20 1F F Aduto Medio No
Asss 06l Museo (Charnay) | 28 16 F Aguro Medic No
Mussa (Crarnay) § 28 1H L Aduho Avanisdo No
Arsa dot Museo {Crarray) | 20 1" M Aduro Medio No
CUADRO & (Continuacidn)
Nom. de Nom. ge | Nom. de
cmtiogo | Siio oiatro indnmidue | Sero £gea Tivo de gwormecidn
047 Aren del Museo (Charna; 2 1 M Aduo Medtio No
0 oot Mused 2 1 - 1a infancis No
049 Arey ciel Musea {Chamay) 1 24 1 - 18, infancia No
030 Ares dél Musso (Chamay) | 25 1 - 1a. Infancia No
081 Area def Museo |1 1 - Aduto Medio o
052 Arwu dol M0 (Crema, 18 218 - Aguno Medio No
053 Arwe 6ol Muses (Charray} | 1°A 2 1A M Aduo Avarzado No
054 Area dol Museo (Cramay) | 1 4 - 28 Infancis ho
054 Musea (Crarmy 1 1 - 10, infanca No
056 A de Museo (Chamay) 1 1 - 2. infancie No
0s7 Ares ool Muneo 1 6 1A F Adua Avaczado Ho
dol Museq ' 18 M Aduko Madio No
Aren ol Museo (Charma ) 1€ M Aduho Send No
ron 0ol Vuseo (Cremy; 1 D M Adunio Avanzado Ugers splanamiento en 1a
reglon mbdica
Arsa del Museo (Chamay | 1 1€ M Aduto Sent No
084 Area dol ureo (Cha 1 1 - 2a. tofanc No
089 Arag del Musso (Crarmay) [ 12 t - 18, bfgncls No
080 A ciol Hureo (Chamay) | 14 3 o Adufio Medio No
ot Arva det Muvaa (Crarme, 2 1 ? Adumo Medo No
062 Musga (Chama) 2 ' £ Adutto Medtio Yatudar arec's {SA)
083 Arsa de Muses (Crarray) | 2 J F Aduno Avanzada No
064 Area odl Myseo (Crares, 3 1 E Adutto Medio No
068 hrea 0el Wneo (Crarmay) | 4 1 ™ Subsduio No
o8 Aren dei Muneo (Crarmay) | 8 ] F Sena No




CUADRO & {(Continuacién)

Nom. de Num e [Num de
calsiogo Sma ennero wndvgua | Sexo Egad T:03 oe delormacion
(14 Area del Museo {Cramayl | 6 2 1A F Adulo Avanzado No
Ar ] 18 - 18. Infanca No
068 Area del Museo (Cramay) | 7 N ) Senll No
058 Asaa dol Museo (Cramay) | 23 514 M Adusio Joven Ligero aplanamienio en la
regron i4mixica
Area dol Musea (Cramayt | 20 8 ") Aduo Joven Uigero aplanamienio en s
region mbxiica
Area dol Museo (Charneyl | 21 " ") AduRo Madio No
Assa dei h useo (Chamay) | 21 | 10 M Adunio Med No
2 1€ M ARMO Avanzado No
2t 1F F Send No
on 15 1 F Adusto Medio No
or m 1 - 2a. initance No
or 3t ' F Adusia Media N2
073 Ares det Museo {Cramay) | 17 1 M Aduito Medio Tabuat arecta tipica
Canro de a Malinche
[22) Malinche ‘80 15 2 1A - Aduno No
Malinche 0 5 18 - 1a. Irtanca No
075 Malinche ‘80 " 1 - Aduo o
075 Malinche ‘80 " 1 ] Adulto Avanzado No
077 Malinche ‘80 12 [ Y Aduo Avanzado No
or8 Matinche ‘B3 " + 1 - Nonalo No
o Matinche ‘80 ° P - 1a. infanca No
CUADRO 4 (Continuacidn)
Nom. de Nom ¢ i NOm. de
caniogo | S0 o | Sexo £dsd Tipo ce dafomacion
080 Malnche ‘80 Al 1 - 2a. Intanca NO
o81 Malinche ‘83 2 1 - 1a. téanca No
082 Malnche ‘80 a 1 L] Adufio Medo No
a8 Malieche ‘80 5 1 - 2a intanca No
o84 Malinche ‘60 [ T - 1a. Infance No
085 Watinche ‘30 100 1 - 12. Infancia No
036 Malinche ‘80 2 1 M Adulto Avanzedo No
087 Malinche ‘60 7 1 M Aduto Medio No
oz8 Watinche ‘50 8 t A Aduro Madio No
oz Matinche ‘80 w0e 1 " Aduno Avanzado No
030 Mafinche ‘80 1A 24 N Adutio Mado NG
0% Malincha ‘80 104 1 ] Aduho Averzado No
o5t Matinche ‘80 w08 1 - . No
092 Malinche '80 H 1 F Adulto Joven Ligern aplenemwtdo en i3
regidn Wmbaica
092 Matinche 80 2 1 M Adutto Joven No
093 Malnche ‘80 3 1 M Adulic Medo No
o Walinche ‘50 3 ] M Aduto Medio No
095 Mafinche ‘80 4 1 E Subedufia No
096 Malinche o 4 1 M Aduo Medio No
o Matincha ‘80 s 1 M Aduto Joven Na
098 Matinche ‘80 6 1 Y Adufto Joven Ko
9 Malinche ‘80 2 1 M Adulto Joven Ho
100 Malinche ‘50 22 i ] Aduto Meda No
101 Malinzhs 80 12 s 18 - 3n. Intancls No




CUADRO 4 (Continuacién)

73 o Foiet g Einen Voeadn “Cecogi o1 Coecedn
Reda eocans o8 Lateon

fuckor Aerouiogror. | XOV.2. pp

m. de Nom_ de | Nom. de
g::l‘ooa Stio ennerro indraduo | Sero Eced Tipo de deformacion
102 Malinche ‘80 13 s |- No
0 Malinche 80 i 510 - No
104 Malinche ‘80 18 s 1 |- No
108 Malrche ‘50 10 1 » Ho
108 Malinche ‘80 It S 1A i- No
107 Masinche '80 1 T - No
108 Malinche ‘80 ] 1 - No
100 Mainche ‘80 ° 1 " No
"o Matinche ‘80 1" ] - No
m 20 1 M No
"2 Malinche '00 " 1 " No
m Mainche ‘80 ” [ : "4‘:
1" Mainche ‘80 10 1
k 1 F Ugero splanamientd oe la
s Malinche ‘80 2
1 Malinche 80 1 1 ’ No
nr Matincha B0 1 t - No
"g Malinche ‘80 2 1 ] No
19 Mainche ‘80 t 1 F ::
120 Mainche ‘80 1 1 -
L4 Matichs "80 1 1 F Ugero splanamunto
= Paz H H n Uero aptansmiseca en 2
» P ! 109k Limbica con abom.
bamiento et petietaies ¥
barde en trontal
CUADRO 4 (Continuacisn)
Nom. de Nom. ge | Nim. da
caslogo | Sio entioro | ixivdivo | Sexo Eoec Tipa de transiomacion
Zapata (1 (Ladera Osste
w 2upata 1l (Ladera Osste
. 1 F Aduno Aventado No
128 Quste
314 |- 1a.trfancia No
126 Ourte
18 - 2a. Infanca Na
127 it (tadera Oeste B
1c |- ia. Infarca No
128 If Lacara Ovste
t [ Aduho Averaado Ligern aplaramuento en ta
region tmbdica con abom.
bamienta en parietales y
banda en fiontaly detorma.
©bn poe Intrusiones ol te.
09 Zapuis I Lagera Cacte ftena
1.6 4 1 F Adutto Joven HNo
I; Viaducto 2 t - 3a.Infancla, No
121 Vieducta t 1 - Aduto Madia No
132 Vieducto 1 1 - . No
ool Vieducto 1 2 1A - 18 Infancla No
133 Viaducto 1 tB 3a. Iniancis Ko
Parvans Goote,
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precipita con etanol, el precipitado obtenido se recupera por centrifugacidén a
15,000 xg durante 30 min a 4'C y se resuspende en agua. Se guarda a -20°C hasta

su uso.
2. Coantificacién de Acidos Nucléicos.

La cantidad de &cidos nucléicos se calcula por espectrofotometrfia midiendo
1a absorcién a una longitud de onda de 260 nm, en el que el espectro de éstos
presenta un wixiwo de absorcidn, correspondiendo a un valor de 45 ug de ARN/ml y
de 50 pg de ADH/ml para una absorcién de 1 D.O. en celdillas de 1 cm de
recorrido de luz (Boedtker, 1968), o por cuantificacién de fosfatos (Spirin,

1958},

Otra técnica utilizada para cuantificar ADN es el método de difenilamina
(Burton 1968) y por la comparacién entra un patrén de ADN de concentracién
conocida en la electroforesis revelado por la tincién con bromuro de etidio y la
muestra problema (Haniatis et al., 1982), y para ARN el método de orcinol

(Schneider, 1957)
3. Electroforesis en geles de agarosa.
Las puestras de ADN fueron analizadas por electroforesis en agarosa. A

lcs geles de agarosa (tipo I Sigma Chemical Co.) al 1 t se les aplica una

corriente a B0 voltios por 1 h en Tris 0.069 M; dcido bdrico 0.089 M y EDTA
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0.002 N (TPE 1X). Las bandas fuexon vizualizadas por tincidén con bromuro de
etidio (1 pg/ml) durante 20 min (Maniatis et al., 1582).

4, Recuperacién de ADN de Alto Peso Molecular.

Se miguieron dos métodos a} Electroelucidn y b) separacién con membrana de

DEAE- celulosa NA 45 (3cheleicher & Schuell),
a) Electroelucién ( Haniatis et al., 1982).

Se corre el gel de agarosa y se Jlocaliza la banda de alto peso molecular
utilizando U.V. de onda larga {300-360 nm). Se corta el pedazo de agarcsa donde
se encuentra la banda , se introduce en una bolsa de diflisis y se agrega TBE
0.5 X. La bolsa se coloca en una cimara de electroforesis y se corre a 100 V por
2-3 horas, De easta manera se electroeluye en el amortiguador de la bolsa . _SQ
canbia la polaridad de la corriente por 2 min para liberar al ADN que se haya
pegado ¢ la pared de la bolsa. Se tama el amortiguador con el ADN y la porcidn
eluida se extrae con fenol y fenol cloroformo. Se precipita con etanol. Se

resuspende en agua y se guarda a - 20°C hasta que se use,
b) Se sigué una modificacién del método Dretzen y colaboradores (1980).

Se hace una electroforesis en agarosa al 1 % del ADN del tejido éseo
antiguo. Se localiza la banda de alto peso molecular '7 en la base se hace una
incisién . Se Introduce un fragmento de membrana de DEAE-ceiulosa NA 45

(gcheileicher & Schuell) previamente saturada en NaCl 2.5 M. La electroforesis
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se continia hasta que el ADN se adhiere a la membrana. Esto se registra por la
fluorescencia del ADN en la membrana. Esta se coloca en un tubo ependorff y se
agrega amortiguador de elucién NaCl 0.15 M, EDTA 0.1 M y Tris- HC1 0.020 M

{pH 8.0) (NET). Se incuba por 3 h a GB'C‘ Yy Se recupera con un pulso en la
microfuga {colocando la membrana en la parte superior), se agrega TE. Se
elimina el bromuro de etidio con tres extracciones con butanol. Se precipita con

eatanol y se guarda a -20°C.
5. Sondas Monolocus.

