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RESUMEN

En el presente trabajo se identificó el sexo de los restos óseos de individuos

infantiles recuperados de la zona arqueológica de Tlatelolco utilizando una técnica basada

en ia amplificación de regiones específicas (intrón I) de los alelos divergentes del

cromosoma X y Y del gen de la amelogenina.

Se seleccionaron esqueletos de 30 individuos infantiles, 3 adolescentes y 1 adulto,

de un depósito mortuorio localizado bajo la plataforma frontal del Templo R que está

situado en la esquina suroeste de la actual zona arqueológica de Tlatelolco. Este templo

fue edificado paralelamente a la cuarta etapa constructiva del Templo Mayor de Tlatelolco

(1428-1465 d.C) y dedicado al dios del viento Ehécatl-Quetzalcoátl, quien era

considerado uno de los Tlaloques, deidades ayudantes de Tlalóc. La evidencia

arqueológica encontrada en el complejo ceremonial muestra que los entierros fueron

depositados simultáneamente y ofrendados como un acto de sacrificio en honor de los

Tlaloques, en este caso a Ehécatl-Quetzalcóatl.

Se estandarizaron tres métodos de extracción y purificación del DNA antiguo así

como las condiciones de amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa.

El análisis de los productos de la reacción en cadena de la polimerasa se hizo con

eíectroforesis en geles de poliacrílamida. Dependiendo del tamaño del producto de laPCR

el individuo analizado fue identificado como perteneciente al sexo masculino o femenino.

De los 34 individuos analizados, 29 pertenecen al sexo masculino, a los cinco individuos

restantes no se les pudo asignar esta variable biológica, debido a que no se obtuvo

producto de amplificación de la PCR,

Estos resultados concuerdan con lo escrito en las fuentes del siglo XVI de que las

víctimas seleccionadas eran la personificación viva de la deidad a la que iban a ser

sacrificadas. En el caso de los Tlaloques, los niños fueron frecuentemente seleccionados

para personificar estas pequeñas deidades. Estos resultados sugieren que esta

personificación también incluye una selección sexual de las víctimas.



I INTRODUCCIÓN

1.1. Problemática General de los Sacrificios de Infantes

Las fiestas del calendario mexica constituían un complejo sistema ritual y uno de

los aspectos más sobresalientes de la vida en el México antiguo (Broda 1979).

La preocupación fundamental del culto mexica giraba alrededor de la lluvia y de la

fertilidad de la tierra, según es de esperar en una cultura que tiene su sustento básico en la

agricultura. Estos fenómenos naturales -las lluvias que hacen crecer las plantas y son la

condición necesaria de la agricultura, pero que presentan al mismo tiempo los aspectos

amenazantes como eran las tormentas, las heladas y las inundaciones-, llegaron a ser

personificados en dioses que se agrupaban en torno a una deidad principal como era el dios

Tláloc (Broda 1982). Para rendirle culto se establecieron ceremonias que se regían por un

calendario solar llamado xihuitl, el cual se dividía en 18 "meses" de 20 días y 5 días al final

denominados "inútiles" o nemontemi. A cada uno de los 18 meses compuestos de 20 días

en que estaba dividido el calendario correspondía una o varias ceremonias dedicadas a

alguna o a varias deidades, y tenían un fin previamente determinado; por ejemplo, propiciar

la llegada puntual de la lluvia y controlar su escasez o su exceso, conjurar la sequía,

fertilizar la tierra. Es notorio, desde luego, el predominio de los ritos consagrados a los

dioses relacionados con el agua y ios "mantenimientos*1 (la tierra y los cultivos); por

ejemplo, en siete de los dieciocho meses adoraban específicamente a los Tlaloques

(González 1985).

Los sacrificios humanos eran una pieza clave en las ceremonias de petición de

lluvias entre la población mexica, la espectacularidad y el carácter comunal eran sus

características más importantes. Los sacrificios se efectuaban en momentos críticos en que

había peligro de un desajuste de la energía del cosmos y, por lo tanto, de que sobreviniera

el caos; la mayor parte de los momentos críticos coincidían con el ciclo de la naturaleza que

era recurrente. Esta recurrencia de los fenómenos de la naturaleza era prevista por los

sacerdotes utilizando el calendario anual de 365 días, que marcaba con precisión el

momento en que debían efectuarse los ritos destinados especialmente a la prevención de los

desastres en la agricultura. Realizar el sacrificio en el instante apropiado era uno de los

requisitos indispensables para que fuese eficaz; por ello no sólo se indicaba el día del año



en el que debía efectuarse sino también la hora del día y de la noche, que tenían que

coincidir con la deidad o la función del rito. Todos los sacrificios se efectuaban en lugares

especiales que reunieran un requisito básico: el de ser sagrados» característica que adquirían

porque en ellos se podía establecer la comunicación con la deidad. La naturaleza sagrada de

estos sitios era permanente porque tenian alguna particularidad especial, tal es el caso de

nacimientos de agua, cúspides de cerros, remolinos de agua, cruces de caminos, o por haber

realizado en ellos alguna consagración. En los sitios sagrados casi siempre había una

imagen antropomórfica o simbólica (González 1985). En honor de Tlalóc y de los dioses

del maíz se sacrificaban muchos niños cuya edad aumentaba conforme la planta del maíz

iba creciendo; de igual manera la edad de ciertas víctimas femeninas aumentaba a medida

que avanzaba el año (González 1985). Cuando las lluvias se retrasaban, lo cual ocasionaba

fuertes y prolongadas sequías, se pensaba que era porque los Tlaloques estaban ofendidos

por algún motivo y, como castigo, se las habían llevado. Para aplacar sus fuerzas

destructoras y congratularse con ellos durante ciertas épocas del año se les hacían

sacrificios de niños de distintas edades, desde los niños de "teta" hasta los de ocho años

(Román 1990).

L1J Información de las Fuentes

Los cronistas del siglo XVI coinciden en mencionar que entre los antiguos

mexicanos existía la costumbre de comprar niños a lo largo del año y sacrificarlos en las

distintas fechas que señalaba su calendario ritual. Son variadas las menciones de los

cronistas que dan cuenta de esta práctica y algunos de ellos realizan una detallada

descripción de estos rituales, principalmente el dedicado al dios mexica de la lluvia, Tláloc

y sus ayudantes los Tlaloques. Por ejemplo: Sahagún (1975) afirma que el sacrificio de

niños se realizaba durante los primeros cuatro meses del calendario: atlcahualo,

tlacaxipehualiztli, tozoztonthy huey tozoztli {febrero, marzo, abril y mayo actuales).

En el mes atlcahualo celebraban una fiesta a honra, de los dioses Tlaloques que los

tenían por dioses de la lluvia, de su hermana la diosa del agua Chalchiuhtlicue; y a

honra del gran sacerdote o dios de los vientos QuetzalcóatL Mataban muchos niños

de teta, comprándolos a sus madres; escogían aquellos que tenían dos remolinos en

la cabeza y que hubiesen nacido en buen signo: los sacrificaban en muchos lugares

y en las cumbres de los montes, sacándoles los corazones a honra de los dioses del



agua. A los niños que mataban los vestían con ricos atavíos para llevarlos a

matar, y los llevaban en unas literas sobre hombros y las literas estaban adornadas

con plumajes y con flores: iban tañendo, cantando y bailando delante de ellos.

Cuando llevaban a los niños a matar si lloraban y echaban muchas lágrimas, los

que los llevaban se alegraban, porque tomaban pronóstico de que habían de tener

muchas aguas en ese año (Sahagún 1975: 77).

Al tercer mes llamaban tozoztontli: en el primer día de este mes hacían fiesta al

dios llamado Tláloc, que es dios de las lluvias. En esta fiesta mataban muchos

niños sobre los montes; los ofrecían en sacrificio a este dios y a sus compañeros

para que les diesen agua (Sahagún 1975: 79-80).

Existen detalles interesantes en relación con el ritual del sacrificio de los niños,

Sahagún (1975) menciona que a los niños que iban a ser sacrificados los ataviaban con

collares y brazaletes de piedras preciosas, los adornaban con tocados de plumas y les

pintaban la cara con uÜi líquido, además les colocaban alas de papel, insignias que en

opinión de Broda (1979) eran las típicas de los dioses de la lluvia, los Tlaloques (Román

1990).

Otra fiesta dedicada al ciclo ritual del maíz y de la estación de lluvias principiaba

con el mes indígena de etzalcualiztli, correspondiente a fines de mayo principios de junio.

En esta fiesta se sacrificaba un representante vivo de Tláloc y de su esposa ChalchiuhtÜcue

-la diosa de la laguna y del agua dulce (Broda 1982).

