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RESUMEN

En el presente trabajo se identificé el sexo de los restos dseos de individuos
infantiles recuperados de la zona arqueologica de Tlatelolco utilizando una técnica basada
en la amplificacién de regiones especificas (intrén I) de los alelos divergentes del
cromosoma X y Y del gen de 1a amelogenina.

Se seleccionaron esqueletos de 30 individuos infantiles, 3 adolescentes y 1 adulto,
de un depdsito mortuorio localizado bajo la plataforma frontal del Templo R que estd
situado en la esquina suroeste de la actual zona arqueolégica 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-Quetzalcoétl, quien era
considerado une de los Tlalogues, deidades ayudantes de Tlaléc. La evidencia
arqueoldgica encontrada en el complejo ceremonial muestra que los entierros fueron
depositados simultdneamente y ofrendados como un acto de sacrificio en honor de los
Tlaloques, en este caso a Ehécatl-Quetzalcdatl.

Se estandarizaron tres métodos de extraccion y purificacién del DNA antiguo asi
como las condiciones de amplificacién mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa.

El andlisis de los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa se hizd con
electroforesis en geles de poliacrilamida. Dependiendo del tamafio del producto de la PCR
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 bioldgica, debido a que no se obtuvo
producto de amplificacion de la PCR,

Estos resultados concuerdan con lo escrito en las fuentes del siglo XVI de que las
victimas seleccionadas eran la personificacion viva de la deidad a la que iban a ser
sacrificadas. En ¢l caso de los Tlaloques, los niftos fueron frecuentemente seleccionados
para personificar estas pequefias deidades. Estos resultados sugieren que esta

personificacion también incluye una seleccion sexual de las victimas,



I. INTRODUCCION

1. 1. Problematica General de los Sacrificios de Infantes

Las fiestas del calendario mexica constituian un complejo sistema ritual y uno de
los aspectos mas sobresalientes de la vida en el México antiguo (Broda 1979).

La preocupacién fundamental del culto mexica giraba alrededor de la tluvia y de la
fertilidad de la tierra, seglin es de esperar en una cultura que tiene su sustento basico en la
agricultura. Estos fenémenos naturales -las {luvias que hacen crecer las plantas y son la
condicién 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
Tlaloc (Broda 1982). Para rendirle culto se establecieron ceremonias que se regian por un
calendario solar llamado xihuitl, el cual se dividia en 18 "meses” de 20 dias y 5 dias al final
denominados "inutiles" o nemontemi. A cada uno de los 18 meses compuestos de 20 dias
en que estaba dividido el calendario correspondia una o varias ceremonias dedicadas a
alguna o a varias deidades, y tenian un fin previamente determinado; por ejemplo, propiciar
la Hegada puntual de la lluvia y controlar su escasez o su exceso, conjurar la sequia,
fertilizar la tierra. Es notorio, desde luego, el predominio de los ritos consagrados a los
dioses relacionados con el agua y los "mantenimientos” (la tierra y los cultives); por
gjemplo, en siete de los dieciocho meses adoraban especificamente a los Tlaloques
(Gonzélez 1985).

Los sacrificios humanos eran una pieza clave en las ceremonias de peticién de
lluvias entre la poblacién mexica, la espectacularidad y el cardcter comunal eran sus
caracteristicas mas importantes. Los sacrificios se efectuaban en momentos criticos en que
habia peligro de un desajuste de la energia del cosmos y, por 1o tanto, de que sobreviniera
el caos; la mayer parte de los momentos criticos coincidian con el ciclo de la naturaleza que
era recurrente. Esta recurrencia de los fendmenos de la naturaleza era prevista por los
sacerdotes utilizando el calendario anual de 365 dias, que marcaba con precision el
momento en que debian efectuarse los ritos destinados especialmente a la prevencidn 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 sélo se indicaba el dia del afio



en el que debia efectuarse sino también la hora del dia y de la noche, que tenfan que
coincidir con la deidad o Ia funcién del rito. Todos los sacrificios se efectuaban en lugares
especiales que reunieran un requisito basico: el de ser sagrados, caracteristica que adquirian
porque en ellos se podia establecer la comunicacién con la deidad. La naturaleza sagrada de
estos sitios era permanente porque tenian alguna particularidad especial, tal es el caso de
nacimientos de agua, cspides de cerros, remolinos de agua, cruces de caminos, o por haber
realizado en ellos alguna consagracion. En los sitios sagrados casi siempre habia una
imagen antropomorfica o simbdlica (Gonzélez 1985). En honor de Tlaloc y de los dioses
del maiz se sacrificaban muchos nifios cuya edad aumentaba conforme la planta del maiz
iba creciendo; de igual manera la edad de ciertas victimas femeninas aumentaba 2 medida
que avanzaba el afio (Gonzdlez 1985). Cuando las lluvias se retrasaban, lo cual ocasionaba
fuertes y prolongadas sequias, se pensaba que era porque los Tlalogues estaban ofendidos
por algin motivo y, como castigo, se las habfan llevado. Para aplacar sus fuerzas
destructoras y congratularse con ellos durante ciertas épocas del afio se les hacian
sacrificios de nifios de distintas edades, desde los nifios de "teta" hasta los de ocho afios
(Roméan 1990).