Las sondas monolocus fuersn adquiridas de Cellmarck D:ag:csiics Yy se

utilizaron de acuerdo a las intrucciones del fabricante.
6. Transforsacién bacteriana.
Se realizé utilizando el método de Cohen et al. (1383).

Se transformaron las cepas de Fscherichia coli 1) S5TB con el pldsmido pHAL
construido por insercién de un fragmeato de 4.4 Kilobases (Fb) de ADN humano,
que contiene el gene de la ?-globina, al dnico sitio de Pst 1 en el plismido
PBri22 (Huttner er al., 1979 que fue donado por el Dr. Fernado Montisl (Fac. de
Quimica UNAM) 7 2} la cepa C-i00 zon el gene humano del factor de elongacién iz
{HEF-1a) clomado en PEr 322 jue fue proporcionado por el Dr. Mario Castafieda
fIIBM - UNAM). sonda proveniente del laborator:o del! Dr. W. Moller de Leiden,

Holanca.
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1. Se crecen las bacterias en medio Luria sin antibiético y con timidina

{50mg/1000m1) por toda la noche a 37°C.

2. Se toma una colonia de la cepa a utilizar y se inocula en 5 ml de medio
Luria sin antibiético y con timidina, se dejan bajo agitacibén por toda la noche,
De este cultivo se toman 0.2 ml y se inoculan 10 ml de medio Luria en las mismas
condiciones descritas lineas arriba. Se coloca bajo agitacién hasta alcanzar una

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

3. El precipitado se resuspende en CaCl2 50 mM en Tris-HCl (pH 8.6) y con
timidina (Spg/ml). Se centrifuga a 3,000 rpm por 5 min y se resuspende en CaCl2
100 mM. Se incuba en hielo por § min. Las células asi obtenidas son susceptibles

de ser transformadas (células competentes).

4. Se colocan 200 pl de células conpetentes y 10 pl del plasmido con el
inserto correspondiente en Tris-HCl 10 =M (pH7.S) . Se incuba en hielo por 15
min. Se da un choque térmico por 2 min y se inocula un tubo con medio Luria. Se
incuban por 1 h a 37°C. Se centrifugan a 3,500 rpm por 5 min a temperatura
ambiente.

5. Se colocan las células en placas con tetraciclina. Se dejan toda la
noche a 37'C. Se aseleccionan y se mantienen las colonias con los plasmidos en
cajas Petri con medio selectivo. Cada mes se resiembran para conservar las cepas

transformadas y se guardan a 4°C hasta la siguiente resiembra.
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7. Preparacién del plésmido a gran escala por lisis alcalina.

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

pasos:

1.- Sembrar células de Z. coli en Luria toda la noche en 500 ml.

2. Cosechar a las células por centrifugacién a 7,000 rpm (GSA).

3.- Resuspender cada botella en 5 ml de solucién I (gluccsa £imM Tris-HCL Z5mM)
¥ EDTA 10 mM) y Lisozima (S mg/ml) 0.25 g/tubo.

4.- Transferir a tubos del rotor SW27 {Beckman) e incubar temperatura ambiente
por 5 min.

5.- Agregar 10 ml/tubo de la solucidén II {Na OH 0.2 N y SDS 0.1% FRESCA.
Hezclar e incubar en hielo por 10 ain.

6.- Adicionar 7.5 mi de la solucién III (CH3COOH 5.0 M {(pH4.8) y CH3COOH).

FRIA. Mexclar e incubar en hielo por 5 min.

-
[

Centrifugar a 65,000 xg (8SW 27 a 20,000 rpm) por 20 min a

40°C.

8.- Transferir al sobrenadante a 2 tubos Corex.

9.- Agregar 0.6 vol de iso-propancl.

10.- Mezclar e incubar a temperatura ambiente por 15 min.

ii.~ Centrifugar a 12,000 xg (HB4 §,000 rpm) por 30 min a temperatura ambiente.
12.- Resuspender en STE [Tris-HCl 10 mM (pH 8.0)}); NaCl 100mM y EDTA 1 mM].
6.48 ml/tuko.

12.- Guardar en tusos erendorff a -200°C,
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8. Preparacién del gradiente de C1Cs.

La purificacién de los plismidos con los genes humanos de B-globina y del
factor de elongacién 1o (HEFP-1a) se hizo por medio de un gradiente de f:loruro
de cesio {CoCl), siguiendo el método descrito por Maniatis et al.,(isa?). Se
prepara agregando 6.5 g de CaCl por cada 4.5 ml. de plésaido y 0.1 ml. de EDTA
0.2 M.; 0.625 ml. de Tris-HCl {pK 8.0) y el mismo volumen de Tris-HCl (9.5},
ambos & una concentracién de 1.0 ¥, 0.25 de sarcosil al 20 $ y bromuro de etidio
a una concentracién de 10 mg/ml. Se centrifuga a 47,000 rpm (rotor 50, Beckman)
por 18 horas.

Se extrae la banda de DNA del plismido con una jeringa con aguja gruesa 18
x 38 mm (1 '1/2). Se trata con jisopropanocl saturado en STE-NaCl (3 veces). Se
toma la fase colorida hasta eliminar el Br-Et. Se agregan 5 vol. de agua
bidestilada y ésateril. Se agregan 2 vol. de aetanol, y se dejam precipitando: a)

-70°C por 30 min o b) ~20°C por 120 min.

9. Aislamiento del inserto o sonda. Purificacién de ADN de Alto Peso
Molecular

Se siguié el método descrito por Mariatis et al. (1982).

1.~ Electroforesis en gel de agaromsa al porcienio requerido para cada inserto

© sonda.
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2.~ Cortar al DNA con las enzimas de restricciénm indicadas para cada inserto o
sonda.
3.- Calentar a 70°C por 15 min (Para romper extremos cohesivos).
[ COLOCAR EN HIELO ]
4.- Correr gel de agarosa con marcador. Seqin el resultado se purifican les
fragmentos.
5.~ Digerir al DNA en gran escala con ias enzimas de restriccién indizadas.
6.~ 'Aplicar una corriente de 80 Voltios al gel de agarcsa y visualizar las
bandas con U.V. onda larga,
7.- Hacer un corte inmediatamente abajo de las bandas formasio un pocillo.
Este se llena con glicerol 50 % en TBE iX, -
'é.- Correr el gel y la banda se recolacta en el pocillo (2-3 veces) hasta que
Ya no 'ne observe.

. 9.~ Pasar a un tubo ependorff. Agregar 1/20 vol de CH3COONa IM y 2 vol 3de

etanol.
10.- Precipitar -0°Cc 120 min o toda la noche 0 2
-70°¢c 20 min
11.- Centrifugar en la microfuga por 10 min. Lavar con etanol al 70 t
12.- Centrifugar en la microfuga por 15 min. Resuspender en 50 pl de STE.

14.- Comprobar al inserto o sonda en gel de agarosa.

Esta metodologia también fue usada para obtenr ADN de alto peso molecular.

Otra manera de obtener al inserto es utilizandc membranas de celulosa

DEAE-81 o '1A45 como se describe lineas arriba.



10. Hibridacién Tipe Southern.

Se siguid la metodclogia de Southern (1975). Las muestras a hibridar se

procesaron de la siguiente manera:

A, Transferencia del DRA de geles de agarosa a los filtres 2e aitroceiulcsa o
de Nylon DEAE- 81 y Nytran respectivamente..

1.- Preparar un gel de 0.8 cm de grosor y al 0.8 t y aplicar una corriente de
80 voltios,

2.- a) Colocar el gel en HCl 0.25 N 10 min, con un cambio de 250 nl a
temperatura ambiente. Lavar con agua destilada.
b) O bien colocarlo en el transiluminador 30 seg.

3.- Colocar en NaOH 0,5 M y NaCl 1.5 M por 1 hora con un cambio de 250 ml.

4.- Lavar con agua destilada.

5.- Colccar en Tris-HCI 0.5 M {pH 7.4) 7 NaCl 3 M por ! hora con un cambid
de 250 ml.

€.~ Montar el sistema de transferencia.

7.~ Dar 12 horas de transferencia.

8.~ Zolocar al £iltro entre dos hojas de papel <whatman y hornear a 30°'C por 4

horas a 20 mmHg.



11. Marcaje del inserto o sonda.

Para marcar el inserto o sonda { B-globina, HEF-1a y las sonda monclocus
HS1), se utiliza el juego para marcar ADN por medio de Random Primer con el
Fragmento Klenow, siguiendo las :instrucciones del fabricante (Amersham

Int.,1991).

La reaccifn en un volumen final de 50 pl contiene: ADN iineal 25-50 ng.,
amortiguador, mezcia de desoxinucledtidos, dNTP- 32P (3000Ci/mmola) y fragmentc
Klenow. Se incuba por 3 horas (como tiempe minimo}. Pueden' ser 24 horas.

La reaccién se detiene con 5 pl de EDTA 0.5M (pH 8.0}. Se agregan 115 pl de STE.

La muestra obtenida puede seguir dos caminos:

1. Pasar por una columna de Sephadex G-50 {Maniatis et al., 1982},
II. Precipitar con CH3COONa 3 M pH {5.2) y ADN de esperma de salmén.
I Columna de Sephadex G-50.

1.~ Se prepara una columna de Sephadex G-50.

2.~ Se centrifuga durante 4 min a 1500 rpm y temperatura ambiente.

3.- Se enjuaga con 150 pi de STE.

4.- Se coloca la muestra radiactiva sobre el Sephadex 5-50.
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5.- Se pone un tubo eperndorff {sin tapa) en la base de la jeringa y se
centrifuga a 1500 rpm por 5 min a temperatura ambiente (para recuperar la
sonda marcada).

6.- Se registra la marca con el Geiger Apr;xi:udamente a un metro de distancia.
" La muestra debe tener aproximadamente un 5C % de la marca registrada
en la coluana.

Ir. Precipitacidn con CHICOONa y DRA de esperma de salmén.

1.- Después de marcar la sonda, agregar 5 pl de CHICOONa 3 M (pH 5.2) vy § pi
de DNA de esperma de salmén (100 pg/ml).

2.- Afladir 2.5 vol. de etanol frio (125 pl). Dejar 5 ain.a temperatura
ambiente

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

4.- Resuspender en 4.5 ul de STE. Agregar 5 pl de CH3COONa 3M (pH 5.2)

¥ 2.5 volimenes de etanol frio (125 pl).

v

5.~ Dejar a temperatura ambiente por 5 nin. Centr:fugar en la micrciuga por
min.
6.~ Decantar y resuspender en 250 pl.

T7.- Hervir por S min y pasar a hielo inmediatamente.

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

1.~ Tomar 1 ul de la muestra obtenida ya sea por los pasos I O II.
2.- Agregar 50 pg de DNA de ssperma e salmén.

3.- Adicionar 3 ml de TCA ) t. Dejar ror -5 min en hielo.



4.- Filtrar en filtro de fibra de vidrio $34 AX Whatman

5.- Lavar 3 veces con TCA 5 % y 2 veces con etanol al 95 %.

6.- Secar y contar en liquido de centelleo.