Según Duran (1967: I 171) En el mes etzaícualiztl/, En la fiesta de Tláloc había también

conmemoración y colecta del agua, se sacrificaba una niña vestida de azul que

degollaban en la laguna grande a honor y reverencia de Chalchiuhcueye (diosa de

las fuentes y ríos). En opinión de Sahagún en este mes hacían fiesta a honra de los

dioses del agua, o de la lluvia, que llamaban Tlaloque, mataban muchos cautivos y

otros esclavos, compuestos con los ornamentos de estos dioses llamados Tlaloques,

por cuya honra los mataban en su mismo cu (palacio). Acabado de matar a éstos,

luego tomaban todas las ofrendas de papel, y plumajes y piedras preciosas y

chalchihuites, y los llevaban a un lugar de la laguna que llaman Pantitlan. También

llevaban los corazones de todos los que habían muerto, metidos en una olla



llamada mixcómiíl, "vasija de nubes", pintada de azul y teñida con ulli en cuatro

partes (Sahugíüi 1975: 82,118).

Fray Bernardo de Benavente (1979: 35-36) afirma, que en los pueblos que había señores

principales, que a su casa llamaban palacio, sacrificaban un niño y una niña de

edad de hasta tres o cuatro años; éstos no eran esclavos, sino hijos de principales,

y este sacrificio se hacia en un monte en reverencia de un ídolo que decían que era

el dios del agua y que les daba la lluvia, y cuando había falta de agua le pedían a

este ídolo. A estos niños inocentes no les sacaban el corazón, sino los degollaban y

envueltos en mantas los ponían en una caja de piedra como lucillo antiguo, y los

dejaban así por la honra de aquel ídolo, a quien ellos tenían por muy principal

dios. En México este mismo día salían y llevaban en una barca muy pequeña un

niño y una niña, y en medio del agua de la gran laguna los ofrecían al demonio, y

allí los sumergían con la acalli o barca, y los que los llevaban se volvían en otras

barcas mayores. Cuando el maíz estaba a la rodilla (mes tozoztli), compraban

cuatro niños esclavos de edad de cinco o seis años y los sacrificaban a Tláloc, dios

del agua, poniéndolos en una cueva, y la cerraban hasta otro año que hacían lo

mismo. Este cruel sacrificio tuvo principio de un tiempo que estuvo 4 años que no

llovió y apenas quedó cosa verde en el campo, y para aplacar el demonio del agua,

su dios Tláloc, y porque lloviese, le ofrecían aquellos cuatro niños.

Duran (1967: I 81- 84) menciona que Tláloc, al cual en toda la tierra tenían gran

veneración y temor y a cuya veneración se ocupaba toda la tierra generalment.

Caía este ídolo en una de las fiestas señaladas de su calendario, a la cual llamaban

huey tozoztli. Enderezábase esta fiesta para pedir buen año, a causa de que ya el

maíz que habían sembrado estaba todo nacido. Tomaban un niño de seis o siete

años lo metían en una litera, por todas partes cubierto, que nadie no le viese, lo

ponían en los hombros de los principales y, puestos todos en ordenanza, iban como

en procesión hasta el lugar del patio (que se encontraba en la cumbre del cerro), al

cual lugar llamaban tetzacualco. Y llegados allí, delante la imagen del ídolo Tláloc

mataban aquel niño, dentro en la litera, que nadie no le veía, al son de muchas

bocinas y caracoles y flautillas. Mataban este niño los mismos sacerdotes de este



¡doto. Acabado de poner la comida venían los sacerdotes que habían degollado

aquel niño, con la sangre en un lebrúlejoy el principal de ellos, con un hisopo en la

mano, él cuál lo remojaba en aquella sangre inocente y rociaba al ídolo y a toda la

ofrenda y toda la comida, y si alguna sangre sobraba, íbase al ídolo Tláloc y le

lavaban la cara con ella y el cuerpo y todo aquellos idolillos sus compañeros y el

suelo. Acabada la ofrenda del monte y todo lo que dicho es, se apresuraban los

señores a descender a la celebración y santificación de las aguas que aquel mismo

día se hacían en la laguna y en todas las fuentes y manantiales y en todas las

sementeras, haciendo sus sacrificios y ofrendas. I&s grandes sacerdotes y

dignidades, muy vestidos de pontiflcial, como dicen, sacaban una niña de siete o de

ocho años, metida en un pabellón, que no le veía nadie, tapada de todas partes, a la

manera que los señores habían llevado el niño al monte; a la misma manera estos

sacerdotes sacaban esta niña en hombros, metida en aquel pabellón, toda vestida

de azul, que representaba la laguna grande y todas las demás fuentes y arroyos;

puesta una guirnalda con la cabeza, de cuero colorado y, al remate, una lazada con

una borla azul de plumas. Llegados, pues, a aquel lugar tomaban la niña, así

dentro en su pabellón y, con una fisga de matar patos, la degollaban y escurrían la

sangre en el agua. Acabada de escurrir, la arrojaban en el agua en derecho de

aquel sumidero (laguna de Pantitlán), dicen que se la tragaba, de suerte que nunca

más aparecía. Acabada de echar la niña, llegaban los reyes a ofrecer en sus

canoas, unos en pos de otros, y todos los señores. Y ofrecían tantas riquezas de

joyas, piedras y collares, en tanta abundancia, como en el monte habían ofrecido,

echándolo todo en la laguna, en el mismo lugar que habían echado la niña, donde

cada año echaban tanta cantidad de oro y piedras y joyas que era maravilla (Duran

1967: 85-88).

Duran (1967: 159-165) menciona que también se sacrificaban niños, en la fiesta tepeilhuitl

que quiere decir fiesta de cerros''. El cerro Popocatzin (el cerro humeador), a este

cerro reverenciaban los indios antiguamente por el más principal cerro de todos

los cerros; también sacrificaban algunos niños este día y algunos esclavos y los

ofrecían en los templos y en presencia de la masa en que fingían la imagen de este

cerro y de los demás, muchas mazorcas de maíz fresco y comida y copal y entraban



a tas cumbres de los cerros a encender lumbres y a incensar y quemar de aquel

copal y hacer algunas ceremonias que ordinariamente hacían

Otro cerro reverenciado era el Iztac Cihuatl, que quiere decir "mujer blanca", era

la Sierra Nevada, a la cual además de tenerla por diosa y adorarla por tal, la

tenían en las ciudades sus templos y ermitas, muy adornadas y reverenciadas,

donde tenían la estatua de esta diosa. Y no solamente en los templos, pero en una

cueva que en la misma sierra había. Estaba muy adornada y reverenciada, con no

menos reverencia que en la ciudad, donde acudían con ofrendas y sacrificios muy

de ordinario, teniendo junto a sí, en aquella cueva, mucha cantidad de idolillos

(Tlaloques). A la Sierra Nevada llevaban dos niños pequeños y dos niñas, metidos

en unos pabellones hechos de mantas ricas, y a ellos, muy vestidos y galanos, a los

cuales sacrificaban en la misma sierra. Juntamente llevaban todos los señores y

principales otro presente de coronas de pluma y camisas de mujer y enaguas y

joyas y piedras ricas y de mucha comida. Estaban en lo áspero de esta sierra dos

días metidos haciendo las ceremonias a esta diosa con grandes plegarias y

sacrificios, ayunando todos aquel día principal un ayuno muy guardados y

riguroso.

Duran afirma que también hacían la fiesta al aire, bajo de este nombre Ehécatl. A este

Ehécatl le hacían grandes ofrendas y sacrificios, especialmente en un día de la

semana que tenían que le llamaban Ehécatl que quiere decir viento. Temiendo el

zumbido de los árboles y el ruido que en los montes hace cuando vienta, y el que

hace en los resquicios, que aun entre nosotros decimos, cuando hace un aire recio,

que parece que habla. Así ellos creían hablaba, luego andaban a las ofrendas y los

sacrificios a Ehécatl para aplacarle, y los ayunos y las oraciones rogándole no

estuviese enojado, a costa de su sangre, la cual por momentos le derramaban, unos

de las orejas, otros de las lenguas, otros de los pechos, otros de las espinillas y

muslos (Omán 1967; 170).
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Es interesante notar que el dios del viento, Ehécatl., tenía también una multitud de

pequeños servidores, los Ehecatotontín, que tenían su morada en las montañas (Soustelle,

1940, p. 48) citado por Broda 1971. Ehécatl pertenecía al grupo de los Tlaloques (Broda

1971). Ehécatl barría los caminos del cielo a los dioses de las aguas, era quien podía

generar los vientos buenos o malos por los cuatro rumbos de la tierra (Guilíiem 1996).