1.1.1 Informacion de las Fuentes

Los cronistas del siglo XVI coinciden en mencionar que entre los antiguos
mexicanos existia la costumbre de comprar nifios a lo largo del afio y sacrificarlos en las
distintas fechas que sefialaba su calendario ritual. Son variadas las menciones de los
cronistas que dan cuenta de esta practica y algunos de cllos realizan una detallada
descripcion de estos rituales, principalmente el dedicado al dios mexica de la fluvia, Tldloc
y sus ayudantes los Tlaloques. Por ejemplo: Sahagin (1975) afirma que el sacrificio de
nifios se realizaba durante los primeros cuatro meses del calendario: atlcahualo,
Hacaxipehualiztli, tozoztontli y huey tozoztli {febrero, marzo, abril y mayo actuales).

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

tenian por dioses de la llwvia, de su hermana la diosa del agua Chalchivhtlicue; y a

honra del gran sacerdote o dios de los vientos Quetzaleéatl. Mataban muchos nifios

de teta, comprdndolos a sus madres; escogian aquellos que tenian dos remolinos en

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

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



agua. A los nifios que mataban los vestian con ricos atavios para levarlos a
matar, y los llevaban en unas literas sobre hombros y las literas estaban adornadas
con plumajes y con flores: iban tafiendo, cantando y bailando delante de ellos.
Cuando levaban a los nifios a matar si Hloraban y echaban muchas ldgrimas, los
que los levaban se alegraban, porgue tomaban prondstico de que habian de tener
muchas aguas en ese afio (Sahagun 1975 77).

Al tercer mes llamaban tozoztontli: en el primer dia de este mes hacian fiesta al
dios llamado Tldloc, que es dios de las lluvias. En esta fiesta mataban muchos
nifios sobre los montes; los ofrecian en sacrificio a este dios y a sus compaiieros

para gue les diesen agua (Sahagtin 1975: 79-80).

Existen detalles interesantes en relacion con el ritual del sacrificio de los niilos,
‘Sahagan (1975) menciona que a los nifios que iban a ser sacrificados los ataviaban con
- collares y brazaletes de piedras preciosas, los adomaban con tocados de plumas y les
pintaban la cara con ulli liquido, ademds les colocaban alas de papel, insignias que en
opinién de Broda (1979) eran las tipicas de los dioses de la Hluvia, los Tlalogues (Roman
1990},

Otra fiesta dedicada al ciclo ritual del maiz y de la estacién de lluvias principiaba
con el mes indigena de etzalcualiztli, correspondiente a fines de mayo principios de junio.
En esta fiesta se sacrificaba un representante vivo de Tldloc y de su esposa Chalchiuhtlicue
~la diosa de la laguna y del agua dulce (Broda 1982).

Segtin Duran (1967: I 171) En el mes etzalcualiztli, En la fiesta de Tldloc habia también
conmemoracion y colecta del agua, se sacrificaba una niiia vestida de azul que
degollaban en la laguna grande a honor y reverencia de Chalchiuhcueye (diosa de
las fuentes y rios). En opinion de Sahagiin en este mes hacian 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 lamados Tlaloques,
por cuya honra los mataban en su mismo cu (palacio). Acabado de matar a éstos,
fuego tomaban todas las ofrendas de papel, y plumajes y piedras preciosas y
chalchihuites, y los llevaban a un lugar de la laguna que llaman Pantitian. También

llevaban los corazones de todos los que habian muerto, metidos en una olla
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Hlamada mixcomitl, "vasija de nubes”, pintada de azul y tefiida con ulli en cuatro
partes (Sahagin 1975: 82, 118).

Fray Bemardo de Benavente (1979: 35-36) afirma, que en los pueblos que habia sefiores

Durén

principales, que a su casa Hamaban palacio, sacrificaban un nifio y una nifia de
edad de hasta tres o cuatro arfios; éstos no eran esclavos, sino hijos de principales,
y este sacrificio se hacia en un monte en reverencia de un idolo que declfan que era
el dios del agua y que les daba la llwvia, y cuando habia falta de agua le pedian a
este idolo. A estos nifios inocentes no les sacaban el corazén, sino los degollaban y
envueltos en mantas los pontan en una caja de piedra como lucillo antiguo, y los
dejaban asi por la honra de aquel idolo, a quien ellos tenian por muy principal
dios. En México este mismo dia salian y llevaban en una barca muy pequefia un
nrifio y una nifia, y en medio del agua de la gran laguna los ofrecian al demonio, y
alli los sumergian con la acalli o barca, y los que los llevaban se volvian en otras
barcas mayores. Cuando el maiz estaba a la rodilla (mes tozoztli), compraban
cuatro nivios esclavos de edad de cinco o seis afios y los sacrificaban a Tldloc, dios
del agua, poniéndolos en una cueva, y la cerraban hasta otro afio que hacian lo
mismo. Este cruel sacrificio tuvo principio de un tiempo que estuvo 4 aflos que no
lHlovié y apenas quedd cosa verde en el campo, y para aplacar el demonio del agua,

su dios Tldloc, y porque lloviese, le ofrecian aguellos cuatro nifios.