13. Prehibridacién,

Zl filtro de n:trocelulcsa o Nytran se

utilizan 0.2 ml/cm2

I

Formamida desionizada
SSPE

Reactivo de Denharth
8Ds

DNA de esperma de salmén

incuba por 24 horas a 42°C

.= Humedecer el filtro en $SC IX.

srehidbridacidn,

.~ Todo esto se coloca en una bolsa de

evitando zue se formen burbujas.

40°2.

trata de la siguiente Tanera:

I Y Final
5 X
5 x
0.2 T
100 pg/mi

.- Agregar el volumen necesario (0.2 ml/cm2) del reactivo de

polietileno, sellindola y

Se puede preincubar ror 45 min a 65°C, 3 horas a 49°C o por -4 horas a

a3

"

w
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14. Hibridacién.

1.- Al inserto o sonda obtenido por I 6 II se le anade 1 ml de la solucién
de prehibridacién. Se toman 5 @l de la soluciénde prehibridacién
{de 1la bolsa), el resto se elimina o se guarda a 4°C. (Se puede usar

solamente 2 veces).

©
v

Los 5 ml que se separaron se afiaden a la bolsa y por Ultimo el
mililitro que contiene al inaerto o sonda radiactiva, previanmente se
desnaturaliza a 92°C y se enfria inmediatamente.

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

15. Lavado de los filtros.

1.- Después de hibridar se retiran del bafio de incubacién.

2.- Se lavan dos veces con SSC 2 X y SDS 0.2 t por 30 min c/u (con dos
canbios de 250 ml ¢/u). Previamente se vacia 2l contenido de las
bolsas y se guarda a -70°C.

3.- Se registra con el Geiger para detectar la radiactividad.

4.- Se lava 2-3 veces con SSC 0.2 X y SDS 0.1 t 15 min c¢/u por 30 min a 52°C

en bafio de agitacidn.
Para las sondas monolocus los £iltros se lavan con SSC 0.1 ¥ y con SDS
0.1 % a 65'C (3X}.

5.- Se registra con el Geiger para detectar si la radiactividad estd

localizada o :li_stribuida. Jependiendo del resultado se lava otra vez

con SSC 5.2 X y SDS 0.1 % 2 52 t por 30 min en bafio de agitacién.
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6.~ Se acomoda entre papel Ega-Pack.

7.- Se coloca en una pantalla y .se expone a una pelicula Kodak
X-OMAT o Cromex 4 de Dupont. Se guardan a -70°C,

9.~ Se revelan las placas o pelfculas expuestas.

16. Obtencién de ARNt.

Se preparé ARNt de mwaterial fresco proveniente de placenta humana
{proporcionada por el Centro Quirtirgico Privado, Unidad de Gineco-Obstetricia de
Sta. Teresa, D.F.) y de cerebro de rata recién nacida; as{ como de material 6seo
prehispinico y colonial, El método utilizado fue una modificacién de Yang y

Novelli (1971).

Loe tejidos (placenta y cerebro) se cortan en pequefios pedazos. El hueso
se tritura en un mortero. Todos los pasos se llevan a 4°C. Se homogeniza en
Sacarosa 0.35M; Tris-HCl 0.05% (pH 7.4); XC1 0,05M y EDTA 0.001M (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 sobrenadante se centrifuga a 100,000 x g por 2 horas.
Se toman las 3/4 partes del sobrenadante de 100,000 x g y Se agregan 2 volumenes
de fenol saturadoe en Tris-HC1 0.05M (pH 7.4). Se centrifuga a 10,000 x g por 10
min, Se realizan dos extracciones subsecuentes con fenol y se precipita con
etanol, El precipitado se recupera por centrifugacién a 20,000 x g y se
resuspende en Tris-HCl 0.05M (pH 8.9) v se incuba por 45 min a 37°C (para

desacilar al ARNt). Se dializa contra agua bidestilada y se guarda a -20°C.
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' 17. Preparaciém de Pactorss de Iniciacién y Ribosomas.

Se prepararon de acuerdo al método de (Vargas y Castaiieda, 1983). Todos
los pasos se llevan a 4°C. La placenta n. corta en fragaentos pequeiios y se
homogeneiza en un Potter-Elvehjem en una solucién que contiene : Tris-HCl 50
mM; (pH 7.4); KC1 35 mN; acetato de magnesio 5 m¥; DTT (ditiotreitol) i1mM y
Sacarosa 350 mM. El homogeneizado se centrifuga secuencialsente a 15,000
30,000 y 100,000 x g por 15, 15 y 120 min respectivamente. El precipitado
microsémico se lava y se resuspende en Tris-HC1 50 m¥ (pH7.4); KC1 35 mM; DIT 1
mM ¥ glicerol 10 % . La suspensidn se lleva a 0,5 ¥ final con respecto a KCl. Se
agita por 1.5 h, y se centrifuga a 150,000x g por 120 min. El sobrenadante
obtenido es la fraccién correspondiente a los factores de iniciacién. La
concentracién de proteina fue deterninada por el método de Lowry et al., (1951)

con albimina sérica bovina zomo esténdar.

El precipitado obtenido del lavado con XCl 0.5 M , se lava Y resuspende
con una solucidn que contiene : Tris-HCL 50 mM (pH 7.4), Acetato de magnesio

1 mM, EDTA 0.1 M y Sacarosa 250 nM. La suspensién se clarifica por

centrifugacién y el sobrenadante constituye la pr 16n de ri!
18. Preparacién del [358] Met-ARNti.
EL ARNt obtenido se aminoacila con L-[35-S]-Metionina en las condiciones

descritas para el Met-ARNt iniciader utilizando las aminoacil-ARNt sintetasas de

Escherichia voli (Stanley,1974). La reaccion se lleva a cabo en un volumen final



de 0.1 ml de una mexzcla de reaccidn que ccatiene: Tris-HC1 10 mM (pH 7.4}, KCl
70 mM, MgCl2, DIT 3 mM, ATP 1 mM. fosfoenol piruvato 3 mM, piruvato <inasa

10 pg, [35S)-Met (0.45 uC) y ARNt 100 pg. La reaccién se inicia con la adicién
de las aminoacil-ARN: sintetasas de £. colf y se incuba a 37°C por 20 min. la
reaccién se detiene por la adicién de Metionina 0.1M y agua a 4'C. La mezcla se
aplica a una columna de DEAE-celulosa (4.5 x 7 cm}) equilibrada con acetato de
potasio 50 mM (pH 5.0) y FCl 250 mM. El met-ARNt iniciador se eluye con KCL i M,
se concentra por precipitacién con etancl, se resuspende on agua ¥ ze guarda a -

-80°C.

19. Ensayos Enzimiticos.

La actividad de los factores ie iniciacién fue medida por dos ensayos:
1) Formacién del complejo ternario Met-ARNti-IF-2-GTP y 2) Unién del complejo
ternario a lcs ribosomas, reaccidn gue es dependiente de la presencia de AUG, La

actividad especifica que se obtiene con ambos ensayos es comparadple.

La formacién del complejo ternario se realiza como describe Vargas y
Castafieda {1983) en una mezcla de reaccién ({volumen total 0.1 ml.) jue contiene:
Tris-sCl 5¢ mM /pH7.4),EC1 100 mM, GTP 1.5 mM, DIT 1 mM, fosfoerci piruvato 2
nM, piruvato cinasa 10 pg, {35-P]-Met-APNt 20 pg (0.45 uC), y 150 pg de la
preparacién le factores de iniciacidn. Después de incubar a 37°C por 15 nin, la
reacion se detiene por la adicién de 3 ml de una solucién amortiguadora gque

contiene Tris-HT1 I0 mM (pH7.4) y XCl 100 aM. La mezcla se pasa por filtro de
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nitrocelulosa {¥illipore HWAP 0.45 pm). La radiactividad del filtro, representa
la cantidad de [358]-Met-ARNti unido al complejo ternaric y se cuenta en un

contador de centelleo liguido (Beckman L3 1801) con un 95 t de eficiencia.

La unién del ([35S)}-Met-ARNti a los ribosomas se estima utilizado el
procedimiento de Crystal y colaboradores (1974) en una mezcla de reaccién gue
contiene: Tris-HCl 50 mM (pH 7.4); XC1 70 =M, MgCl2, DTT 3 mN, ATP 1 nmH,
fosfoenol piruvato 3 mM, piruvato cinasa 12 pg , [35-S]Met (%.45 pC} ¥ ARNt 100
Bg. La reaccién se inicia con la adicién de aminoacil-ARNt sintetasas de E. col:
y 8e incuba a 37°C por 30 min. La reaccién se detiene al agregar Netionina y
agua a 4°C. La meizcla se aplica a una columna de Dm;celulcsa 5.5 x 7 cm)
equilibrada con Acetato de Potasio 50 mM (pH 5.0) y KCl 250 mM. El [35-8}-Het¢-
ARNt iniciador se eluye con ¥{. ! M, se concentra por precipitacifn con etanci,

se resuspende en agua y se guarda a -80°C.
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RESULTADOS
Observaciones histolégicas.

Al hacer la tincién de los cortes histolégicos de cadera y vértebra de 650
a 750 afios de antiglledad {Pigura 1) se observa claramente material celular y
nicleos, tanto de tejido sanguineo como de tejido 6sec. Romano y colaboradores
(1976) han descrito células sanguineas en diversas fases de diferenciacién ¥
neutr6f£ilos en esqueletos prehispinicos de 500 afios de antiglledad, Resultados
semejantes se han reportado en tejido momificado y en tejido himedo de cerebro
(Cockburn y Cockburn, 1980; Piibo, 1985a; Doran et al. 1986; Rogan y Salvo,
1990) en donde s® han podido distinguir diferentes tipos celulares y nicleos.
Todos estos resultados indican que algunas células y sus componen.t.as pueden ser
preservadas en restos humanos, que se han mantenido en diversas condiciones

ecoldgicas.
Observaciones biogquimicas y de biologia molecular
1. Aislamiento y caracterizacidén de icidos nucleicos,
Los resultados de la extraccién de &dcides nucleicos de los 146 restos

oseos prehispinicos provenientes de las diferentes zonas de la Cuenca de México,

de la zona arquedlogica de Tula, Hgo. y de Veracruz mostraron semejanzas.



Figura 1, Secciones de tejido Gseo con una antigiiedad de 650-750 afios del entierro
Ho. 1 de Pefién del Marquez, provenientes de (A) cadera y (B) de vértebra. Tincién
May-Gruelnad-Gimsa. Aumento 400x200.
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La recuperacién y calidad de los 4cidos nucleicos obtenidos en cinco
nuestras diferentes escogidas al azar pueden resumirse en el cuadro 5. la
cantidad total es de 123-196 u/g de tejido determinada por los método de Spirin
{1958) y de Boedtker (1968). Esto ligniﬁcvl que el porcentaje de recuperacién
con respecto a tejido fresco oscila entre 12,5 y 20 %, cantidad semejante al-
obtenido en tejido momificado (P&ibo, 1985b), Sin embargo, alrededor de 2-3 % es
ADK y el resto corresponde a ARN; estos porcentajes fueron obtenidogs al
cuantificar al ARN por medio del método de orcinol (Scheneider, 1957); y para el
ADN con el método de difenilamina (Burton, 1968). La cantidad de ADN del
material éseo de las muestras éseas restantes fue semajante a las reportadas en

el cuadro 5 (resultados no mostrados).

Por el momento se desconoce la cantidad de icidos nucleicos que se obtiene
de material éseo humano de entierros recientes. Este tipo da trabajo se ha
planteado con material Sseo de znimales y por el momento se llevan a cabo

experimentos al respecto.