LL2. Evidencia Arqueológica

Hasta fechas recientes, sólo se contaba con los datos de las fuentes escritas y las

representaciones de los códices para el estudio de la problemática de los sacrificios de

niños, sin que se hubiese tenido la oportunidad de corroborarlos arqueológicamente

debido a la escasez de evidencias que había proporcionado el registro arqueológico; sin

embargo gracias a los descubrimientos hechos en el marco del Proyecto Templo Mayor,

actualmente se tienen elementos para indagar y dar forma a un panorama más concreto

sobre el tema. El primero de estos descubrimientos ocurrió en la esquina noroeste del

edificio del Templo Mayor de Tenochtitlán, lugar donde se encontró una ofrenda (ofrenda

No. 48) que contenía los restos de cuarenta y dos individuos infantiles y un conjunto de

materiales asociados simbólicamente con el mundo acuático de la cosmovisión mexica:

arena marina, jarras de piedra con la efigie del dios Tláíoc, conchas, caracoles, pigmento

azul, cuentas de piedra verde, copal y posibles recipientes de calabaza (Román 1990;

Román y Tone Blanco 1998).

Algunos materiales, como el pigmento azul, la calabaza, las conchas, el caracol, son

elementos que se asocian al agua y a la fertilidad de la tierra, los cuales eran representados

por los Tlaloques. El hecho de que los Tlaloques tuvieran importantes funciones como

ejecutores de los mandatos de Tláloc y que fueran poseedores de la lluvia, ha llevado a

inferir que el hallazgo de la ofrenda No. 48 representa un sacrificio de niños en honor a

estos "ministros pequeños de cuerpo". Los sacrificios de niños según las fuentes del siglo

XVI se efectuaban en las cumbres de las montañas que rodean a la ciudad de México -

Tenochtitlán. Por lo tanto no resulta extraño encontrar una ofrenda con esqueletos de niños

en el Templo Mayor si lo relacionamos con el simbolismo del edificio. El templo era

considerado simbólicamente como un cerro sagrado en el cual junto a Huitzilopochtli,

moraban Tláloc y sus "ministros pequeños", los Tlaíoques (Román 1990; Román y Torre

Blanco 1998).
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El segundo hallazgo se localizó frente a la plataforma de la fachada principal del

denominado templo R, dedicado al culto del dios Ehécatl-Quetzalcoátl en el sitio

arqueológico de Tlatelolco. El complejo ceremonial presentó elementos vinculados con

los dioses del agua, del maíz, de la tierra, del ruego y del viento (Guilliem 1996). De la

cerámica rescatada de este complejo mortuorio, sobresalió del conjunto una olla pintada de

azul, color típico de los dioses de la lluvia, según Broda (1971) y las cuentas localizadas en

el entorno de la olla de la ofrenda 11, cuyos colores azul y blanco las asocian directamente

con Tláloc. Otras piezas significativas fueron los pendientes elaborados en obsidiana que

representan cabezas de pato estilizadas y su analogía más obvia es la máscara bucal de

Ehécatl (Guilliem 1996).

La única escultura encontrada durante la exploración del complejo ceremonial, fue

precisamente la de Ehécatl, depositada justo al centro y por debajo de la plataforma de

acceso. Esta fue tallada en basalto gris y representa al dios en posición sedente con las

piernas recogidas hacia el cuerpo y con ios brazos por encima de las rodillas. Su rostro

esta mirando fijamente hacia el frente, porta la característica máscara bucal y además

tiene un pequeño gorro cónico. También se encontraron ofrendas de animales marinos que

muestran la presencia del mar como la expresión absoluta del agua y de la fertilidad en

opinión de Broda (1982).

El tipo de sacrificio utilizado en estas ceremonias se detectó a partir de los restos

óseos, donde la decapitación, desmembramiento y mutilación al igual que los objetos

asociados, como fue el caso de las navajillas de obsidiana incrustadas en las cervicales de

algunos sujetos, revelaron su presencia irrefutable. En algunos restos óseos no fue posible

detectar huellas de sacrificio, pero sí la presencia de restos óseos con collares y brazaletes

(Guilliem 1996),

Gracias a las evidencias presentadas, tanto de análisis arquitectónico del templo de

Ehécatl en Tlatelolco y su relación contextual con las distintas etapas constructivas del

templo mayor de Tenochtitlan, así como del análisis de las ofrendas y entierros excavados

en ambos edificios, es posible sugerir que el complejo ceremonial fue depositado durante

la gran sequía de 1454 d. C , como respuesta a un acto violento de la naturaleza que

provocó una gran mortandad por hambre entre la población mexica (Guilliem 1996),

El último hallazgo ocurrió en el subsuelo de la Catedral Metropolitana, en el centro

de la ciudad de México. Corresponde a una ofrenda que contenía los restos óseos de 3



individuos infantiles y objetos que se asocian con las deidades del agua, tales como

pigmento azul, cuentas de piedra verde y comales de cerámica, restos óseos de guajolote y

codorniz y una placa de cerámica con una decoración que sugiere el emblema de los dioses

Tlaloques. El análisis osteológico aportó una serie de datos que coinciden con los

contenidos en las fuentes. Los restos óseos rescatados de estos sitios arqueológicos

pertenecían a niños cuyas edades fluctuaban entre los dos y los ocho años de edad (Román

y Torre Blanco 1998).

1.2. La Identificación del Sexo en Infantes

Los primeros estudios para la identificación del sexo en individuos infantiles se

centraron en la forma y características de la pelvis infantil, tal es el caso de los trabajos de

Reynolds (1945) y de Boucher (1957), (citados por Román 1990), quienes examinaron la

pelvis de fetos, de recién nacidos y de individuos hasta de un año de edad con técnicas

radiológicas. Posteriormente, sobre la radiografía efectuaron una serie de medidas y

calcularon algunos índices y ángulos. Los resultados de estos análisis sugieren que

efectivamente existen diferencias sexuales en los esqueletos de los individuos infantiles.

Otro estudio que intentó establecer las diferencias sexuales que pudieran existir en

los esqueletos infantiles es el de Hunt y Gleiser (1955), (citado por Román 1990), sin

embargo su aplicación no es posible cuando se trata de esqueletos provenientes de

excavaciones arqueológicas. Esto se debe a la dificultad o, mejor dicho, a la imposibilidad

de determinar la edad ósea utilizando el carpo de los esqueletos (Sundick 1977, citado por

Román 1990), ya que los huesos de tamaño pequeño se destruyen con facilidad y cuando

son recuperados, es difícil su identificación.

Las técnicas morfométricas utilizadas por Reynolds (1945); Hunt y Gleiser (1955);

y Boucher (1957) para la identificación del sexo, presentan resultados con un bajo

porcentaje de eficiencia y confíabilidad en niños vivos. Si la asignación correcta de esta

variable es difícil en infantes vivos, la identificación del sexo en restos óseos infantiles

mediante las características morfológicas es más problemática e incierta. Uno de los

estudios más interesantes es el efectuado por Pompa (1975) citado por Román (1990),

quien observó el comportamiento de tres caracteres morfológicos en huesos coxales de

adultos y posteriormente efectúo una prueba del comportamiento de dos de esos caracteres

en ilíacos de individuos infantiles.



Más recientemente, Weaver (1980) citado por Román (1990) intentó encontrar

diferencias sexuales entre los esqueletos infantiles. Este investigador analizó 153 ilíacos de

individuos de edad y sexo conocido, a cada hueso le tomó seis medidas y a partir de ellas

calculó tres índices. Por otra parte realizó la observación de un carácter no métrico, la

elevación de ia superficie auricular. Ninguno de los índices mostró diferencias sexuales

estadísticamente significativas, en contraste, el carácter no métrico llegó a tener una

precisión de un 91 % en los fetos, un 73 % en los recién nacidos y un 90 % en los infantes

de seis meses de edad. Sin embargo, como él mismo señala, el grado de confíabilidad de

este último carácter debe ser comprobado con el estudio de una muestra más grande.

1. 3. La Identificación del Sexo en Restos Humanos desde la Perspectiva de

la Biología Molecular

Tradicionalmente el sexo de los restos óseos de individuos adultos rescatados en

las excavaciones arqueológicas es identificado a través del análisis morfométrico y en

ocasiones por los objetos que los acompañan. Desafortunadamente, la utilización de las

características morfológicas para conocer el sexo de esqueletos infantiles no es confiable,

debido a que los caracteres sexuales secundarios no se manifiestan claramente en los

huesos sino hasta después de la pubertad (Bass 1971; y Ubelaker 1974). Además, la

mayoría de las técnicas morfométricas propuestas para la identificación del sexo en restos

óseos infantiles se basan en mediciones o reconstrucciones que difícilmente pueden ser

realizadas en huesos secos o desarticulados provenientes de las excavaciones

arqueológicas (Román 1990). Esta problemática originó que por bastante tiempo la

asignación de esta variable haya sido considerada casi como imposible por los

antropólogos físicos, impidiendo responder a varias interrogantes acerca de los sacrificios

de niños.