{1967: 1 81- 84) menciona que Tldloc, al cual en toda la tierra tenian gran
veneracidn y temor y a cuya veneracion se¢ ocupaba toda la tierra generalment.
Caia este idolo en una de las fiestas sefialadas de su calendario, a la cual Hamaban
huey tozoztli. Enderezdbase esta fiesta para pedir buen afio, a causa de que ya el
maiz que habian sembrado estaba todo nacido. Tomaban un nifio de seis o siete
afios lo metian en una litera, por todas partes cubierto, que nadie no le viese, lo
ponian en los hombros de los principales y, puestos todos en ordenanza, iban cono
en procesion hasta el lugar del patio (que se encontraba en la cumbre del cerro), al
cual tugar Hamaban tetzacualco. Y llegados alli, delante la imagen del idolo Tldloc
mataban aquel nifio, dentro en la litera, que nadie no le veia, al son de muchas

bocinas y caracoles y flawtitlas. Mataban este nifio los mismos sacerdotes de este



idolo. Acabado de poner la comida venian los sacerdotes que habian degoliado
aquel nifio, con la sangre en un lebrillejo y el principal de ellos, con un hisopo en la
mano, el cual lo remojaba en aquella sangre inocente y rociaba al idolo y a toda la
ofrenda y toda la comida, y si alguna sangre sobraba, ibase al idolo Tldloc y le
lavaban la cara con ella y el cuerpo y todo aguellos idolillos sus compafieros y el
suelo. Acabada la ofrenda del monte y todo lo que dicho es, se apresuraban los
sefiores a descender a la celebracién y santificacion de las aguas que aguel mismo
dia se hacian en la laguna y en todas las fuentes y manantiales y en todas las
sementeras, haciendo sus sacrificios y ofrendas. Los grandes sacerdotes y
dignidades, muy vestidos de pontificial, como dicen, sacaban una nifia de siete o de
ocho afios, metida en un pabelldn, que no le veia nadie, tapada de todas partes, a la
manera que los sefiores habian llevado el nifio al monte; a la misma manera estos

| sacerdotes sacaban esta niila en hombros, metida en aquel pabellon, toda vestida
de azul, que representaba la laguna grande y todas las demds 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 nifta, asi
dentro en su pabellén y, con una fisga de matar patos, la degollaban y escurrian la
sangre en el agua. Acabada de escurrir, la arrojaban en el agua en derecho de
aquel sumidero (laguna de Pantitlan), dicen que se la tragaba, de suerte que nunca
mds aparecia. Acabada de echar la nifia, llegaban los reves a ofrecer en sus
canoas, unos en pos de otros, y todos los sefiores. Y ofrecian tantas riguezas de
Joyas, piedras y collares, en tanta abundancia, como en el monte habian ofrecido,
echdndolo todo en la laguna, en el mismo lugar que hablan echado la nifia, donde
cada afio echaban tanta cantidad de oro y piedras y joyas que era maravilla (Durén
1967, 85-88).

Duran (1967: 159-165) menciona que también se sacrificaban nifios, en la fiesta tepeilhuit
que quiere decir fiesta de cerros’’. El cerro Popocatzin (el cerro humeador), a este
cerro reverenciaban los indios antiguamente por el mds principal cerro de todos
los cerros; también sacrificaban algunos nifios este dia y algunos esclavos y los
ofrecian en los templos y en presencia de la masa en que fingian la imagen de este

cerro y de los demds, muchas mazorcas de maliz fresco y comida y copal y entraban



Duran

a las cumbres de los cerros a encender lumbres y a incensar y quemar de aquel
copal y hacer algunas ceremonias que ordinariamente hacian

Otro cerro reverenciado era el Iztac Cihuatl, que quiere decir "mujer blanca™, era
la Sierra Nevada, a la cual ademds de tererla por diosa y adoraria por tal, la
tenian en las ciudades sus templos y ermitas, muy adornadas y reverenciadas,
donde tenian la estatua de esta diosa. Y no solamente en los templos, pero en una
cueva que en la misma sierra habia. Estaba muy adornada y reverenciada, con no
menos reverencia que en la ciudad, donde acudian con ofrendas y sacrificios muy
de ordinario, teniendo junto a si, en aquella cueva, mucha cantidad de idolillos
(Tlalogues). A la Sierra Nevada llevaban dos nifios pequefios y dos nifias, 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 sefiores y
principales otro presente de coronas de pluma y camisas de myjer y enaguas y
Joyas y piedras ricas y de mucha comida. Estaban en lo dspero de esta sierra dos
dias metidos haciendo las ceremonias a esta diosa con grandes plegarias y
sacrificios, ayunando todos agquel dia principal un ayuno muy guardados y