Al usar Ribonucleasa durante la extraccién de los &cidos nucleicos, la
cantidad de ADN es de 9 Hg/y de tejido que corresponde a un 2.5 % del total de
los &cidos nucleicos, este porcentaje es igual al que se obtiene cuando e
cuantifica por los métodos anteriormente mencionados (cuadro S). Esto significa
que el rendimiento de ADN en restos &seos se sitda dentro de los valores

reportados para otros tejidos antiquos.



CUADRO €

ACITCS KUCLEILOS DE TEJIDO QOSID ANTISUC

IXTRACCION RECUPERACION RECUPERACION
{ug/g te3ida)* (% tejido fresco)

ZTRIINTT

(v/g- ze3.)

< a3 4.6

2 198 3.0 pa3 e

3 150 30 13 7

4 170 .2 b} 28
a

H 9 2.5

Deverminacidn por el método le Spirin.
a  Tratamientc con RNAasa durante la purificacién.
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Por 1o que respecta.al ARN, la cantidad gque se obtiene al estimarse con
orcinol es de 138-181 pg/g de tejido {cuadro 5). 3i esta cantidad se compara con

el ARN total de tejido fresco, se obtiens alrededor de un 20 %.

ta pureza del material determinada por la relacién de las lecturas a
260/280 nm para ARN y ADN se encuentran entre 1.7-2.0 . Si se reextrae con fenol
1a relacidén se incrementa de 2.0 - 2.3, lo que indica que la contaminacién por

proteina disminuye.

Para comprobar que el material aisladc corresponde a acidos nucleicos se

utilizaron los siguientes criterics:
a) Espectro de absorcidn en ultravicleta (U.V.).

Se hizo la comparacién entre los espectros de absorcién a 260 o del
ADN humano obtenido de <n cultive celular e fibrodblastos (BAZR) (figura 2,
curva A) y del ADN purificado de tejido 6seo antiguc (figura 2, curvas B , C. D,
Y E). En el caso del tejido éseo se observa una ctcloracién zue dependiendo de la
muestra oscila entre amarillo a café oscuro, lo que modifica el espectro tipico
de dcidos nucleicos {figura 2, curva B). Para eliminar al pigmento, .as muestras
fueron sometidas a una cromatografia en gel de Sephadex G-10 (Doran et al.,
1286), a electroforesis en gel de agarosa, recuperandc el ADN en una membrana de
DEAE-Celulosa o a la ténica de aislamiento del inserto como se describe en
material 7 métodos. La calidad del espectro despues de <ussar cualquiera de los

métados descritos melsra, dande como resultade un espectyc caracteristico de
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4cidos nucleicos (figura 2, curvas C, D, y E); no obstante, la recuperacién del

ADN varfa de acuerdo al método utilizado (Pigura 2).

b) Electroforesis en geles de agarosa.

Otro procedimiento utilizado para identificar al material genético fue
- mediante la electroforesis en agarosa. En las figuras 23-9 se nuestra el patrén
obtenido después de tefiir el gel con brosuro de etidio, el cual revela ADN de
alto peso ndlecular y degradado proveniente del ‘material o6seo prehispinico y
colonial , con una antigiiledad de 300 & 3000 afios. El1 peso molecular que
manifiesta se localiza entre 0.125 a >23.1 Xb, a diferencia del obtenido en
otros restos humanos cuyo limite se encuentra entre 0.5 y 12 Kb (Doran et al.,
1986; Phibo, 1986; Thuesen y Engberg, 1950; Hagelberg et al.,1991; Meijer et
al., 1992). Es imporante hacer notar que ain cuando las muestras provengan del
mismo sitio, el ADN puede presentarse de bajo y de alto peso molecular (figuras
3-10).

31 se los aif ADNs' con respecto al peso molecular se

encuentran de >23.1 Kb, como las muestras coloniales de la iglesia de la Soledad
y de la Villa Rica, con 300 y 500 afios de antigiledad respectivamente (figuras 3
Y 9) Y en los esqueletos prehispinicos de Tula y Xochimilco fechadas con 800 a
1300 afios y 600 a 700 afios de antigliedad respectivamente (figuras 5 y 9). El
material genético de los esqueletos de 800 a 1,110 afios de antigiledad se
encuentra entre 0.56-67.0 Kb (l'iqura 3-9). Sin embargo, las muestras mas

antiguas, las de Manat{, Ver. y las de Yautepec, Mor. fechadas con 3,000 y 1,500
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Figura 3, Electroforesis en gel de agarosa al 1% de ADN actual y de restos 6seos
humanos prehispénicos y coloniales de la Cuenca de México (Cuadro 3).

Carril(es) Muestra
1 Harcador & HindITI
2 . Colonial (Iglesia de la Soledad)
3 Prehispdnico (Pefién del Marquéz)
4-14 Prehispinico (8itio Coachilco)

15 - Cultivo fibroblastos humanos (BAZD)



Pigura 4. Electroforesis en ge) de agarosa al 1% para ADN de restos 6seos
prehispdnicos de Tlateloco, D.P.

Carril(es) Muestra

Entierro 1A
Entierro 2A
Entierro 1B
Entierro 2B

LY XYY
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de esqueletos prehispinicos de la
zona arqueolégica de Tula, Hgo. {(Cuadro 4).

Carril{es) Muestra
1 Marcador A HindIII
2-8 Malinche (Pozec 14, ent. 18-23 y 28)
9 (Pozo 15, ent. 1)
10 (Pozo 16, ent. 1)
11 (Pozo 16, ent. 2)
12-16 Zapatall (Ent, 1-§)

17 PBr 322 HinfI
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Figura 6. Electroforesis en agarosa al 1 % para ADN de esqueletos prehispinicos de
Tula, Hgo. 8itio Charnay o Area del Museo (Cuadro 4).

Carril(es) Muestra
1-3 Pozo 40 ent. 4-6
4-5 Co 23 y 24
6 2a. Fase, ent. 21
7 - Area A, ent. 19
9-12 Area B, ent., 12,13,16 y 17
13 Pila 24, ent. 2
14 Pozo 7, ent. 3
15-16 . . Pozo 26, ent. 1 y 2
‘17 . Fozo 27, ent. 1
18 . Pozo 29, ent. 1
19-21 Pozo 31, ent. 28, 30 y 31
22 Poze 33, ent. 1
23 . ’ Pozo 38, ent. 2

24-25 R Area B, ent. 15 y 17
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Figura 7. Electroforesis en agarosa al 1 t para ADN de esqueletos prehispdnicos de
la zona arqueolégica de Tula Hgo. Sitios Charnay y Malinche.

carril(es) Muestra

Malinche A
B
c
D
E
F
G.
H
I
J

14 X

15 Ma80 Mont 1, Ent. 1
16 Cha8i CD, Ent. 27
17 Cha81 AA, Ent. 18
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % para ADN de restos 6seos
prehispanicos de Tula, Hgo. Sitio Charnay.

Carril(es) Huestra
2 Area A, ent. 20
3-4 Area B, ent. 14-15
5 Area B", ent. 15
[ Area C, cepa 2, ent.2
7-8 C/698 ent. 21 y 21"
9 Pozo 8, ent. 2
10 Pozo 14, ent, 3
11-12 Maltiple ent. 9A y 9D
13 Pozo 25, ent. 1
14-16 Pozo 27, ent. 2, 3 ¢y 6
17-18 Pozo 31, ent. 28 y 28(7)
19 Pozo 40, ent. 7
20 Cepa 1, ent. 2 29B
21 Cepa N 14, ent. 23
22 Viaducto 80, Pila 23, ent.l
23 Viaducto 80, Pila 24, ent.1{Qlla)
24 Pila 24, ent.l

25 Juego de Pelota
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afios de antigiliedad respectivamente, sélo se presenta ADN de bajo peso molecular
0.56-12.0 Xb (Pigura .9). En el entierro 1 (PAX9), la cantidad de ADN que se
obtuvo fue baja y con un peso molecular de 9.4 Xb; en el entierro 2 (PAX} se
obtuvo mayor cantidad vy, limulténemente;’ alto y bajo peso molecular; Yy,
finalment, en el enierro 3 (PAX), se obtuvo mayor cantidad y mejor calidad que
los dos anteriores (Figura 9, carriles 7-9). En PAX 20 en el entierro I el ADN
fue <23.1 Kb y la nisma cantidad que el entierro; en cambio en los entierros II
¢ III de >23.1 Kb (figura 9, carriles 10-12), Es decir, se obtiene material
genético de "alto y bajo peso molecular que depende mis del entorno que de la
antigedad, como también se ha reportado para material éseo fechado con 7,500

afios (Hagelberg et al., 1989).

Estos resultados sugieren que el tiempo no es un factor determinante para
la obtencién de ADN de alto peso molecular, sino que es necesario tomar en

cuenta otros factores.

En algunos casos el patron de ADN durante la electroforesis en el gel de
agarosa del material 6sec no fue visible debido a que 1a muestra estaba muy
diluida (figuraz 6-8), por lo que fue necesario concentrar por medioc de

precipitacién con etanol. és de la racién fue posible observar el

patron caracteristico del ADN (Figura 4).

Por otro lado la cantidad de material genético que se recupera de las
diferentes piezas dseas (costilla, cadera, falange, hueso largo, vértebra) asi

como de esqueletos de infantes, adolescentes, adultos medios o adultos



Figura 9, Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % para ADN de restos Gseo:r
prehispdnicos y coloniales (Cuadro 3).

carril{es) Huestra

2y15 Marcador HindIII

3 PBR322 Hinfl

4 Colonial (Villa Rica)

5 Prehispénico (Manati, Ver.)

6 Prehispanico (Yautepec, Mor.)
7 Prehispénico (Xochicalco, Mor.)
8

-10 Prehispinico (Xochimilco,D.P.)
PAX 9 ent. 1-3
11-13 . Prehispénico (Xochimilco D.F.)

PAX 20 ent. I-IIX
14 Actual (Sangre)
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avanzados, fue variable aun cuando se coloque el mismo volumen de ADN (figuras
3-9). Sin embargo, al cuantificarlo por los métodos descritos en material y

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

En la figura 10, se muestra la cantidad obtenida del mismo ejemplar y
diatintas piezas, La mayor fue de costilla y cadera (carriles A y B); en cambio

fue meror en vértebra, fémur y tibia (carriles C, D, y E}.

Estos resultados indican que es posiblie obtener ADX de cualquier pieza
ésea, de diferente edad , sexo Yy antigiledad, api como de diferentes zonas

geograficas (Piguras 3-10).

c} Tratamiento con Desoxiribonucleasa (DNAasa) y Ribonucleasa (RNAasa).

Una de las formas mis directas de demostrar la presencia de ADN es su
sengibilidad a la DNAasa y su resistencia a la RNAasa. En la figura iI, se
observa el efecto de la DNAasa sobre el ADR humano actual {carril 5) y ADN de
costilla y cadera (carriles 6 y 7); la sensibilidad manifestada demuestra que
el material es ADN; ademas, la resistencia a la RNAasa se hizo patente en la
zona donde se identifica al ADN (figura 12, carriies & y 7}, pero donde se
localiza al ARN se puede observar su sensibilidad a dicha enzima (figura 12,
carriles I y 3). Este resultado, aunado a la determinacidn de ARN por el método

de Orcinol (como se describe en material y métodos) demuestra la presencia de

ARN en restos dseos ihumanos.