Con el avance en los métodos moleculares, se dieron las primeras evidencias de

que la información genética podría persistir en materiales antiguos. La primera clonación

exitosa de DNA proveniente de un tejido animal, reportada por Higuchi et al. (1984), fue

la clonación de secuencias de DNA mitocondrial de la extinta quctgga, un miembro de la

familia del caballo. Esto representa la primera recuperación de secuencias de DNA

informativa filogenéticamente de un espécimen de museo y permitió darle un lugar a

quagga dentro de la filogenia de los caballos y sus parientes los burros y las cebras.
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Las técnicas de clonación pueden ser utilizadas con ciertas limitaciones, debido a

que requieren grandes cantidades de DNA de buena calidad; que no puede ser extraído de

todos los restos óseos recuperados de las excavaciones arqueológicas. Posteriormente con

la invención y avances de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), fue posible

superar las limitaciones de los estudios de clonación y aplicar esta nueva tecnología al

análisis del DNA antiguo (Páabo 1989).

Uno de los usos importantes de la PCR ha sido la introducción de esta

metodología a la identificación del sexo de restos humanos, amplificando regiones

específicas de los alelos divergentes del cromosoma X y Y del gen de la amelogenina

(Figura Ia). Actualmente las metodologías para la identificación del sexo de muestras

antiguas utilizan huesos y dientes para la extracción del DNA (Hummel y Herrmann

1991; Faerman et al 1995; Stone et al 1996; y Faerman et al 1997). Uno de los métodos

utilizados con éxito para la identificación del sexo en restos antiguos ha sido el diseñado

por Faerman et al. 1995, y se basa en la amplificación de un fragmento del intrón I del

gen de la amelogenina, proteína de la matriz extracelular de los dientes, es considerada

esencial en la formación del esmalte dental (Salido et al 1992; Li W et al 1998; y Hart et

al 2002). Sabiendo que el alelo Y de este gen posee varias diferencias de secuencia en el

primer intrón, incluyendo una deleción de 189 nucleótidos (Nakahori et al 1991a;

Nakahori et al 1991b; y Akane et al 1991), estos investigadores diseñaron tres

iniciadores: uno común para el cromosoma X y para el cromosoma Y, los otros dos son

específicos para cada alelo. Con estos iniciadores se obtuvieron productos de

amplificación diferentes a partir de cada alelo. El tamaño del producto de amplificación

de la PCR para el cromosoma X fue de 330 bp (pares de bases) y para el cromosoma Y

rué de 218 bp (Figura Ib). Otro estudio con DNA extraído de huesos provenientes de

excavaciones arqueológicas, usado para la identificación del sexo es el realizado por

Stone et al (1996), este método se basa en las diferencias entre las copias X y Y de un

fragmento del exón 6 del gen de la amelogenina. Se diseñaron iniciadores para amplificar

este segmento, obteniendo productos amplificados del cromosoma X y Y, del mismo

tamaño (112 bp). El análisis de los productos obtenidos con la PCR se hizo por

hibridación con sondas específicas para el cromosoma X y Y utilizando un dot blot

Los cromosomas X y Y se han utilizado en otro tipo de estudios, por ejemplo: el

análisis del gen de la amelogenina del cromosoma X, permitió detectar la presencia de



mutaciones en su secuencia que provocan una enfermedad conocida como Amelogenesis

Imperfecta (AI), la cual se caracteriza por afectar el desarrollo normal del esmalte dental

(Salido et al 1992; María Lagerstrón-fermér et al 1993; Li W. et ai 1998; y Hart et al

2002). -Los microsatelites (pequeños segmentos repetidos en tándem, STRs) en el

cromosoma Y, han sido utilizados para analizar la herencia de origen paterno, lo cual

permitió estudiar la migración de individuos del sexo masculino. (Jeffrey et al 1997; y

Nebel etal 2000).

1. 4. Relación entre Sexo y Sacrificios Humanos

La identificación del sexo de una manera confiable permitirá responder a varias

interrogantes acerca del sacrificio de niños. Entre las más importantes destacan: ¿a qué

dioses se ofrendaban niñas y niños?, ¿se sacrificaban preferentemente niños de sexo

masculino?, ¿en qué fiestas se incluían niñas?. Obtener las respuestas a estas interrogantes

ayudará, por un lado, a tener un conocimiento más amplio acerca del contexto ceremonial y

ritual del sacrificio de niños que se realizaban dentro de la sociedad mexica. Por otro lado,

la investigación realizada en estos individuos por los antropólogos físicos señala que la

mayoría de ellos eran aquejados por diversos padecimientos (Román 1990) ¿de qué se

enfermaban unos y otros? es decir, el establecer una diferenciación sexual de manera segura

ayudaría a conformar un cuadro paleoepidemiológico diferencial sobre los problemas de

salud y enfermedad que padecían los niños y las niñas, en razón de sus actividades

distintivas, como es el caso de ayunos, autosacrifícios y penitencias.
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II. OBJETIVO GENERAL

Identificar el sexo de restos óseos prehispánícos de la zona arqueológica de

Tlatelolco, pertenecientes a individuos infantiles que fueron sacrificados a los dioses de la

lluvia del panteón mexica.

Para cumplir esto se propusieron los siguientes objetivos particulares,

1.- Obtener DNA de los restos óseos analizados en este estudio.

2.- Purificar el DNA previamente extraído para eliminar contaminantes que interfieran

con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

3.- Amplificar el DNA por la técnica de PCR utilizando iniciadores para un fragmento del

intrón I ÚQ\ gen de la amelogenina.

FALLA DE ORIGEN



III. MATERIALES Y MÉTODOS

3.1. Muestra de Estudio

Los restos óseos que se utilizaron en este estudio fueron excavados entre 1987 y

1989 en el sitio arqueológico de Tlatelolco (Figura 2a), como parte del proyecto Templo

Mayor (Guilliem 1996). Este depósito mortuorio se localizó bajo la plataforma frontal del

templo R, que está situado en la esquina suroeste de la actual zona arqueológica de

Tlatelolco. Fue edificado paralelamente a la cuarta etapa constructiva del Templo Mayor de

Tlatelolco (1428-1467 d. C) y dedicado al dios del viento Ehécatl-Quetzalcoátl, dios tutelar

del templo R. De este complejo mortuorio se recuperaron 41 esqueletos, de los cuales 35

correspondieron a individuos subadultos y 6 a adultos (Figura 2b). Î a edad aproximada de

estos individuos fue estimada por los arqueólogos que excavaron los restos, basándose en

su tamaño aparente (Guilliem 1996). Posteriormente se realizó un estudio morfométrico de

los restos de los individuos subadultos basándose fundamentalmente en la morfología

dental (J. A, Román, comunicación personal). De los 41 individuos recuperados en esta

zona arqueológica se analizaron 30 individuos infantiles, 3 adolescentes y 1 adulto.

Algunas características de los individuos analizados en este estudio se muestran en las

tablas ly 2.

TABLA 1 Muestra de los restos óseos trabajados en el laboratorio,

proporcionados por el museo del Templo Mayor para estandarizar el método

de identificación del sexo

Sitio

arqueológico

Palacio Nacional

Donceles 99

Pozohuacan

Tlatelolco

Tlatelolco

Tlatdoíco

Entierro

Icala21

I

Individuo 2

7

20

31

Edad

aproximada

Adulto (R)

Adulto (R)

Adulto (R)

15 años ± 36

meses. (R)

15 años ± 36

meses. (R)

23 aftos, <R)

Estado del

Esqueleto

Completo

Completo

Completo

Incompleto

Incompleto

Completo

Hueso

utilizado

Costilla

Vértebra

lumbar

Vértebra

Vértebra

Vértebra

Vértebra
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Nota: La letra en negrita dentro del paréntesis significa quien determinó la edad del

individuo.

(R) = Antropólogo Físico Juan Alberto Román

(G) - Arqueólogo Salvador Guilliem Arroyo

TABLA 2. Restos óseos infantiles utilizados en el presente trabajo datos

tomados de: (Guilliem 1996)

Ofrenda y

Entierro

Of. Ia ent. 17

Of. 2 ent 16

Of. 2 ent 23

Of 2 ent 24

Of. 2 ent 25

Of. 3 ent,, 10

Of. 3 ent 15

Of 3 ent,, 21

Of 4 ent 1

OC5 ent 11

Of, 5 ent 12

Of, 5 ent 22

Of. 7 ent. 2

Depósito del

entierro

Olla

Suelo

Olla

Olla

Olla

Olla

Suelo

Olla

En una

estructura de

madeta.