Higuroso,

afirma que también hacian la fiesta al aire, bajo de este nombre Ehécatl. A este
Ehécatl le haclan grandes ofrendas y sacrificios, especialmente en un dia de la
semana que tenian que le llamaban Ehécatl que quiere decir viento. Temiendo el
zumbido de los drboles 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. Asi ellos creian hablaba, luego andaban a las ofrendas y los
sacrificios a Ehécatl para aplacarle, y los ayunos y las oraciones rogdndole 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 (Durédn 1967; 170).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

10




Es interesante notar que el dios del viento, Ehécatl, tenia también una multitud de
pequefios servidores, fos Ehecatotontin, que tenfan su morada en las montafias (Soustelle,
1940, p. 48) citado por Broda 1971. Ehécatl pertenecia al grupo de los Tlalogues (Broda
1971). Ehécat] barria los caminos del cielo a los dioses de las aguas, era quien p(_)dia

generar los vientos buenos o malos por los cuatro rumbos de ia tierra (Guilliem 1996).

1.1.2, Evidencia Arqueoldgica

Hasta fechas recientes, sélo se contaba con los datos de las fuentes escritas y las
representaciones de los cédices para el estudio de la problematica de los sacrificios de
nififos, sin que se hubiese tenido la oportunidad de corroborarlos arqueolégicamente
debido a la escasez de evidencias que habfa proporcionado el registro arqueolégico; 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 pahorama mds concreto
sobre el tema. El primero de estos descubrimientos ocurrié ¢n la esquina noroeste del
edificio del Templo Mayor de Tenochtitlan, lugar donde se encontré una ofrenda {ofrenda
No. 48) que contenia los restos de cuarenta y dos individuos infantiles y un conjunto de
materiales asociados simbdlicamente con el mundo acudtico de la cosmovisién mexica:
arena marina, jatras de piedra con la efigie del dios Tlaloc, conchas, caracoles, pigmento
azul, cuentas de piedra verde, copal y posibles recipientes de calabaza (Romédn 1990,
Roman y Torre 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
gjecufores de los mandatos de Tlaloc y que fueran poseedores de la Huvia, ha llevado a
inferir que el hallazgo de la ofrenda No. 48 representa un sacrificio de nifios en honor a
estos "ministros pequefios de cuerpo”. Los sacrificios de nifios segin las fuentes del siglo
XVI se efectuaban en las cumbres de las montafias que rodean a la cindad de México -
Tenochtitlan. Por lo tanto no resulta extrafio encontrar una ofrenda con esqueletos de nifios
en ¢l Templo Mayor si lo relacionamos con el simbolismo del edificio. El templo era
considerado simbdlicamente como un cerro sagrado en el cual junto a Huitzilopochtli,
moraban Tldloc y sus "ministros pequefios”, los Tlaloques (Roman 1990; Roman y Torre
Blanco 1998).
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El segundo hallazgo se localizd frente a la plataforma de la fachada principal del
denominado templo R, dedicado al culto dei dios Ehécatl-Quetzalcodtl en el sitio
arqueologico de Tlatelolco. El complejo ceremonial presentd elementos vinculados con
los dioses del agua, del maiz, de la tierra, del fuego y del viento (Guilliem 1996). De la
cerdamica rescatada de este complejo mortuorio, sobresalié del conjunto una ofla pintada de
azul, color tipico de los dioses de la Hluvia, segin 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 Tlaloc. Otras piezas significativas fueron los pendientes elaborados en obsidiana que
representan cabezas de pato estilizadas y su analogia mas obvia es la méscara bucal de
Ehécatl (Guilliem 1996).

La tGinica escuitura encontrada durante Ia exploracién del complejo ceremonial, fue
precisamente la de Ehécatl, depositada justo al centro y por debajo de la plataforma de
acceso, Fista fue tallada en basalto gris y representa al dios en posicién sedente con las
piernas recogidas hacia el cuerpo y con los brazos por encima de las rodillas. Su rostro
esta mirando fijamente hacia el frente, porta la caracteristica mascara bucal y ademds
tiene un pequeito gorro conico. También se encontraron ofiendas de animales marinos que
muestran la presencia del mar como la expresién absoluta del agua y de la fertilidad en
opinién de Broda {1982).

El tipo de sacrificio utilizado en estas ceremonias se detecté a partir de los restos
Oseos, donde la decapitacion, desmembramiento y mutilacion al igual que los objetos
asociados, como fue €l caso de las navajillas de obsidiana incrustadas en las cervicales de
algunos sujetos, revelaron su presencia irrefutable. En algunos restos dseos no fue posible
detectar huellas de sacrificio, pero sf la presencia de restos dseos con collares y brazaletes
(Guilliem 1996).