Figura 10. Electroforesis en gel de agarosé para ADN prehispénico de diferentes
piezas éseas del entierro No.1 del Peifibn del Marquez.

carril{es) Pieza Osea

costilla
cadera
vértebra
fémur
tibia

uaewn kR



Figura 11, Efecto de DNAasa sobre el ADN de material 6seo prehispanico.

A 10 ug del ADN de costilla y cadera tratado con RNAasa durante la purificacién
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; ADN de
costilla, carril 6 y ADN de cadera, carril 7. R . .



Pigura 12. Tratamiento con RNAasa. El ADN de material dseo prehispanico de costilla
y cadera, se digiere con RNAasa como se describe en material y métodos. En ausencia
de RNAasa : ADN de costilla, carril 2; ADN de cadera, carril 3. En presencia de
RNAasa: ADN de costilla, carril 5; ADN de cadera, carril 6.
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De todos estos resultados se infiers que el material aislado de restos

éseos humanos prehispinicos es ADN y ARW.

2. Demostracién de su Origen Humano.

El siguiente paso fué la demostracién de que las preparaciones de ADN y
ARN tienen un origen humano. Para el primero, las pruebas se basan en los datos
obtenidos al emplear la técnica de hibridaciém tipo Southern (1975) con los

genes humanos de la f-globina (HB1) y del factor de elongacién i a¢ {HEF-1 a).
a) Hibridacién con HA1

E1 ADN de alto pese molecular obtenido del material 6seo de la iglesia de
la Soledad (costilla), Azcapotzalco (falange y coastilla) y Pelibn del Harquez
{costilla) con una antigiledad de 400, 500 y 650 afos respectivamente, se digiere
con EcoRl y se hibrida con el gene humanc de la fi-globina como _se describe en

material y métodos. La autoradiografia de la hibridacién se muestra en la figura

13, como ia, algunos pr hibridaron con el gene humano. Las
bandas de 9.4, 7.3, 5.6, 5.2, 4.9 y 4.0 Kb del ADN actual, corresponden con las
bandas del tejido colonial y prehispinico (figura 13). Las bandas de menor peso
molecular 1.7 y 1.35 Kb se presentan en 1a misma cantidad en el ADN actual, en

el colonial y en un ejemplar prehispinico (figura 13, carriles 1-3); en cambio

en los del sitio Coachilco Azcapotzalco, la concentracién es menor (figura 13,
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Figura 13. Hibridacién Tipo Scuthern de ADN contemporanee (células de £ibroblastos
humanos, BAZD) y ADN de restos 6seos prehispinicos con una antigiiedad de 300-750
afios. E1 ADN se corta con la endonucleasa de restriccién EcoRi, se transfiere y se
hibrida con el gene humano de la PB-globina.

Carril(es) Muestra
b ADN actual
ADN prehispanico
2 Pefién del Marquéz
3 Tlateloco
4 Azcapotzalco E 10
5

E 11
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carriles 4 y 5), El reconocimiento sugiere la presencia de ADN humano en el

material éseo antiguo; ademss de que el patrén de reconocimiento es semejante.

Estos resultados sugieren que ‘a antigliedad de estos especimenes no es

factor determinante para el r imiento de ias

b} Hibridacién con HEF-la

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

antiguo , fue el factor de elongacién 1 a ( EF-ia ).

En la figura 14, se muestra la hibridacidn tipo Southern de ADK de 16 de
los 32 esqueletos seleccionadados al azar provenientes de la zona argueoldgica
de Tula, Hgo. de los sitios Malinche, Zapata II y Charnay (Area del Musec) con
una antigiiedad de B800-1,100 afios, comparado con ADN actual (linea de
fibroblastos humanos, BA2D). El material genético se digiere com EcoRl y se

hibrida como se explica en material y métodos.

Los resultados muestran que diez fragmentos se encuentran en forma
invariable en el ADN actual y ADN prehispidnico de todos los individucs
examinados. Sin embargo, los fragmentcs de 19 Ib estdn presentes ‘inicamente en
ios individiuos prehispinicos; los de 3.7 en 6 individuos prehispinicos y los de
2 Xb ¢n ambes. Is 2ecir, ias secuencias de este gene son también reconocidas per

ADN proveniente del material 3sec antiguo.
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Figura 14. Hibridacién Tipo Southern de ADN contempordneo (fibroblastos humanos,
BAZD) y Prehispénico- (material 6seo de Tula Hgo.), con una antigtiedad de 800-1,110
afios, con el gene humano del factor Jde elongacién a (HEF1-a). El ADN de alto peso
molecular obtenido como se describe en material y métodos se digiere con EcoR1l, se
transfiere y se hibrida con HEF1-a.

Carril(es) Muestra
ADN contemporaneo

2-15 ADN prehispanico
16 Marcador
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A la fecha, s6lo ha sido posible identificar a otros genes nucleares en
esqueletos humanos antiguos por medioc de la amplificacién con PCR entre los que
se encuentran: el de la fibrosis quistica (Turbon, citado por Sykes, 1991), una

ia del cr Y (Hummel Yy Herrman. (991}, del exén de la

fenilhidroxilasa y fragmentos especificos derivados de los cromosomas X y 12

{Meijer et al., 1992).

Estos resultades manifiestan gue el ADN de res:cs prehispinicos vy

coloniales r genes h . patrones semejantes con el ADN

actual.

3, fdentificacién de individuos por ADN ("huellas digitales de ADK").

Las sondas pbgz, Msi, M831, M3S3Z, M38 y M343, han sido utilizadas para
estudios de " huellas digitales " Je ADN. relaciones de parentesco en individuos
actuales y estudios forenses (Wong et al.,1987). De ahi, el interés por usar
estas sondas en la identificacién de individuos prehispinicos y coloniales con
el cbjeto de realizar estudios de parentesco y de migraciones en las poblaciones
nexicanas pretéritas. Is necesario resaltar gue para realizar este tipo de
estudios se requiere de ADN de alto peso molecular (Gill et al., 1985), de ahi

la importancia de obtener material genético de aito reso molecular.
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Pigura 15. Electorforesis en agarosa al 0.8 t de ADN de alto peso molecular de
restos 6seos prehispinicos. El ADN de alto peso molecular se obtienen como se
describe en material y métodos . Muestras de ADN de esqueletos de Tula, Hgo.,
Tlateloco y Xochimilco.
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El ADM de alto peso molecular ({figura 15) de las nmuestras &seas
provenientes de la Villa Rica, Manatf{ y Xochimilco, se corta con 1ia enzima
HinfI, se aplica a una electroforesis, se transfiere y se hibrida con la sonda

N33 como se describe en material y métodos.

En la figura 16, se puestran los resultados de la hibridacién con la sonda
M31 de individuos prehispinicos de Veracrus, Morelos y Xochimilco (carriles 3 a
13) comparados con dos individuos actuales (carriles 2 y 1i4). Las bandas
representativas del ADN de los individuos actuales ‘son de 9.3 y 6.2 Kb {carril
2) y 5.0 y 1.98 Kb (carril 14) respectivamente. En todos los individuos
prehispinicos y coloniales, se encuentran bandas de. 1.7 Kb y otras de
aproximadamente 0.8 y.56 Kb cuyo significado se desconoce. Estas bandas de bajo

pesc molecular se han reportado también, en individuos caucdsicos actuales;

aunque han sido izadas (Wong et al., 1987).

Un hecho que es importante, es cl caso de los individuos de los entierros
II y III de PAX 20 presentan el mismo patrén en las bandas de 6.2 y 4.4 Kb
(Pigura 16, carriles 8 y 9) que podrfa sugerir alguna relacién genética entre
estos dos individuos, como los patronas que se han descrito para poblaciones

actuales cuando se usan las mismas sondas (Wong et al., 3987},
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Figura 16. Hibridacién Tipo Southern de ADN Contemporanec y ADN Prehispanico de con
la sonda monolocus MS1. El ADN de alto peso mélecular obtenido como se describe en
material y métodos, se digiere con Hinfl, se transfiere e hibrida con la sonda Msl.
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Por io que respecta al ARN, aélo se identificé al ARN de transferencia

{ARKL) .

Las funcicnes del ARNt son: su capacidad para aminoacilarse, formar el

complejo ternario de iniciacién y de elongacién, la unién de estos complejos a

rib y el imiento de ias especificas en el ARN pensajero
{ARNm), durante los procesos de iniciacién, elongacién y terminacién de la

sintesis de polipéptidos (Moldave, 1985)

Las células de eucariontes contienen en el citoplasma dos especies de
ARNmeti y ARMmetmet. El primero, es utilizado exclusivamente para la iniciacién
de la sintesis de protefnas; en cambio, el segundo introduce residucs de

metionina durante el crecimiento de la cadena polipeptidica (Kozak, 1983},

El procesc de iniciacién involucra ademis del ARMmeti,3TP, ATP, por lo
menos 10 factores de iniciacién (eIFs), RRAm y subunidades de ribosomas para

formar el complejo de iniciacidén €08 (Moldave, 1985).

La iniciacién de la sintesis de protefnas en sistemas de eucariontes in
vitro presenta cuatro mecanismos biAsicos: 1) La formacién del complejo ternario
eIF2-GTP-net-ARNti; 2) la transferencia del complejo ternario a la subunidad
405; 3) 1a unién del ARNm al complejo 408 (complejo de preiniciacién) y 4) la
unién del coemplejo de preiniciacién a la subunidad 605 para formar el complejo

de iniciacién 807 (Maitra et al., 1982)
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4., Purificacién de ARNt

Los resultados de la purificacién del ARNt de placenta humana, cerebro de
rata y material éseo antiguo se muestran en el cuadro 6. Se observan las
relaciones 260/230 y 260/280 nm que muestran el grado de puieza con respecto a
proteina y la recuperacién expresada en pg/g de tejido. Los valores estén
cercanos o dentro de los valores reportados gue son de 2.5, lo que indica que el
ARNt de tejidos frescos (placenta y cerebro de rata ) y del tejido dseo antiguo

esta puro con respecto a proteina,

La recuperacion del ARNti del tejido 6seo de 500-1100 afios de antigledad
es memejante, oscila entre 66 a 86 ug/g de tejido. Eata cantidad representa del
48 al 62 t del ARN total (cuadro 5). Sin embargo, con respecto al ARNt de tejido

fresco la recuperacién es de 4.5 a 6 veces menos. {cuadro 6).

S. Pormacidn de Met-ARKti

e examinaron las capacidades funcionales de ios ARKt iniciadores de
tejido £fresco y antiguo. E! primerc representado por placenta humana y el
segundo proveniente de material dseo antiguo de diversas zonas de la Cuenca de
Méxics y de la zona arqueoldgica de Tula, Hgo. con una antigiledad estimada entre
€00 a t130 afios. En el cuadro 7, se observa ia capacidad para formar al met-
ARNti cuando se utilizan .as aminonoacil-ARNt sintetasas de £. coli y los APNt

de placenta humana, de cerebro de rata y de tejido 6seo antiguo.