Olla

Olla

Olla

Olla

Edad

aproximada

Neonato ± 2

meses (R)

6 años ± 24

meses (R)

1 año (G)

6 meses ± 3

meses (R)

3 años ± 3

meses (R)

Neonato (G)

4 años (G)

laño(G)

2 años ± 8

meses (R)

9 meses ± 3

(R)

2 años (G)

2 años ± 8

meses (R)

1,5 años ± 6

meses (R)

Estado del

Esqueleto

Incompleto

Completo

Completo

Completo

Completo

Incompleto

Completo

Incompleto

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Huesos utilizados

2 costillas izquierdas

y 2 derechas

Vértebra dorsal y

costilla

3 costillas izquierdas

2 costillas izquierdas

y 2 derechas

2 vértebras dorsales

y 2 cuerpos de

vértebras dorsales

2 costillas izquierdas

y 2 derechas

Vértebra lumbar y

costilla

2 costillas derechas

y 1 izquierda

Costilla derecha y

vértebra dorsal

3 costillas derechas

Vértebra y costilla

2 vértebras lumbares

Vértebra y costilla
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Of, 8 ent 3

O£ 8 ent. 28

Of 9 ent 4

Of. 10 ent, 26

Of 11 ent, 35

Of. 14 ent 27

Of 14 ent 40

Of 19 ent. 19

Of 19 ent 38

Of 20 ent 32

Of. 20 ent. 33

Of 20 ent. 39

O£ 22 ent.34

Of. 23 ent 36

Ent. 8

Ent 9-1

Ent 29

Ent. 30

Olla

Olla

Olla

Olla

Olla

Suelo

Olla

Suelo

Olla

Suelo

Suelp

OUa

Suelo

Olla

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

8 años ± 30

meses (R)

6 años (G)

11 años ± 30

meses (R)

2 afios (R)

1 año ± 4

meses <R)

I año ± 4

meses (R)

6 meses ± 3

meses (R)

4 años ± 12

meses (R)

6 meses ± 3

meses (R)

2 años ± 8

meses

I año (G)

Neonato t. 2

meses (R)

2 años (R)

1,5 años ± 6

meses (R)

2 años ± 8

meses (R)

± 3 años

<R)

1 año ± 4

meses (R)

4 años ± 12

meses (R)

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Completo

Incompleto

Completo

Completo

Incompleto

Incompleto

Completo

Completo

Vértebra lumbar y

costilla

2 vértebras dorsales

Vértebra dorsal

Costilla izquierda y 2

vértebras dorsales

3 costillas izquierdas

Véitebra y Costilla

Costilla

Véitebra y 2 costillas

izquierdas

3 costillas izquierdas

3 costillas derechas

3 costillas derechas

2 costillas izquierdas

y 2 derechas

3 costillas izquierdas

Costilla

Vértebra y costilla

Costilla

2 costillas derechas

Costilla
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3.2. Limpieza de las Muestras

Uno de los problemas más frecuentemente enfrentados en estudios como el presente

es la contaminación con DNA actual de quienes han excavado, manejado y estudiado los

huesos. Para evitar los problemas de contaminación las muestras fueron limpiadas con un

cepillo dental previamente lavado con una solución de HC1 0.1N e irradiado con luz

ultravioleta, se utilizó un cepillo dental para cada muestra. Posteriormente se eliminó la

capa de la superficie externa raspándola con una navaja nueva y estéril, utilizando una

navaja para cada uno de los huesos limpiados. Las navajas después de ser utilizadas son

desechadas. Posteriormente las muestras son sometidas a irradiación con luz ultravioleta

durante un minuto para destruir el DNA adherido a su superficie. Los huesos ya limpios se

molieron en un mortero hasta obtener un polvo fino, todos estos procedimientos se llevaron

a cabo en una campana de flujo laminar horizontal equipada con filtro IÍEPA 3 îm.

En todos los experimentos se utilizó material desechable nuevo y estéril. Durante

todo el proceso de limpieza y el molido del hueso se usó bata limpia, guantes nuevos, cofia

y cubrebocas estéril para evitar la contaminación con DNA actual,

3.3. Estandarización de la Metodología

La primera etapa de este trabajo consistió en llevar a cabo una estandarización del

método de identificación del sexo utilizando DNA humano. Para ello fue necesario extraer

el DNA de muestras de sangre de individuos vivos (Miguel Angeí, dilusión de DNA

1:1000). Para determinar las condiciones óptimas de la PCR se probaron diferentes

concentraciones de reactivos tales como el magnesio, los iniciadores, los dNTPs

(desoxirribonucleótidos trifosforilados) y la enzima, también se probaron distintas

temperaturas de alineacióa

En la segunda etapa, se aplicó el método estandarizado con DNA moderno a la

identificación del sexo de restos óseos, previamente sexados mediante un análisis métrico y

morfológico. Para esta paite del estudio se utilizaron restos óseos prehispanicos de 4

individuos adultos y 2 adolescentes provenientes de las excavaciones de Palacio Nacional,

Donceles 99, Pozohuacan y Tlatelolco (Tabla 1).
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3.4. Técnicas de Extracción y Purificación de DNA

Los métodos para extraer DNA a partir de tejidos están bien establecidos

(Sambrook et al 1989; Hóss y Paabo 1993; y Ausbel 1994) y se han utilizado con

pequeñas variaciones en un sinnúmero de casos. Sin embargo el DNA de restos óseos

provenientes de excavaciones arqueológicas presenta problemas peculiares, diferentes de

los tejidos de organismos vivos. En nuestro caso se introdujeron variantes en algunos

factores críticos que afectan la extracción del DNA, de modo que nos permitió definir las

condiciones óptimas para las muestras de este estudio en particular.

Método Muñoz et al. en preparación

El método de extracción más frecuentemente usado fue proporcionado por

Lourdes Muñoz (lab. Genética, CBSTVESTAV, IPN). Se basa en la propiedad del fenol

para desnaturalizar las proteínas que se encuentran unidas al DNA, y la posterior

precipitación de DNA con etanol absoluto (Sambrook et al 1989) En una segunda etapa

se purificó el DNA por medio de electroforesis en geíes de agarosa utilizando la técnica

comercial de Gene-Clean. A continuación se describe la técnica con detalle.

Se pesó en un matraz Erlenmeyer 1 g de polvo de hueso y se le adicionaron 8 mL

de buffer de extracción (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 0.1 M, SDS 0.5 %), se colocó en

un baño de agitación a 37°C durante 1 hora y después 2 horas a una temperatura de 50°C,

Posteriormente se agregaron 8 mL de fenol pH 8.0 y se agitó durante 10 minutos, se

centrifugó a 14200 x g, a 4°C, en una centrífuga Beckman J2-MC (rotor JS-13.1) durante

10 minutos. Se recuperó la fase superior y se adicionaron 5 mL de la mezcla fenol pH

8.0 + cloroformo + acetato de sodio 3 M pH 5.2 (10:9:1, v/v/v), se centrifugó a 14200 xg,

se recuperó la fase superior y se adicionaron 2 volúmenes de etanol absoluto más 1 mL

de acetato de sodio 3 M pH 5.2. Se agitó por inversión suavemente y se guardó a -20 °C

durante toda la noche, al otro día se centrifugó a 14200 xg, se desechó el sobrenadante y

se resuspendió la pastilla en 10 mL de etanol al 70%, se centrifugó a 14200 xg, se secó

al vacío 15 minutos, se recuperó con 50 pL de agua ultrapura (18.2 MQ megaomhs) y se

guardó la solución a -20 °C.
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Uno de los problemas metodológicos más frecuentemente encontrados en los

estudios con DNA antiguo es la presencia de substancias contaminantes que inhiben la

amplificación del DNA mediante la PCR y deben ser previamente eliminadas de los

extractos de DNA, El DNA extraído por la técnica de Muñoz generalmente presenta un

color amarillento debido a la presencia de contaminantes (Figura 3), por lo que el DNA

debe ser purificado antes de utilizarlo como molde en la reacción de amplificación.

Técnica de purificación utilizando el kit Gene-Clean (Bio101)

Método de purificación que se basa en la afinidad del DNA por la sílica en

presencia de agentes caotrópicos tal como el ioduro de sodio (Nal) (Vogelsteín y

Gillespie 1979; y Sambrook eí ¿z/.. 1989), a continuación se describe la técnica.

Se realizó una electroforesis en una cámara (Horizon 58, Gibco BRL), al DNA

extraído en un gel de agarosa al 1%, se adicionaron 50 uL de DNA, y 25 ul de colorante

(azul de bromofenol al 1 % + glicerol) se corrió el gel a 116 volts con buffer TAE IX

(Tris-acetato 0.04 M- EDTA 0.001 M, pH 8.0). Terminada la corrida se tiñó el gel con

bromuro de etidio (0.5 ug/mL), se cortaron las bandas vistas bajo luz ultravioleta.