. Gracias a las evidencias presentadas, tanto de andlisis arquitectonico del templo de

Ehécatl en Tlatelolco y su relacién contextual con las distintas etapas constructivas del
templo mayor de Tenochtitlan, asi como del anilisis de las ofrendas y entierros excavados
en ambos edificios, es posible sugerir que el complejo ceremonial fue depositado durante
la gran sequia de 1454 d. C., como respuesta a un acto violento de la naturaleza que
provocd una gran mortandad por hambre entre la poblacion mexica (Guilliem 1996),

El dltimo hallazgo ocurrié en el subsuelo de la Catedral Metropolitana, en el centro

de la ciudad de México. Corresponde a una ofrenda que contenia los restos 0seos de 3
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individuos infantiles y objetos que se asocian con las deidades del agua, tales como
pigmento azul, cuentas de piedra verde y comales de ceramica, restos 0seos de guajolote y
codorniz y una placa de cerdmica con una decoracion que sugiere ¢l emblema de los dioses
Tialoques. El andlisis osteolégico aporté una serie de datos que coinciden con los
contenidos en las fuentes. Los restos Oseos rescatados de estos sitios arqueolégicos
pertenecian a nifios cuyas edades fluctuaban entre los dos y los ocho afios de edad (Roman
y Torre Blanco 1998).

1. 2. La ldentificacién del Sexo en Infantes

Los primeros estudios para la identificacion del sexo en individuos infantiles se
centraron en la forma y caracteristicas de la pelvis infantil, tal es el caso de los trabajos de
Reynolds (1945) y de Boucher {1957), (citados por Romén 1990), quienes examinaron la
pelvis de fetos, de recién nacidos y de individuos hasta de un afio de edad con técnicas
radiolégicas. Posteriormente, sobre la radiografia efectuaron una serie de medidas y
calcularon algunos indices y dngulos. Los resultades de estos andlisis sugieren que
efectivamente existen diferencias sexuales en los esqueletos de los individuos infantiles.

Otro estudio que intentd establecer las diferencias sexuales que pudieran existir en
los esqueletos infantiles es el de Hunt y Gleiser (1955), (citado por Romdn 1990), sin
embargo su aplicacidn no es posible cuando se trata de esqueletos provenientes de
excavaciones arqueologicas. Esto se debe a la dificultad o, mejor dicho, a la imposibilidad
de determinar la edad -6sea utilizando el carpo de los esqueletos (Sundick 1977, citado por
Romén 1990), ya que los huesos de tamafio pequefio se destruyen con facilidad y cuando
son recuperados, es dificil su identificacion,

Las técnicas morfométricas utilizadas por Reynolds (1945); Hunt y Gleiser (1955),
y Boucher (1957) para la identificacion del sexo, presentan resultados con un bajo
porcentaje de eficiencia y confiabilidad en nifios vivos. Si la asignacién correcta de esta
variable es dificil en infantes vivos, 1a identificacidn del sexo en restos dseos infantiles
mediante las caracteristicas morfologicas es mas problematica € incierta. Uno de los
estudios mas interesantes es el efectuado por Pompa (1975) citado por Roman (1990),
quien observo el comportamiento de tres caracteres morfologicos en huesos coxales de
adultos y posteriormente efectio una prueba del comportamiento de dos de esos caracteres

en iliacos de individuos infantiles.
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M4s recientemente, Weaver (1980) citado por Roman (1990) intenté encontrar
diferencias sexuales entre los esqueletos infantiles. Este investigador analizé 153 iliacos de
individuos de edad y sexo conocido, a cada hueso le tomo seis medidas y a partir de ellas
calculd tres indices. Por otra parte realizo la observacién de un cardcter no métrico, la
elevacion de la superficie auricular. Ninguno de los {ndices mostrdé diferencias sexuales
estadisticamente significativas, en contraste, el caricter no métrico llegd a tener una
precision 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 sefiala, el grado de confiabilidad de

gste Gltimo caracter debe ser comprobado con el estudio de una muestra mas grande.

1. 3. La Identificaciéon del Sexo en Restos Humanos desde la Perspectiva de
la Biologia Molecular

Tradicionalmente ¢l sexo de los restos dseos de individuos adultos rescatados en
las excavaciones arqueoldgicas es identificado a través del analisis morfométrico y en
ocasiones por los objetos que los acompafian. Desafortunadamente, la utilizacién de las
caracteristicas morfolégicas 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). Ademds, la
mayoria de las técnicas morfométricas propuestas para la identificacion del sexo en restos
oseos infantiles se basan en mediciones o reconstrucciones que dificilmente pueden ser
realizadas en huesos secos o desarticulados provenientes de las excavaciones
arqueoldgicas (Romén 1990). Esta problemaética origind que por bastante tiempo la
asignacién de esta variable haya sido considerada casi como imposible por los
antropOlogos fisicos, impidiendo responder a varias interrogantes acerca de los sacrificios
de nifios.