CUADRO 6

PURIFICACION TE ARNt DE TEJIIZO FRESCC ¥ ANTIGUC

CRIGEN 260/230 260/280 RECUPERACION
(ug/g tejide)

Cerebro de rara 2.30 2.00 400
Placenta humana 2.45 2.30 380
Coachxl.co z.20 .92 80
Tlatelolco 1.94 1.82 86
Pefidn de Marquez 2.20 68
Zapaza II l.e 35
Malinche 2.0 $6

Met-ARNti de tejido fresco y antiguo desgués de 13 columna de
DEAE-celulesa.
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Las nuestras de ARNt purificade de los diferentes tejidos: cerebro de
rata, placenta y nmaterial G&seo humano reacccionaron con las aminoacil-ARNt

sintetasas de X, coli para formar sl Met-ARNti (cuadro 7, figura 17).

Los resultados indican que la reaccién de aminoacilacién se lleva cabo en
todos los ARNt provenientes de tejide fresco y tejido antiguo. Sin embargo, la
reaccién de aminoacilacidn en el material éseo es 30% menos con respecto a la

del tejido fresco {cuadro 3).

Para determinar si este porcentaje no es debido a un reconocimiento
inespecifico, los ARNti de tejido fresco y antigquc se trataron con Ribonucleasa
(como se describe en matarial métodon) previo a la reaccién de aminoacilacidn.
Los resultados muestran que la RHAasa tiene un efecto inhibidor significativo
durante la reaccién de aminoacilacién del ARNt iniciador en ambos tejides. E1

efecto inhibitorio es mayor en el tejido fresco {cuadro 7).

Por otro lado, el ARNt del tejido fresco es un 25-40 % mas sensible a la

ARNasa que del ARNt obtenido de restos éseos prehispanices (cuadro 7).

Los productos .de la2 reaccidn de amincacilacién fueron aplicados a una
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 7.5 3. En la fiqura 17 se observan
los Met-ARNti de tejido fresco: cerebro de rata, placenta humana purificades
como 8¢ describe en material y métodos y de gérmen de trigo (donado por la Dra.
Ruth Romdn de la Facultad de Quimica), comparados con el producto de la reaccidn

de aminoacilacién de los Met-ARNti provenientes de material ¢seo antiguo de 500



Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5 3. Met-ARNti de tejido
fresco y antiguo, después de la reaccién de aminocacilacién, se aplica a una
electroforesis en TBE 1X por 4 h ¥y se tifie con bromuro de etidio.
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! : . CUADRO 7

FORMACION DE MET-ARNti

TESIZO 1SI-MET-ARNti ANTISUEDAD
) (pmolas) {afics}

FRESCO

Cerebro de Rata
Cerebro de Rata
+ RNAasa

48 = 0.30
L0111 x 9.0034

on

Placenta Humana
Placenta Humana
+ RNAasa

21 = 0.148
.0086 + 0.000%

o

0SEQ ANTIGUO

Halinche 0.095 4 0.04° 1,900-2,200
Malinche + RNAasa 0.9085 = 0.2007

capata II 3.7 = 2.C2 £00-1,2C0
lapata IT + RMAasa 2.3289 =2 £.3503

pefibn iel Marque: 0.7235 £ 0.07 6§50-75¢
Pefiobn del Marguez 0.0:35 & 0.002

- RMAasa

Tlatelolco 9.2858 = 9,0 500-2990
Tlatelolso + RNAas: 0.021 = &

Coachilzo 0.628% = £00-500
Taackilcs - R¥Aasa .72 =




CUADRC §

PORMACICN DE MET-ARNS:

TEJIDO {S)-MET-ARN%E {5]-MET-ARNLL
B {pmolas) {paoias,
X ) 3-
resco 2.4133 = D.090 100

-
3
a

Oszeo Antiguo : 2.8532 x 0.033 4.




52

a 1,1100 afios de antigiiedad. Los resultados indican que la reaccién de
aminoacilacién se lleva a cabo en los ARNt tanto de tejido fresco como de tejido

antigquo.

Los resultados sugieren que factores como la antigiledad o las diferentes
condiciones de enterramiento a las que estuvieron sujetos los restos Oseos,
parecen no gser determinantes para la formacién del met-ARNt iniciador en
condiciones in wvitro, debido a que los ARNts provenientes de ssgueleics
prehispanicos presentan capacidad para llevar a cabc la reaccién de

aminoacilacién (cuadro 7, figura 17).

§. Formacién del Complejo Ternario

El siguiente objetivo fue probar la capacidad del ARNti de placenta y de

te2:20 Oseo antiguo para formar el ccmplelo ternaric 478 -met~ARNLi.

Se optimizaron las condiciones para la formacidn del complejo ternario con
los factores de iniciacién (las proteinas del lavado ribosémico) de placenta y
el met-ARNtf de F. coli y el met-ARNti de placenta y 2e tejido dseo antiguo .

Ltas variables que se estudiaron fueron: tiempo, concentracicnes de
magnes:c, de GTP y de [358)-Met-ARNti !figura :9).

L& reaccién 4de formacién del complejo ternaric en ambtos :ejidos fue

semeiante. La reaccidn se estabiliza a los 10 min de incubacién a 37°C (Figura
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Figura 18, Formacidn del complejo ternario de {nicfacidn
de sintesis de protefnzs. La reaccitn se hizo como se des-
cribe eri material y mitodos. Factores de iniclacidn de pla
centa humana. Met-ARNtg de £. colt (Sigma Chem. Co.) (O )
y Met~ARNt] de placenta humana ( ® ) y de restos Sseos hu=
wanos (0,a),
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18 A), se inhibe a bajas concentracicnes de Mg++ (figura 18 B), auestra un
actividad mﬁ.‘ma entre 1-2 m¥ de GTP, en tanto que la reaccisn independiente de
GTP representa menos del 3 1 de la actividad (figura 18 C). La reaccién también
es dependiente de la concentracidn del met-ARNi (figura 18 D). Sin embargo, la

actividad del ARNti es 2.3 veces mayor en el tejido fresco.

Por otra parte, el comportamiento del Met-ARNtf de £. coli es diferente
al del Met-ARNti de placenta humana y de material &seo, <con respecto a 379 ¥ a
la saturacién con Met-ARNti (figuras 18C y 18D).

Estos resultados sugieren que los Net-ARNti de material dseo antiguo sen
de origen euvariético.

7. Unién del Met-ARNti a los Ribosomas

Con el objeto de estudiar la actividad del complejo ternario Met-ARNti-
pIF2-GTP proveniente restos §seos humanos, se estableciercn las condiciones para

1a formacién del complejo de iniciacién en tejido fresco y antiguo,

En el cuadro 9 los resultados de la unién del complejo ternario Met~ARNt-

4

IF2-GTP  a los ribosomas en presencia de AUG, indican en ambos ‘ejidos ia
dependencia de cada uno de los componentes necesariss para llevar a cabo la
reaccién le unidén 2el compiejo ternmario a i0s ribosomas como son: Los ribosomas,

el GTP, ei codén de iniciacién AUG y los factores de iniciacién.



CUADRO 9

REQUERIMIENTOS PARA LA UNION DE MET-ARNti A LOS RIBOSOMAS .

ENSAYC UNION ST [8]-MEIT-ARN::
{pmolas/mg zroteina)

A. Met-ARNti {Placenta)

Completo 3.42
~AUG ’ 0.19
-GTP 9.104¢
~Factores de iniciacién '0.29
-Ribosomas 0.:8

B. Met-ARNt: ‘Restos Cseos)

Completd 1.2
-AUG . 0.09
-37P 2,97
-Factores de :niciacién 2.087

-Ribosomas 2.795
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Estos resultados indican la posibilidad de que el Met- ARNti de reatos
éseos antiguos sea de orijen humano, debido a gue el factor de iniciacidén 2 de

placenta (plF-2) forma el corplejo ternario y éate a los ri de

placenta para formar al ceaplejo de iniciacién en presencia de AUG. Seria
interesante estudiar a 1los otros factores de iniciacién involucrados en la
sintesis de proteinas de eucaricntes en presencia de mensajeros endégenocs y
exdgenos, asi como la actividad de los factorea de elongacién zr-lly zr-é. Del
primero se tiene el reconocimiento a nivel génico cor una de las ‘res
subunidades de EF-i, la correspondiente a la subunidad o (figura 14).

Por lo tanto, no es s8lo posible aislar ARNt, sino que la mdlecula puede
preservar funciones tales como: reconocimiento de dos diferentes eniimas; las
amjnoacil-ARNt sintetasas y factcres de iniciacién (pIF-2), reconocer a los
ribosomas y al codén de iniciacidn, como 1o indican los reacciones probadas en
este trabajo : amincacilacién, formacién del complejo termario y la unién de
este complejo a los ribosomas para ccnst'ituir el complejo de inmiciacién de
sintesis de proteinas, no obstante la antigiiedad y condiciones ecoldgicas a las

que estuvo sujeto el material 6seo estudiado.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Observaciones histolégicas

El examen histoldgico demuestra que en el tejido 6seo prehispinico con una
antigliedad de 650 a 750 afios se conserva material celular; incluyendo algunos
osteccitos y restos de epitelio de vasos sanguineos (figura 1). Asimismo, se
observan nicleos, cuya nitidez fue mayor al emplear una tincién especifica para
4cidos nucleicos; en contraste con la resolucién obtenida con la tincién de
hematoxilina-eosina (resultados no mostrados). Este hecho es indicativo de la
presencia de dcidos nucleicos como también ha sido identificado en otros tejidos

humanos antiguos (PX¥bo, 1985b; 1966; Doran et al., 1986).

Otros autores (Romano et al., 1976) han descrito en material oseo de 500
afios de antigliedad, la presencia de células sanguineas en diversas fases de

diferanciacién y neutréfilos.

Estos resultados indican que en las diferentes condiciones ecolégicas de
enterramiento de los esqueletos de este estudio, algunas células y sus

conponentes pueden ser preservados
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Observaciones bioguimicas y de biologia molecular.
1. Aislaaiento y caracterizacién de dcidos nucleicos.

Los resultados de la extraccién de 4cidos nucleicos en los diversos
especimenes mostraron semejanzas en la pureza y recuperacién. El primero tiene
como base la relacién de lap lecturas a 260/280 nm, es de 1.7 a 2.0 (cuadro 5).
El segundo, la cantidad de 4cidos nucleicos totales es de 123 a 196 pg/g de
tejido. Sin embargo, tinicamente 9 yug/g de tejido corresponden a ADN y el resto a
ARN. {cuadro 5). La cuantia de ADN es semejante cuando se compara con la
obtenida en tejido momificado (PXiko,1985a; Piibo, 1985). y con la de restos de
animales (Johnson et al., 1986). Inclusive si la purificacién se realiza en
_presencia de RNAasa, la recuperacién del ADN es de 9 jpg/g de tejido. Esto
significa que el rendimiento del ADK en restos 6seos se encuentra dentro de los

valores obtenidos en otros tejidos antiguos.
a) Espectro de absorcidn en ultravioleta.

La presencia de un colorante café amarillento que coprecipita con los
4cidos nucleicos modifica al espectro de ultravioleta de los mismos (Figura 2
curva B). La cromatografia en Sephadex G-10 elimina el pigmento, aunque se
pierde aproximadamente un 25 % del material genético. De manera semejante, si la
muestra se dializa el pigmento se descarta de la preparacidn acompafiada por una
pérdida mayor de alrededor de. un 50 % (resultados no mostudos)‘. Sin embargo, el

patréon después de tratamientos como: cromatografia en Sephadex 6-10
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electroelucidn, recuperacién en meubnnu.dc celulosa DEAE-81 y/o NA-45 y por
el método de aislamiento de 1a sonda (como se describe en material y métodos),
es 65 a 853 mayor. Es importante hacer notar gque el ADN recuperado por todos
estos métodos muestra un patrén que lo iden;ifica con un espectro caracteristico

de &cidos nucleicos (figura 2 curvas C, D, y E).