Se adicionaron tres volúmenes de NalóM, se calentó en bafiomaríaa55°C hasta que

se disolvió la agarosa, se agregaron 5 \íL de sílica (glassmilk). Se incubó a temperatura

ambiente 5 minutos con agitación cada 1 o 2 minutos. Se centrifugó a 12000 xg en una

microcentriíuga durante 5 segundos, se lavó con 300 uL de la solución de lavado (new-

wash, etanol 95% + agua), se centrifugó a 12000 xg. Se repitió el lavado dos veces, se

centrifugó y se desechó toda la solución de lavado, se resuspendió en 10 ^L de agua

ultrapura, se centrifugó a 12000 xg durante 30 segundos y se recuperó el sobrenadante.

Se guardó el DNA extraído a -20 °C.

Método de Krings etal. (1997)

Método de extracción y purificación de DNA que se basa en la precipitación de

proteínas que se encuentran unidas al DNA, y en la afinidad del DNA por la sílica en

presencia de agentes caotrópicos como el isotiocianato de guanidina (Vogeístein y

Gillespie 1979; Hóss y Páábo 1993). El procedimiento empleado en esta técnica es el

siguiente, se pesaron 400 mg de polvo de hueso en un microtubo, se agregó 1 mL de



buffer de extracción (n-lauril sarcosina al 5%, EDTA 0.5 M pH 8.0) se agitó a

temperatura ambiente por 24 horas Se agregaron 10 jil de proteinasa k (10 mg/mL) y la

incubación continuó por otras 48 horas a 37°C. Se centrifugó a 12000 xg en una

microcentrífuga durante 5 minutos y se recuperó el sobrenadante. Se agregaron 500 \iL

de fenol pH 8.0, se centrifugó a 12000 xg y se recuperó la fase superior Se adicionaron

500 uL de una solución de fenol pH 8,0 + cloroformo + alcohol isoamílico (10/9/1, v/v/v)

y se centrifugó a 12000 xg. Se recuperó la fase superior y se colocó en un

microconcentrador Centricon-30 (amicon), se centrifugó a 12000 xg durante 12 minutos.

Se volteó el microconcentrador que contenía la membrana, se centrifugó a 12000 xg

durante 4 minutos y se recuperó en el tubo concentrador, se agregaron 40 \xL de sílica más

1 mL de isotiocianato de guanidina 5 M, Tris-HCl 0.1 M pH 7.4, se agitó por 15 minutos

a temperatura ambiente y se centrifugó a 12000 xg durante 2 minutos. Se lavó el

sedimento dos veces con 1 mL de etanol al 70 %. Se lavó con 1 mL de acetona, se secó

al vacío durante 5 minutos. Se disolvió el DNA en 50 uL de agua ultrapura calentando a

56°C por 10 minutos. Se centrifugó a 12000 xg durante 3 minutos, se recuperó el

sobrenadante y se almacenó a -20 °C.

Técnica de extracción usando la resina CheEex-100 (Bio-Rad).

El Chelex es una resina quetante con una alta afinidad por los metales

polivalentes. Singer-Sam et al. (1989) postulan que en presencia de la resina (Chelex) se

impide la degradación de DNA, porque atrapa los iones metálicos que pudieran actuar

como catalizadores de la ruptura del DNA a elevadas temperaturas en soluciones de baja

fuerza iónica (Walsh 1991; y Woodward et al 1994). La técnica consiste de los siguientes

pasos. En un tubo para microcentrífuga (1.5 mL) estéril se pesaron 5 mg de polvo de

hueso, se añadieron 500 uL de Chelex al 5 %, se agitó 1 minuto. Se incubó a 56°C

durante 15 minutos, se agitó en un vortex 1 minuto, se incubó a 95°C durante 10 minutos.

Se centrifugó a 12000 xg en una microcentrífuga durante 3 minutos, se recuperó el

sobrenadante y se guardó la solución a -20°C.

En cada una de las técnicas de extracción utilizadas en cada muestra,

simultáneamente se procesaba un fantasma de extracción (contiene todos los reactivos

utilizados para la extracción, excepto polvo de hueso). En todos los experimentos se

utilizaron micropipetas y puntas exclusivas para la extracción del DNA antiguo.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



3.5. Amplificación de Secuencias Específicas por PCR

Inicialmente se utilizaron los iniciadores diseñados por Faerman et al. 1995 para obtener

productos de 330 bp para el cromosoma X, y 218 bp para el cromosoma Y.

Debido a dificultades para la amplificación del producto del cromosoma X, se

procedió a diseñar iniciadores para la misma región del gen de la amelogenina, que

permitieran obtener productos de amplificación de menor tamaño; 192 pb para el

cromosoma X> y 158 pb para el cromosoma Y (Tabla 3)

TABLA 3. Secuencia de fos iniciadores utilizados

Iniciadores

M4 iniciador común

M5 cromosoma X

M6 cromosoma Y

COM iniciador común

XSP cromosoma X

YSP cromosoma Y

Secuencia

5 '-CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT 3 •

(495-515) Faerman ef al 1995

5 ' -TCTCCTATACCACTTAGTCACT 3 •

(369-696) Faerman etal 1995

5 • -GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT 3 •

(390-609) Faerman et al 1995

5 ' -GCTCATATTATACTTGACAAAGCA 3 '

(721-744) Modificado de Faerman et al. 1995

5 ' -GACGTCGGGTTTGAGGTTCTC 3 '

(731-922) Modificado de Vmrametal. 1995

5 ' -AGGTAAAATTACTAACTTTGGGCA3'

(5 87- 744) Modificado de Faerman et al. 1995

Tamaño del

producto

X:330 bp

Y:218bp

X:192 bp

Y:158bp

La reacción de amplificación se ílevó a cabo en un termociclador programable

Perkin Elmer 480, la mezcla de reacción contenía los reactivos mostrados en la tabla 4.

Las condiciones de la PCR son las siguientes: desnaturalización inicial de 94 ° C (5 min),

40 ciclos de amplificación con desnaturalización a 94°C (30 s.)3 alineación a 55°C (30

s.), extensión a 72°C (1 mía). Y extensión final a 72°C (7 min.), bajar a una

temperatura de 4 ° C.



TABLA 4. Reactivos utilizados en la PCR, iniciadores M4, M5 y M6

diseñados por Faerman etal. 1995

Reactivos

Concentración inicial

Buffer lOx

MgCI2 25 Mm

DNTPs 125mM

BSA 2.5 ng/pL

Iniciadores M4 2 5 pM

Iniciadores M5 2.5 yM

Iniciadores M6 2 5 pM

Taq. DNA polimerasa

fragmento Stoffel, 1.5 U/ |¿L.

Volumen adicionado

para 25 pL

2.5 uL

2,5 }aL

2,0 ]xL

0 5 pL

10 iiL

0 5 pL

0.5pL

0.15 viL

Concentración final

En 25 |iL

IX

25mM

OlmM

1 25{ig/]oL

0.2 uM

0,1 pM

0.1 pM

1.5U/jiL

parámetros para la PCR (Pelkin Elmer 480) utilizando los iniciadores COM,

XSP y YSP (tabla 5) fueron los siguientes: un volumen de 25 \ú9 con una temperatura de

desnaturalización inicial de 94 °C durante 5 minutos, 40 ciclos con una desnaturalización

94 °C (30 s.) alineación a 57 °C (30 s.) y extensión a 72 °C (1 mia). Una extensión final

a 72°C (7min.)9 temperatura final a 4 °C.
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TABLA 5. Mezcla de reacción para los iniciadores COM, XSP y YSP

diseñados en el laboratorio de Bioquímica tomando como base a

Faerman eí a/. 1995

Reactivos

Concentración inicial

Buffer 10X

MgCI2 25 mM

dNTPsl.25mM

BSA 2.5 pg/pL

Iniciadores COM 5 pM

Iniciadores XSP 5 pM

Iniciadores YSP 5 pM

Expand 3.5 U/pL

Volumen adicionado

para 25 pL

2 5 pL

15 pL

2 0 pL

0.5 pL

1,0 pL

0.5 pL

0,5 pL

0.3 pL

Concentración fina)

en 25 pL

IX

25mM

0.1 mM

125pg/pL

0,2 pM

OJpM

0.1 pM

lU/pL

Para disminuir ios riesgos de contaminación todos los reactivos de PCR fueron

separados en alícuotas y manejados por una sola persona, se utilizaron micropipetas

exclusivas para la PCR y puntas nuevas con filtro.