Con el avance en los métodos moleculares, se dieron las primeras evidencias de
que Ia informacion genética podria persistir en materiales antignos. La primera clonacién
exitosa de DNA proveniente de un tejido animal, reportada por Higuchi et al. (1984), fue
la clonacién de secuencias de DNA mitocondrial de la extinta quagga, un miembro de la
familia del caballo. Esto representa la primera recuperacion de secuencias de DNA
informativa filogenéticamente de un espécimen de museo y permitid 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 clonacién pueden ser utilizadas con ciertas limitaciones, debido a
que requieren grandes cantidades de DNA de buena calidad; que no puede ser extraido de
todos los restos éseos recuperados de las excavaciones arqueoldgicas. Posteriormente con
la invencidn y avances de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), fue posible
superar las limitaciones de los estudios de clonacion y aplicar esta nueva tecnologia al
andlisis del DNA antiguo (P#iibo 1989).

Uno de los usos importantes de la PCR ha sido la introduccion de esta
metodologia a la identificacién del sexo de restos humanos, amplificando regiones
especificas de los alelos divergentes del cromosoma X y Y del gen de la amelogenina
(Figura 1%). Actualmente las metodologias para la identificacion del sexo de muestras
antiguas utilizan huesos y dientes para la extraccion del DNA (Hummel y Herrmann
1991; Faerman ef al. 1995; Stone et al, 1996; y Faerman ef al. 1997). Uno de los métodos
utilizados con éxito para la identificacién del sexo en restos antiguos ha sido el disefiado
por Faerman ef al. 1995, y se basa en la amplificacién de un fragmento del intrén I del
gen de la amelogenina, proteina de la matriz extracelular de los dientes, es considerada
esencial en la formacion del esmalte dental (Salido e af. 1992, Li W et ol 1998, y Hart et
al. 2002). Sabiendo que el alelo Y de este gen posee varias diferencias de secuencia en el
primer intrén, incluyendo una delecion de 189 nucledtidos (Nakahori er al. 1991%;
Nakahori et al. 1991b, y Akane ef al. 1991), estos investigadores disefiaron tres
iniciadores: uno comun para el cromosoma X y para ¢l cromosoma Y, los otros dos son
especificos para cada alelo. Con estos iniciadores se obtuvieron productos de
amplificacion diferentes a partir de cada alelo. El tamafio del producto de amplificaciéon
de la PCR para el cromosoma X fue de 330 bp (pares de bases) y para ¢l cromosoma Y
fue de 218 bp (Figura 1b). Otro estudio con DNA extraido de huesos provenientes de
excavaciones arqueoldgicas, usado para la identificacién del sexo es el realizado por
Stone et al. (1996), este método s¢ basa en las diferencias entre las copias X y Y de un
fragmento del ex6n 6 del gen de la amelogenina. Se disefiaron iniciadores para amplificar
este segmento, obteniendo productos amplificados del cromosoma X y Y, del mismo
tamafio (112 bp). El andlisis de los productos obtenidos con la PCR se hizo por
hibridacion con sondas especificas para el cromosoma X y Y utilizando un dot blot.

Los cromosomas Xy Y se han utilizado en otro tipo de estudios, por gjemplo: €l

analisis del gen de la amelogenina del cromosoma X, permitio detectar la presencia de
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mutaciones en su secuencia que provocan una enfermedad conocida como Amelogenesis
Imperfecta (Al), la cual se caracteriza por afectar el desarrollo normal del esmalte dental
{Salido et al. 1992; Maria Lagerstron-fermer ef al. 1993; Li W. ef al. 1998; y Hart et al.
2002). Los microsatelites (pequefios segmentos repetidos en tandem, STRs) en el
cromosoma Y, han sido utilizados para analizar la herencia de origen paterno, o cual
permitié estudiar la migracioén de individuos del sexo masculino. (Jeffrey ef al. 1997; y
Nebel et al. 2000).

1. 4. Relacion entre Sexo y Sacrificios Humanos

La identificacion del sexo de una manera confiable permitira responder a varias
interrogantes acerca del sacrificio de nifios. Entre las mas importantes destacan: ;a qué
dioses se ofrendaban nifias y nifios?, ;se sacrificaban preferentemente nifios de sexo
mascuiino?, ; en qué fiestas se inclufan nifias?. Obtener las respuestas a estas interrogantes
ayudard, por un lado, a tener un conocimiento mas amplio acerca del contexto ceremonial y
ritual del sacrificio de nifios que se realizaban dentro de la sociedad mexica. Por otro lado,
la investigacidn realizada en estos individuos por los antropdlogos fisicos sefiala que ia
mayoria de ellos eran aquejados por diversos padecimientos (Romén 1990) ;de qué se
enfermaban unos y otros? es decir, el establecer una diferenciacion sexual de manera segura
ayudaria a conformar un cuadro paleoepidemioldgico diferencial sobre los problemas de
salud y enfermedad que padecian los nifios y las nifias, en razén de sus actividades

distintivas, como es el caso de ayunos, autosacrificios y penitencias.
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If. OBJETIVO GENERAL

Identificar el sexo de restos dseos prehispanicos de la zona arqueologica de
Tlatelolco, pertenecientes a individuos infantiles que fueron sacrificados alos dioses de la

Huvia del pantedén mexica.
Para cumplir esto se propusieron los siguientes objetivos particulares,
1.- Obtener DNA de los restos 0seos analizados en este estudio.