Por otra parte, este pigmento no sdlo se encuentra en restos Gseos, ya que
también ha sido observado en otros tejidos antiguos (Doran et al.,1986; P¥ibo,
1986), PHibo {1986) sugiere que corresponde a Tezctivos Qe Majillard. sin

embargo, en los reatos prehispinicos no fueron identificados (estos resultados

no, se nuestran). Ademis, 1a el is en al 1 %, el

colorante migra frente al azul de bromofenol, lo que también indica que no ze

trata de reactivos de Maillard.

Las causas de la variacién de eate pigmentoc son desconocidas, -se podria
plantear alguna relacién con las caracteristicas del tipo de suelo, tiempo 7
tipo de enterramiento y otros factores f£isico-quimicos (Vargas y Sinchez, 1990),

Estudios en este sentido se estin desarrollando .

8i bien no ha sido caracterizado quimicamente, su presencia es
independiente de la forma de conservacién a la que los diferentes restos han
estado sujetos {Johnson et al., 1985; Doran et al., :986; Pilbo, 1989a; Vargas y
Sinchez, 1990},



Actualmente se tienen los primercs intentos de aislamiento del pigmento.
En forma simultinea se aisla el ADN de alto peso molecular y el pigmento durante
la electroforesis con DE-81 o con NA-A5 y como el pigmento corre al frente del
azul de bromofenol es el primero en obtenerse. (Quedan por realizarse los

estudios de identificacién del pigmento.
b) Electroforesis en geles de agarosa.

El ADN obtenido de materjal éseo prehispdnico manifiesta un peso molecular
que se localiza entre 0.125 a >23.1 Kb (figuras 3-10, 15) a diferencia del
obtenido en otros restos cuyo limite se encuentra entre 0.5 y 12 Kb, adn cuando
hayan sido preservados bajo condiciones de anaereobiosis extrema u otras
condiciones ambientales {Doran et al.,1986 ; Thuesen Y Engberg, 1990; Hagelberg

et al ., 1991a; Hagelberg et al,,19%31b; Meijer ot al., 1592).

E} 'Anu de bajo peso molecular parece ser comin en la mayoria de los restos
éseos humanos (PHibo, 1986; Thuesen y Engberg, 1990; Hagelberg et al., 1989;
Meijer et al., 1991; Heijer et al., 1992). Se desconoce la causa de esta
degradacién que podria atribuirse a procesos como el efecto de 1a radiactividad
ambienta!, procesos. autoliticos post-mortem oxidacidén de azicares ¢y de
componentes macromoleculares (Piibo, 1986; Rogan y Salvo, 1990). Otro punto a
considerar es la modificacién de las bases nitrogenadas, ejemplo de esto iltimo
son las alteraciones de las pirimidinas en tejidos momificado (Pdibo, 1989a).
Este Gltimo dato es consistente con el hecho de que el efecto oxidativo sobre

las pirimidinag es mayor que en las purinas (Sholer et al., 196C).
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Sin embargo los resultados de este trabajo muestran ADN de alto peso
molecular de los diversos esqueletos estudiados. Estos datos no estdn
exclusivamente relacionados con las condiciones de entierro encontradas al
momento de la excavacién debido a que é;te se ha visto sujeto a miltiples
modificaciones ambientales desde su inhumacién hasta el . momento de su
exhumacién, En este sentidc deben valorarse los siguientes aspectos: ubicacién
del entierro (zona habitacional, templo, entre otros), sistema de enterramiento

{primario, secundarioc, presencia de ofrenda)

También deben considerarse diversos factores: 1) Pisicos: desplazamientc
del terreno, usos del suelo, filtraciones, humedad, temperatura, clima, entre
otros; 2} Quimicoes: pH, potencial de éxido-reduccién, sales orginicas e
inorginicas del suelo. Ejemplo de esto son log efectos de radiacidn sobre dcidos
nucleicos bajo diferentes condiciones tales como: radiaciones en soluciones

oxigenadas o en soluciones anéxicas (Hutchinson, 1985)

La mayor dificultad en los estudios de radiacién ionizante sobre el ADN es
la gran cantidad de productos que se forman. Se han identificado 24 diferentes
productos para timidina radiada en soluciones oxigenadas y otros productos no
identificados, Otros.grupos son los que se encuentran en condiciones andxicas y
cuando es directamente radiado . Para la citosina, la desoxiribosa y
posiblemente para las purinas se obtienen resultados semeiantes. Asi, existen
cientos de productos inducidos por la radiacion del ADN. Una segunda dificultad
es que los productos iniciales son inestables, convirtiéndolos en otros

productoa en periodos de horas o dias. Afortunadamente el nimero de estos
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productos es extremadamente bajo. La accién de 1las radiaciones es
indiscriminada. Los efectos de la radiacién sobre moléculas particulares como el
ADN son la suma de procesos de accidén directa, lo que significa que los efectos
de la energia se deposita directamente en la molécula y por accién lndirecta,
donde el efecto de las especies rectivas, formadas en el entorno, se difunden a

1a molécula y reaccionan con ella (Hutchinson, 1985}.

El efecto de la radiacién en soluciones acuosas de ADN son los causados
por les productos que se forman por la accién de la radiacién ionizante en el
agua: el radical -OH, el electrén hidratado e- ac., el 4tomo de H, agua
oxigenada y el hidrdgeno., El radical de mayor importancia es el -OH en
soluciones oxigenadas; éste, reacciona principalmente con las moléculas
orgdnicas ya sea por adicién o extraccién de H en una unién C-H para formar agua
y un radical carbonilo. En soluciones andéxicas, el H también puede adicionarse
a dobles enlaces o extraer H de uniones C-H. El electrén hidratado reacciona

con las bases pero no con los azucares (Hutchinson, 1985).

La radiacién en soluciones dilufdas de ADN induce rompimientos en las
cadenas de doble hélice. E1 ADN radiado a 0°'C muestra una pequefia disminucién en
el numerc de rompimientos después de varios dias de almacenamiento a bajas '
temperaturas y pH neutro, esto se ha determinado con ADN cadena sencilla y doble
cadena superenrollada. La incubacién a pH neutro y aumento a 37°C, incrementa en
nimero de rompimiento observddese una vida media de de 30 min [Hutchinson,

198%).
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S5i el ADN se trata con una solucién alcalina, el rospimiento se incrementa
por dos veces con respecto al observado en condiciones neutras. La hidrélisis
en NaOH 0.1M en sitios libiles inducidos por la radiacién es muy riépido, con una
vida media menor a los 5 min para ADN cadena secilla, menos de 2 min para cadena
doble y circulos supererrollados {(Hutchinson, 1985). Se puede establecer que los
ronpimientos del ADN con tratamientos alcalinos son causadas principalmente en
los azicares (Hutchinson, 1985). Esto indica gue este tipo Jde factores pueden
alterar la integridad de ias moléculas preservadas en los diferentes restos o
s6lo humanos, sino de plantas y aninales, por lo gue es de suma importancia

considerar el entorno de los mismos.

Por Ultimo, es necesario considerar los factores biolégicos que afectan_al
ADN de restos antiguos : mnicroorganismos, hongos, plantas y animales que
influyen durante ia diagénesis del cuerpo al esqueleto y de éste hasta nuestro
andlisis. Asimismo, las enfermedades carenciales que en vida hubiera sufrido el
individue con sus afecciones al tejido 6seo, 3ue pueden repercutir en la

conservacion del tejido 6seo.

Por esto, una explicacién tan general como "condicicnes ambientales" en el
contexto arqueolégico del entierro, resulta dificil de conciliar cuande se
encuentran datos donde los entierros de una misma antiglledad y condiciones
ambientales iguales, no progorcionan los mismos valores en la purificacién de

los dcidos nucleicos (figuras 3-9).
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No obatante, en este trabajo hé sido posible purificar ADN de alto pesc
molecular de restos Gseos humanos con una antigiedad de 500 a 1100 afios (figura
15). Resultados semejantes se han obtenido sélo con muestras de gotas de sangre

y semen de por lo menos cuatro afios (Gill et al., 1985).

Los estudios de polimorfismos de ADN en poblaciones humanas actuales y la
identificacidén de individuos por ADN (Gill et al., 1985) requieren de material
genético de alto peso molecular. De ahi la importancia de obtener ADK de alto
peso molecular en poblaciones prehispinicas mexicanas. Este logro permite
estudios de identificacién de polimorfismos con genes como los del factor de
elongacién la (figura 14). Este resultado significa el primer polimorfismo de
ADN detectado en restos éseos humanos., Asf{, se abre la perspectiva de estudiar

varibilidad genética en una poblacién mexicana del pasado.

Quedan por identificarse otros polimorfismos para este gene como el observado en

una poblacién caucdsica contemporinea (Opdenakker et al., 1987)

Asimismo, con el ADN de alto peso molecular es posible detectar otros
genes, FPLV y regiones hipervariables como los minisatélites, Las sondas
derivadas de regiones hipervariables y en serie, permiten detectar un gran
nimero de Jloci minisatélites no s6lo en individuos y poblaciones actuales
(Jeffreys et al., 1985a; 1985b; 1985c; Gill et al., 1985; Wong et al., 1987)
sino en individuwos prehispinicos como los reportados en este trabaio (figura

i6).
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Esto significa gque con la obtencién de ADN de alto peso molecular de
esqueletos antiguos, es posible detectar polimorfismos y usar herramientas tan
poderosas como son las sondas de minisatélites para estudios de identificacién
de individvos por ADN, relaciones de parentesco, variabilidad genética y
emigraciones e inmigraciones de las poblaciones pretéritas mesoamericanas y

realizar a futuro relaciones con algunos grupos étnicos actuales.

La prueba mis directa de la presencia de ADN en las nuestras es su

sensibilidad a la DNAasa, esto se muestra claramente en la figura 11.

Por otro lado, es posible aislar ADK de material éseo diverso (costilla,
cadera, huesos largos, vértebra) , de ambos sexos, de diferente edad (1a.
infancia, 2a. infancia, adolescente, adulto medio y adultc avanzado), con
distinta antigliedad v de zonas con propiedades geogrdficas d:versas {figuras 3-
10). Esto es importante, porque en algunas excavaciones se pueden encontrar
individuos incompletos, lo zue dificulta la aplicacién de los métodos
antropométricos c¢lisicos para la identificacién del (los) individuo(s); en
cambio,‘ con el ADN aislado de cualquier pieza ésea, es posible realizar estudios

moleculares y aplicarlos a contextos arqueoldgices y antropolégicos.
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2. Demostracién de su origen humano

La hibridacién del ADN de tejido 6seo antiguo con los genes humancs de la
fi-globina y del factor de elongacion la (H.BP-ia) sefialan su origen humano. En
el caso de la digestién del ADN antiguo con EcoRi, la hibridacién con @-globina
muestra las mismas bandas que en el ADN actual, dos de ellas son caracteristicas
{7.3 y 1.5 Kb) (Huttner et al.,1979). También las digestiones mostraron bandas

que repr las ias de ADN de alto peso molecular (figura

13).