En cada experimento de PCR se incluyeron siempre un control negativo de

extracción, purificación y un control negativo de PCR (contiene todos los rectivos para el

PCR excepto DNA) para verificar la pureza de los reactivos utilizados. El experimento fue

rechazado si cualquiera de los controles negativos daba una señal positiva.
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3.6. Anáfisis de los Productos Obtenidos de la POR

Para medir el tamaño del fragmento obtenido de la PCR se realizó una

electroforesis en geles de poliacrilamida al 14 %, se cargaron 20 ]ih del producto de la

reacción y 3 pL de un patrón de referencia de fragmentos de DNA de tamaño conocido

(DNA de 4>X174 cortado con Hae XU). El gel se corrió a 116 volts, utilizando como buffer

de corrida TBE IX (Tris-borato 89 mM- EDTA 2 mM pH 8.0). Terminada la corrida el

gel se tiñó con bromuro de etidio (0.5 \ig/mlS) y se fotografío (Hoefer's Photo man) en un

transiluminador de luz ultravioleta. El tamaño aproximado de los productos de

amplificación se obtuvo por comparación con el estándar.

o™ >g
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IV. RESULTADOS

Los primeros resultados se obtuvieron con restos óseos prehispanicos de

individuos adolescentes y adultos utilizados para estandarizar la metodología (Tabla 6).

Los huesos utilizados para la extracción de DNA fueron manejados con una clave, sin

conocer el sexo previamente asignado a cada individuo. De los seis individuos analizados,

solamente en cuatro de ellos fue posible obtener DNA amplifícable para llevar a cabo la

identificación del sexo. En los cuatro casos los individuos analizados fueron identificados

como pertenecientes al sexo masculino por la presencia del producto de amplificación del

cromosoma Y (Figura 4), el sexo asignado previamente en el estudio antropológico

coincidió con el sexo identificado a partir del DNA obtenido de los restos óseos En tres

casos se obtuvo DNA amplifícable en dos extractos distintos. El porcentaje de éxito

obtenido en la asignación del sexo a estos individuos fue de 66.6 %,

TABLA 6. Resultados de la identificación del sexo de los individuos

utilizados para estandarizar las técnicas moleculares

Sitio

Arqueológico

Donceles 99

P Nacional

Pozohuacan

Tlatelolco

Tlatelolco

Tlateiolco

Entierro

1

1 cala 21

lnd.2

7

20

31

Chelex 5 %

+

-

-

-

+

Krings et al

1997.

_

-

-

-

Muñoz etat

en preparación

•f

-

+

—

-

—

Producto de

PCR

Y:218bp

Y:218bp

Y:218bp

Y: 158 bp

Y: 218 bp

Y:158 bp

Sexo

Masculino

No identificado

Masculino

Masculino

No identificado

Masculino



Los resultados obtenidos de la muestra de individuos infantiles de la zona

arqueológica se muestran en la Tabla 7. De los 31 individuos analizados, 27 individuos

fueron identificados como masculino, por la presencia del producto de amplificación del

cromosoma X y del cromosoma Y. En la figura 5 se muestra un ejemplo de los productos

de amplificación de cromosoma X y Y de un individuo analizado en este estudio, A los 4

individuos restantes no se les pudo asignar ningún sexo, debido a que no se obtuvo DNA

amplificabie. El porcentaje de éxito obtenido en la identificación del sexo a estos

individuos fue del 87.2 %. En algunos casos se realizaron 2 extracciones de un mismo

individuo utilizando la misma o diferentes técnicas obteniéndose el mismo resultado.

TABLA 7. Resultados de la asignación def sexo a los individuos de la

muestra en estudio mediante el análisis del DNA antiguo

Ofrenda

Entierro

Of Ia ent, 17

Of. 2 ent. 16

Of 2 ent ,23

Of 2 ent 24

Of. 2 ent 25

Of. 3 ent, 10

Of. 3 ent, 15

Of. 3 ent 21

Of 4 ent 1

Of 5 ent 11

Of, 5 ent, 12

Of.5 ent.22

Of.7ent,2

Of 8 ent, 3

Cheles 5 %

+

-

...

—

-

—

-

Krings ct al.

1997.

—

-

_

-

+ , -

+,+

+,+

-

+

+

Muñoz et al.

en preparación

—

+

+

+

+

_

-

Producto de

PCR.

X:192bp

Y: 158 bp

X: 192 bp

Y: 158 bp

Y:218bp

Y;218 bp

Y:218bp

Y:218bp

Y:158 bp

Y; I58bp

Y: 218 bp

X:192bp

Y:158bp

Y: 158 bp

X:192bp

Y:158 bp

Y:158bp

Y:158bp

Sexo

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino



Of, 8 ent 28

Of. 9 ent 4

Of 10 ent 26

Of 11 ent 35

Of, 14 ent 27

Of. 14 ent. 40

Of 19 ent 19

Of. 19 ent, 38

Of. 20 ent 32

Of 20 ent 33

O£ 20 ent 39

Of. 22 cnt34

Of 23 ent36

Ent 8

Ent, 9-1

Ent 29

Ent 30

Total: 31

+

-

—

—

—

—

—

—

-

-

-

-

2

—

—

—

+

+

+

+

+

+

—

+

-

_

-

18

+

+

+

-

—

+

+

+

+

+

-

-

-

-

-

17

X: 192 bp

Y: 158 bp

X: 192 bp

Y: 158 bp

X:192bp

Y:158bp

Y:158 bp

Y:158 bp

X; 192 bp

Y: 158 bp

X: 192 bp

Y: Í58bp

X:192bp

Y: 158 bp

X:192bp

Y: 158 bp

X:192bp

Y:158bp

X: 192 bp

Y: 158 bp

X: 192 bp

Y: 158 bp

Y:158 bp

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

No identificado

No identificado

No identificado

No identificado

27 masculinos

4 No identificados

+; se realizó la técnica de extracción correspondiente y el resultado de la PCR fue positivo.

- ; se realizó la técnica de extracción y el resultado de la reacción en cadena de la

polimerasa fue negativo.

El cuadro vacío significa que no se realizó la técnica de extracción.



Inicialmente se utilizó Chelex-100 para la extracción del DNA antiguo, pero el

porcentaje de éxito obtenido fue muy bajo. Utilizando la técnica diseñada por Muñoz y

colaboradores (artículo en preparación) de los 31 individuos analizados se logro extraer y

purificar el DNA antiguo de 17 individuos. El porcentaje de éxito en la extracción del DNA

antiguo amplifícable fue de 54.8 %. Con el método de Krings et al. (1997) se extrajo DNA

amplifícable de 18 muestras, el porcentaje de éxito obtenido fue de 58 % (Tabla 7).

En la tabla 8 se muestra la distribución de los individuos analizados por grupo de

edad de acuerdo a la clasificación de Hooton (1947). La mayoría de los individuos

infantiles pertenecían a la primera infancia, es decir que al momento de ser sacrificados

tenían una edad aproximada entre los 0 y 3 años.

TABLA 8. Tabla de edades utilizando la clasificación de Hooton 1947

Años

0-3 años Ia infancia

4-6 años 2' infancia

7-9 años 3* infancia

Adolescentes

Adultos

No, de individuos

24

5

1

3

1

Masculino

21

4

1

2

1

Femenino

-

-

-

-

-

No identificado

3

1

-

1

-•

Se compararon dos técnicas utilizadas para la identificación del sexo (tabla 9). Los

resultados obtenidos muestran grandes diferencias, debido a que con la técnica de Pompa

(1975), utilizada por el Antropólogo Físico Juan Alberto Román (comunicación personal),

la mayoría de los individuos identificados pertenecían al sexo femenino y solamente a 7 no

se les pudo asignar esta variable biológica, mientras que mediante el análisis del DNA

todos los individuos que fueron identificados pertenecen al sexo masculino y solamente 4

no pudieron ser sexados.



En la tabla 9 también se incluyeron los resultados del Arqueólogo Salvador

Guilliem Arroyo, quien solo se basó en la observación de los objetos asociados a los

entierros, solamente a 12 individuos se les pudo asignar el sexo: 8 masculinos y 4

femeninos. En comparación con las otras dos técnicas, el análisis de los objetos asociados a

los entierros, realizado por el arqueólogo paia asignar el sexo, presentó el número más alto

de individuos no identificados.

TABLA 9. Tabla comparativa de los resultados obtenidos de la identificación

del sexo, basada en la evidencia arqueológica (Guilliem 96), características

morfológicas (Pompa 75) y el análisis molecular del DNA antiguo.

Técnica

Guilliem 96

Pompa 75

Este trabajo

Masculino

8

6

27

Femenino

4

18

0

No identificado

19

7

4



V. DISCUSIÓN

En este estudio utilizando los esqueletos infantiles provenientes de la zona

arqueológica de Tlatelolco, se identificó el sexo de todos los restos óseos examinados que

pudieron ser sexados como masculino. Sin embargo algunos individuos examinados en este

estudio no se les pudó identificar el sexo debido a la ausencia de los productos de

amplificación del cromosoma X y Y, Ya que las técnicas empleadas no permiten obtener un

resultado positivo con todas las muestras analizadas, frecuentemente hay que recurrir a

varias técnicas para obtener DNA amplificable. En este estudio se utilizaron tres técnicas de

extracción distintas (Walsh et al. 1991; Krings et al 1997 y Muñoz et al, en preparación) y

una de purificación (Gene-Clean) que habían sido previamente estandarizadas en el

laboratorio de Bioquímica (Dra. Angélica González Oliver).