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

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

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

intron I del gen de la amelogenina.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestra de Estudio

Los restos 6seos que se utilizaron en este estudio fueron excavados entre 1987 y
1989 en el sitio arqueoldgico de Tlatelolco (Figura 2%), como parte del proyecto Templo
Mayor (Guilliem 1996). Este depdsito mortuorio se localizd bajo la plataforma frontal del
templo R, que estd situado en la esquina suroeste de la actual zona arqueologica 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-Quetzalcodtl, 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). La edad aproximada de
estos individuos fue estimada por los arquedlogos que excavaron los restos, basndose en
su tamafio aparente (Guilliem 1996). Posteriormente se realizé un estudio morfométrico de
los restos de los individuos subaduitos basindose fundamentalmente en la morfologia
dental (J. A, Romén, comunicacién personal). De los 41 individuos recuperados en esta
zona arqueoldgica se analizaron 30 individuos infantiles, 3 adolescentes y 1 adulto.
Algunas caracteristicas de los individuos analizados en este estudio se muestran en las
tablas 1y 2.

TABLA 1. Muestra de los restos dseos trabajados en el laboratorio,
proporcionados por el museo del Templo Mayor para estandarizar el método
de identificacion del sexo

Sitio Entierro Edad Estado del{ Hueso
arqueolégico aproximada | Esqueleto utilizado
Palacio Nacional | I cala 2] 1 Adulto (R) Completo Costilla
Donceles 99 I Adulto (R) Completo Vértebra
ismbar
Pozohuacan Individuo 2 Adulio (R) Completo Vértebra
Tlatelolco 7 15 afios & 36 | Incompleto Vértebra
meses. (R)
Tlateloleo 20 15 afios * 36 [ Incompleto Véricbra
meses. (R}
Tiateloleo 31 23 afios. (R) | Completo Vériebra
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Nota: La letra en negrita dentro del paréntesis significa quien determind la edad del

individuo.

(R) = Antropélogo Fisico Juan Alberto Romén

(G) = Arquedlogo Salvador Guilliem Arroyo

TABLA 2. Restos 6seos infantiles utilizados en el presente trabajo datos

tomados de: (Guilliem 1996)

Ofrenda y i Depésite  del | Edad Estado del | Huesos utilizados
Entierro entierro aproximada | Esqueleto
Of 1" ent. 17 | Olla Neonato % 2| Incompleto | 2 costillas izquierdas
| meses (R) {¥ 2 derechas
Of. 2 ent. 16 | Suclo 6 atios + 24 | Completo Yértebra dorsal y
meses (R) costilla
Of 2 ent. 23 | Olla Tadio (G) | Completo | 3 costillas jzquierdas
Of. Zent. 24 (Ola 6 meses = 3| Completo 2 costillas izquierdas
meses {R) v 2 ‘derechas
Of 2 ent 25 | Olla 3 afios * 3 [Completo 2 vértebras dorsales -
meses (R) y 2 cuerpos de
| véttebras dorsales
1Of 3 ent. 10 | Olla Neonsto (G) | Incompleto {2 costillas izquierdas:
152 dercchas
Of 3 ent 15 | Swlo 4 afios (G) Completo | Vértebra lumbar v
| costilla
Of 3 ent.21 [Olla 1 afio{G) Incompleto | 2 costillas derechas
v 1izquisrda
Ofd et 1 |En wna |2 afios + 8| Complcto | Costilla derecha y.
estructura  de | meses(R) vértebradorsal |
madeta.
JO£ 5 ent. 11 | Olls 9 meses + 3 | Completo 3costillas derechas
(R}
Of. 5 ent. 12 | Olla 2 afios {G) Completo Vértebra y costilla
Of Sent 22 (Olla 2 atos % 8{ Completo 2 vértebras lumbares
meses (R}
Of. 7 ent. 2 Olla 1.5 aftos * 6] Conapleto Vértebra y costilla
meses (R)
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Of 8 ent. 3 Olfa 8 afios + 30 | Completo Vértebta lumbar y
meses (R) costilla

Of 8§ ent, 28 | Olla éafios () | Completo 2 vértebras dorsales

Of 9 ent. 4 Olla 11 anos + 30 | Completo Vértebra dorsal
meses (R)

Of 10ent. 26 | Oila 2 afios (R) | Completo Costilla izquiezda y 2

vértebras dorsales

Of 1tent. 35 |Olla 1 ano = 4{Completo 3 costillas izquicrdas
meses (R)

Of 14 ent 27 | Suelo 1 ano + 4] Completo Vértebra y Costilla
meses (R)

Of 14 ent. 40 | Olla 6 meses t 3| Completo Costilla
meses (R)