Por otra parte, la hibridacién con el gene HEF-la, muestran que diez de
los fragmentos producidos por la digestidén con EcoRl son invariables en el ADN
de origen prehispdnico y en el ADN contemporineo. Sin embargo, existen algunas
bandas que son representativas de toda la poblacién prehispinica estudiada, las
de 19 Xb; en cambio las de 3.7 Kb s6lo se presentan en 7 de los 32 individuos
estudiados con este gene [figura 14). Cabe hacer notar que este patrén se
encuentra entre individuos que tienen una diferencia de 200 afios de antigiledad;
es decir, en ocho generaciones si se toma en cuenta 25 aﬁql de edad por
generacién. Este resultado significa el primer polimorfismo detectado en una

poblacién mexicana del pasado.

Paredes (1990), plantea que los individuos de esta poblacidén pertenecen a
ocupaciones Tolteca, Tolteca-Azteca y Azteca por el contexto arquecldgico en
el que se encuentra el material éseo. El posible polimorfismo detectado en esta

poblacidn podria ser una caracteristica génetica de la misma; =sto podria tener



un significado importante desde el punto de vista de las migraciones toltecas.
Esto Bignifica que los estudios arquedlogicos, linglisticos e histéricos se
anriquecen con la aplicacién de investigaciones a nivel de antropologia
molacular e incluso algunas de las hipdtesis y teorias de migracién planteadas
por estas dreas, podrian ser apoyadas, eliminadas o bien originar nuevos
planteamisntos.

En este trabajo, los FPLVs (RFPLS) de 3.7 Kb de 7 de los 32 individuos
estudiados provenientes de la zona arqueolégica de Tula, Hgo. originarios de
diferentes épocas podrian representar un posible polimorfismo del gene HEF-la
(figura 14) en las poblaciones prehispinicas mexicanas. Quedan por realizarse
estudios en un mayor nlmero de individuos y en diferentes p&blaciones
mesoamericanas; compararlas entre aillas y con poblaciones de grupos étnicos

actuales.

También se han detectado polimorfismos para el gene del factor de
elongacidn la de individuos de una poblacidn caucisica (Opdenakker et al.,

1387).

Hasta ahora los estudics cobre la estructura genética de la poblacidn
mexicana actual tienen dos tipos de orientacidén: la primera fundamentalmente
médica, como son ios trabajcs realizados sobre erroares innatcs del metabolismo o

aberraciones cromosdmicas, v la segunda, antropolégica.
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Durante los Gltimos 40 afios se ha publicado numerosos trabajos en relacidn
con la distribucién de los grupos sanguineos y otros factores hereditarios en
grupos indfgenas y no indfgenas en México, as{ como los resultados de encuestas

sobre errores innatos del metabolismo y otras enfermedades genéticas.

Entre losz marcadores genéticos que se han estudiado en poblaciones
mexicanas contempordneas se encuentran: el sistema ABO, secretor y Lewis, MNs,
P, Rh-Hr, Kill, Duffy, y algunas enszimas como G6-PD, GP-GD, fosfoglucomutasa,
fosfatapa 4cida, entre otras (Lisker, 1981). También s2 han estudiado protefnas
como: Hb normal y anormal, inmunoglobulinas, haptoglobulinas, trasferrinas,

albimina y pseudocolinesterasa, entre otras (Lisker,1981).

Por otro lade, la utilizacién de marcadores del MHC ha permitido demostrar
la restriccién de variantes en tribus de América y en otras poblaciones

aborigenes (Gorodezky, 1988).

Con este trabajo, se abre 1la posiblilidad de realizar estudios de
antropologia molecular no sélo en poblaciones mexicanas pretéritas, sino también
en poblaciones actuales (indigenas y mestizas) y comparalas entre si, para

contestar algunas de las preguntas que se plantearon al :nicio de este trabajo.



67

3. Identificacién de individuos por ADN ("huellas digitales" de ADN).

Los resultados de la hibridacién con la sonda MS1 (figura 16), muestran
que los individuos actuales y dos de los once individuos prehispinicos
estudiades, presentan patrones caracteristicos . En cada individuo, las bandas
son de diferente peso molecular. Sin embargo, el hecho de que las bandas de 3.3
y 5.0 Kb sean iguales en dos de los individuos prehispinicos eatudiados, podrfan
indicar que tienen alguna relacidén de parentesco , debido a que la sonda pusde
detectar un locus grande, individual y variable. En este locus, se ha confirmado
herencia Mendeliana a) analizar la segregacién en-lineas de parentesco provistas

por el programa CEPH (Wong et al., 1987).

Estos datos se ven reforzados por el contexto arquecldigico en el que se
encuentran estos dos individuos provenientes de los entieueu.n Yy IIT del
Proyecto Arqueolfgico Xochimilco (PAX20), correspondientes a restos éseos de
infantes de 6 a 8 y de 3 a § afios de edad (Brito, 1992), localizados en lo que

se conoce como unidad habitacional prehispinica (Manzanilla, 1986).

En este Ssentido, es necesario considerar el parenteaco bioldgico y el
parentesco cultural (Millones y Vargas, 1991). En este trabajo se propone la
posibilidad de correlacionar el parentesco cultural, establecido en un contexto
arqueolégico, con el parentesco bioldgico determinado por los estudios  de

identificacidén de individuos por ADN.
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4. ARNt en material ézeo

Un aspecto de singular importancia es la presencia de ARN, que hasta la
fecha no ha sido reportado en restos oseos humanos. La cantidad total de ARN que
se recupera es de 138-181 pg/g (cuadro 5), de la cual del 4.4-45\ corresponde al
ARR de transferencia (cuadro 6), pero con respecto a ARNt de tejido fresco es

del 17 al 20.5% .

Otros autores, han descrito la presencia de ARN ribosdémico en semillas de
maiz (Venanzi y Rollo, 1990; Rollo et al, 1991), en diversas plantss y en momias
{Rogan y Salve, 1990) de varios cientos a miles de afios de antigiedad. En
material éseo prehispdnico no se identificé ADNr (estos resultados no se
muestran). Sin embargo, fue posible identificar ARN de trarsferencia y de éstos

al iniciador para la sintesis de proteinas (figura 17).

Por otra parte, el hecho de que el ARNti proveniente de restos dseos
humanos presente capacidad funcional para formar: el Met-ARNti {cuadro 7), el
complejo ternario de iniciacién (figura 16) y que éste pueda unirse a los
ribosomas y al codén de iniciacidon para sonstituir el complejo de inlciacién
para sintesis de proteinas {cuadrc 9), revela la presencia e una estructura
tridimensional del ARNt que permite interactuar con las enzimas correspodientes
en cada una de las reacciones probadas. Esta estructyra podria estabilizarse
por cationes (Rich er al., 1979) presentes en la matriz del suelo en donde se

encantraron ios esgueletos.
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Se ha postulado que las hipermodificaciones de bases y azicar en ARNt
actual no modifican las propiedades biolégicas (Ryzard, 1985). Esto permite que
cada una de las reacciones en las que se encuentra involucrado el ARKt
persistan, alin cuando el tiempo y los diversos factores fisicos, quimicos y

bioldgicos a los que estuvo sujeto el material dseo hayan sido diferentes.

El efecto de la RNAasa sobre los ARNt de tejido fresco y de tejido antiguo
es distinto, el primerc es 2.8 veces mas sensible {cuadro 8), esto podria
explicarse por algunas de las modificaciones que pueden sufrir las bases
nltrogenadau'y la ribosa en el ARNt de restos. Se han reportado alteraciones er;
algunos ARNt de células tumorales, pero no se incluye al Met-ARNti (Wishimura,
1979). Por el momento, se desconoce la presencia de modificaciones como las
reportadas en tejido momificado (P&ibe, 1989%a). Sin embargo, adn cuando
estuvieran presentes, el ARNti de material déseo antiguo reacciona como sustrato

de las aminoacil-ARNt sintetasa y del IF-2 y es capaz de unirse a los riboscmas.

Es necesario tomar en cuenta que parte de este ARNt pudiera ser de origen
bacteriano ; sin embargo, al comparar el reconocimiento hacia los factores de
iniciacidn y los ribosomas de placenta humana, el efecto inhibidor del Mg++ y la
dependencia de GTP en la formacién del complejo ternario con la placenta
indican su origen humano; comportamiento dJiferente al del ARNt de origen

bacteriano {(figuras 18C y 18D).

Por lo tanto, no sélo es posible aislar ARNt, sino que la molécula puede

preservar las funciones correspondientes al! reconocimiento de dos enzimas
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diferentes, las aminoacil-ARNt sintetasas y al factor de iniciacién i, reconocer
a los ribosomas y al codén de iniciacién , como lo indican las reacciones
probadas en este trabajo: aminoacilacién, formacién del complejo ternario y la
unién de este conplejo a los ribosomas, para constituir ei complejo de
iniciacién de sintesis de proteinas, no obstante la antjgiledad y las condiciones

ecoldgicas a las que estuvo sujeto el material &seo estudiado.

Asimismo, los elementos que se requieren para la formacién del compleio de
iniciacién durante la sintesis de proteinas, complejo cue no se forma ccn la

misma eficiencia con los ribosomas de origen bacteriano (cuadro 9).

Estos resultados abren la posibilidad de fundamentar y desarrollar nuevas
lineas de investigacién dentro de la antropologfia biclégica con restos Gseos
prehispidnicos tales como: la identificacién ‘de polimorfismos y variabilidad
genética en poblaciones mexicanas antiguas, analizados hasta ahora en
poblaciones vivientes {(Lisker, 1981; Gorodezky, 1782). Con el objeto de
determinar relaciones Ge parentesco, patrones dJ2 migracidn (actualmente
fundamentados en hipétesis arqueolégicas, histéricas y linglisticas) y sa
relacion con algunos grupos étnicos actuales, determinacién Je sexo (en infantes

7 adolescentes) y enfermedades genéticas, entre ctros (figura 19).
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Por otra, parte es importante identificar moléculas funcionales como el
Het-ARNti provenientes de material 6ses antiguo. Esto sijnifica que se podrian
buscar estas méleculas en diferentes tipos de restos como: tejido 6sec, tejido
momificado y tejido congelado de mayor antigiiedad y as{ realizar estudios como
el andlisis de las propiedades, estructura, organizacidén y evolucién de los

genes humanos.

La aplicacién de estos estudios, permitird enriquecer el acervo de
conocimientos derivados de las investigaciones realizadas con la metodologia
clidsica de la antropologia fisica, arqueologia y paleontologia para el estudic

de la evolucién humana.

Es importante hacer notar que la aplicacién de la biclogfa molecular en la
antropslogia es un método adicional, cen el cual se pueden obtensr datos acerca
de 1a heterogeneidad genética del hombre; pero el ser humano no es sélo un
conjunto de alelos, sino forma parte d= un grupo, una tribu, una sociedad y Qe

una ecologia, por lo que su estudio no ss puede desligar de otras disciplinas.
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Pigura 19. PERPECTIVAS DE ESTUDIO COK EL ADN DX RESTOS OSEOS HUMANOS
A. ENFERMEDADES GENLTICAS (Cddice Florentino)

B. PATRONES DE NICRACION (Ruta d= la Peregrinacién o Tira del Museo o
Cédice Florentino)

€. ORIGEN DE HOMBRE {Origen Mitoldgico del Hombre. Cédice Sedden).

D. RELACTONES DE PARENTESCO. (Pamilia de Esclavos, Cddice Plorentino).
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