La mayoría de los investigadores que han realizado estudios con DNA antiguo han

encontrado que muchos de los extractos contienen un poderoso inhibidor de la PCR (Páá'bo

et al 1989; Hóss y Páábo 1993; Hagelber 1994; TUTOS 1994 y Faerman et al 1995), En este

trabajo se probaron diferentes cantidades de polvo de hueso (1 g, 0.5g, 0.1 y 0.01 g ver

metodología) con el objetivo de disminuir los inhibidores que copurifícan con el DNA

extraído, ya que se considera que hay una relación directa entre la cantidad de muestra y los

inhibidores (Faerman et al 1995). Otra medida utilizada para disminuir las sustancias

inhibidoras en la PCR fue utilizar diferentes volúmenes de extractos de DNA (ifiL, 3|aL,

9\iL) para cada una de las muestras estudiadas. Faerman et al 1995 sugieren que el

volumen de extracto de DNA en la PCR debe proporcionar un balance óptimo entre las

concentraciones de DNA y de inhibidores. En cada experimento se incluyó un control de

contaminantes (DNA control + extracto de hueso) para verificar el grado de inhibición, y si

era necesario, diluir el extracto de DNA; esta medida resuelve el problema para algunas

muestras, sin embargo al diluir los extractos también se disminuye la concentración del

DNA. En varios casos el efecto inhibitorio puede ser suprimido o disminuido añadiendo

albúmina sérica de bovino (BSA) en el coctel de amplificación al unirse a las impurezas que

inhiben a la polimerasa (Páabo et al. 1993 y Hagelber 1994). Sin embargo ninguna de las

medidas utilizadas logró suprimir el efecto inhibidor cuando existía una alta concentración

de los inhibidores en los extractos de DNA antiguo.

La edad aproximada de los individuos utilizados en este estudio se analizó a través
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del análisis morfométrico de los esqueletos (Román, comunicación personal), de acuerdo

con la clasificación de Hooton (1947) (tabla 8). La mayoría de los individuos sacrificados

tenían una edad entre 0 y 3 años, este resultado concuerda con los relatos de las fuentes del

siglo XVI que mencionan que las víctimas de los sacrificios a los dioses de ia lluvia y del

maíz eran individuos de corta edad.

En opinión de Broda (1971) "Los sacrificios de niños seguían el mismo plan que los

demás sacrificios humanos: las víctimas eran la personificación viva de los dioses; en este

caso, se tomaban niños para representar a los "dioses pequeños", los Tlaloques. Por otro

lado González (1985) dice: "Las víctimas correspondían al sexo y a la edad del dios que

estaban representando". Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con la idea

de que las víctimas seleccionadas para el sacrificio fueron una personificación viva de los

dioses a quien fueron ofrecidas, en este caso en particular individuos del sexo masculino

para Ehécatl-Quetzalcoátl que era un dios masculino.

Se compararon los resultados obtenidos por dos técnicas de sexamiento (tabla 9), el

análisis molecular del DNA antiguo y la utilización de características morfológicas (Pompa

1975, técnica realizada por el antropólogo físico Juan Alberto Román), y la observación de

objetos asociados a la ofrenda (Guilliem 1996). El resultado obtenido por el análisis

mlecular del DNA antiguo mostró que todos los individuos que fueron identificados

pertenecían al sexo masculino, mientras que la técnica de Pompa (1995) los identifica como

femeninos, este resultado debe ser tomado con cierta reserva. Puesto que varios

investigadores sugieren que los métodos usados en osteología humana no permiten la

identificación del sexo de restos óseos infantiles y adolescentes recuperados de excavaciones

arqueológicas con un alto grado de confíabilidad (Bass 1971; Ubelaker 1974; Pompa 1975;

Sundick 1977;Weaverl980yBrown 2000).

El porcentaje obtenido en la asignación del sexo de restos óseos infantiles usando

la evidencia arqueológica como base para asignar esta variable biológica fue de 38 %, con

la técnica de Pompa (1975) de 77.4 %, y utilizando el DNA antiguo el porcentaje en la

identificación del sexo fue de 87.2 %. La evidencia arqueológica mostró que los entierros

frecuentemente son acompañados por una variedad de objetos y los arqueólogos asumen

que estos objetos indican el sexo de los individuos sacrificados. Brown 2000 sugiere que

las suposiciones de los arqueólogos acerca de que objetos podrían ser apropiados para

hombres y mujeres pueden ser muy diferentes de la idea de las sociedades en análisis. El



porcentaje obtenido en éste trabajo, en la identificación del sexo mediante el análisis del

DNA molecular mostró que las técnicas moleculares pueden ser utilizadas con ventaja

sobre los métodos osteológicos en algunos restos óseos que no pueden ser sexados

osteológicamente como por ejemplo: en individuos infantiles, adolescentes y en casos de

adultos donde el esqueleto este incompleto. Varios investigadores (Faerman et al 1995;

Stone et al. 1996; Faerman et al. 1997; Vernesi et al. 1999 y Brown 2000) sugieren que

las técnicas moleculares son la mejor alternativa para la asignación de esta variable

biológica con un alto nivel de confianza en los casos antes mencionados

Para asegurar la confíabilidad de los resultados obtenidos y minimizar el riesgo de

contaminación con DNA actual, se tomaron todas las medidas de precaución necesarias en la

limpieza y preparación de las muestras, la extracción y purificación del DNA, así como en la

realización de la PCR. En cada experimento de extracción y purificación de DNA se

incluyeron controles de extracción y purificación. Al realizar la técnica de PCR se

incluyeron controles negativos y los controles de extracción correspondientes. Todos los

controles de extracción y de purificación que se realizaron en los experimentos de las tablas

6 y 7 fueron siempre negativos indicando la ausencia de una contaminación con DNA

moderno.

Para corrobar los resultados obtenidos en el presente trabajo se realizaron

extracciones de vértebra y costilla del mismo esqueleto, la extracción se realizó con dos

técnicas diferentes obteniendo un resultado idéntico en la mayoría de las muestras. Se

verificó la autenticidad de los fragmentos amplificados por secuenciación directa del

cromosoma X y Y de algunas muestras (Dra. Angélica González Oliver, Laboratorio de

Bioquímica de la Facultad de Ciencias). El hecho de que los restos infantiles fueron

identificados como masculinos permite descartar contaminación con DNA de quien realizó

todos los experimentos, porque la mayoría de las muestras fueron manejadas exclusivamente

por una mujer.



VI. CONCLUSIONES

1.- Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las técnicas basadas en el análisis

del DNA antiguo, abren nuevas alternativas pata responder a problemas que con las

técnicas osteológicas tradicionales era difícil y a veces hasta imposible contestar.

2.- De los individuos analizados todos los que fueron identificados mediante el análisis del

DNA pertenecen al sexo masculino.

3.- Este resultado concuerda con lo citado en las fuentes del siglo XVI de que los

individuos sacrificados eran la personificación viva de la deidad a quien fueron inmoladas,

en este caso en particular individuos del sexo masculino para el dios del viento Ehécatl-

Quetzalcoátl que fue un dios masculino.
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Gen de la amelogenina

Eximes J

Figura la: Exones encontrados en el gen de la amelogenina, Hart P. S et al. 2002.
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Extraccción de DNA total
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Figura 3 : Extracción de DNA total por el método de Muñoz et al (2001), gel de agarosa
al 1% teñido con bromuro de etidio, Caniles 1-3: extractos de DNAs antiguos Canil 4;
marcador estándar X / Hind III
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Productos de amplificación del cromosoma Y utilizando
los iniciadores M4, M5 y M6 Faerman et al. 1995
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Figura 4: Gel de poliacriíamida al 14 % teñido con bromuro de etidio, mostrando el
producto de amplificación del cromosoma Y (218 bp) de un resto óseo prehispánico de
Tlatelolco. Carriles 1,2,4-6: Productos de amplificación del cromosoma Y
Caniles 3? 7; Extractos de DNA sin amplifica!,, Carril 8K DNA contemporáneo control
(Miguel Ángel) Carril 9: Marcador estándar 0xl74/Hae III
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Productos de amplificación del cromosoma X y Y utilizando
los iniciadores COM, XSP y YSP
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Figura 5: Productos de amplificación del cromosoma X (192 bp) y Y (158 bp)
de un Individuo infantil, analizados en un gel de poliacrilamida al 14% teñido
con bromuro de etidio Carril í Producto de amplificación del cromsoma X.
Carril 2 : Producto de amplificación del cromosoma Y.
Carril 3: Productos de amplificación del cromosoma X y Y
Carril 4: DNA contemporáneo control (Miguel Ángel). Carril 5: Control de
contaminantes. Carril 6 Marcador estándar 0xl74/Hae III.
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