Of 19ent. 19 | Suelo 4 anos = 12 { Completo Véstebra v 2 costillas
meses (R) izquicrdas

Of 19ent. 38 [Olla 6 meses = 3 { Completo 3 costillas izquierdas
meses (R)

Of 20ent. 32 | Suelo 2 afigs = § ] Completo 3 costillas derechas
aeses

Of 20ent. 33 | Suelp 1 aiio (G) Completo 3 costillas derachas

Of 20ent. 39 | Olla Necnato = 2 | Incompleto | 2 costillas izquierdas
meses (R) y 2 dergchas

Of 22ent.34 |} Suvelo 2afos (R) {Completo |3 costillas izquicrdas |

Of 23 ent. 36 | Olla 11.5ati08 = 6| Completo | Costilla
meses (Rj

Ent. 8 Suclo 2 afios = 8 | Incompleto | Vértebra y costilla
meses (R)

Ent, 9-1 Suelo + 3 afios | Incompleto | Costills
®

Eat. 29 Suelo 1 asio = 4}Completo ]2 costillas derechas
meses (R)

Ent, 30 Suelo 4 atios * 12 | Compieto Costilla
meses {R)
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3.2. Limpieza de las Muestras

Uno de los problemas mas frecuentemente enfrentados en estudios como el presente
es la contaminacién con DNA actual de quienes han excavado, manejado v estudiado los
huesos. Para evitar los problemas de contarninacién las muestras fueron limpiadas con un
cepillo dental previamente lavado con una solucion de HCl 0.IN e irradiado con luz
ultravioleta, se utilizd un cepilio dental para cada muestra. Posteriormente se eliminé la
capa de la superficie externa raspandola 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 irradiacién con luz ultravioleta
durante un minuto para destruir el DNA adherido a su superficie. Los huesos ya limpios s¢
molieron en un mortero hasta obtener un polvo fino, todos estos procedimientos se Hevaron
a cabo en una campana de flujo laminar horizontal equipada con filtro HEPA 3pm.,

En todos los experimentos se utilizd material desechable nuevo y estéril. Durante
todo el proceso de limpieza y el molido del hueso se usé bata limpia, guantes nuevos, cofia

y cubrebocas estéril para evitar la contaminacién con DNA actual.

3.3. Estandarizacién de 1a Metodologia

La primera etapa de este trabajo consistié en llevar a cabo una estandarizacién del
método de identificacion del sexo utilizando DNA humano, Para ello fue necesario extraer
¢l DNA de muestras de sangre de individuos vivos (Miguel Angel, dilusion de DNA
1:1000). Para determinar las condiciones. optimas de la PCR se probaron 'diferentes
concentraciones de reactivos tales como el magnesio, los iniciadores, los dNTPs
(desoxirribonucledtidos trifosforilados) v la enzima, también se probaron distintas
temperaturas de alineacién.

En la segunda etapa, se aplicé el método estandarizado con DNA moderno a la
identificacion del sexo de restos 6seos, previamente sexados mediante un analisis métrico y
morfolégico. Para esta parte del estudio se utilizaron restos 6seos 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 Extraccion y Purificacion de DNA

Los meétodos para extraer DNA a partir de tejidos estin bien establecidos
(Sambrook er al. 1989; Hoss y Padbo 1993; y Ausbel 1994) y se han utilizado con
pequefias variaciones en un sinnimero de casos, Sin embargo el DNA de restos 6seos
provenientes de excavaciones arqueologicas presenta problemas peculiares, diferentes de
los tejidos de organismos vivos. En nuestro caso se introdujeron variantes en algunos
factores criticos que afectan la extraccion del DNA, de modo que nos permitié definir las

condiciones 6ptimas para las muestras de este estudio en particular.

Método Muiioz et al. en preparacion

El método de extraccion maés frecuentemente usado fue proporcionado por
Lourdes Muiioz (lab. Genética, CINVESTAYV, IPN). Se basa en la propiedad del fenol
para desnaturalizar las proteinas que se encuentran unidas al DNA, y la posterior
precipitaciéon de DNA con ctanol absoluto (Sambrook ef a/. 1989) En una segunda etapa
se purificé ¢l DNA por medio de electroforesis en geles de agarosa utilizando la técnica
comerctal de (Gene-Clean. A continuacion se describe la técnica con detalle.

Se pesé en un matraz Erlenmeyer 1 g de polvo de hueso y se le adicionaron 8 mL
de buffer de extraccién (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 0.1 M, SDS 0.5 %), se colocé en
un bafio de agitacién a 37°C durante 1 hora y despues 2 horas a una temperatura de 50°C.
Posteriormente se agregaron 8 mL de fenol pH 8.0 y se¢ agité durante 10 minutos, se

“centrifugd a 14200 x g, a 4°C, en una centrifuga Beckman J2-MC (rotor JS-13.1) durante
10 minutos. Se recuperd 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/iv/v), se centrifugd a 14200 xg,
se recuperd la fase superior y se adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto mas 1 mL
de acetato de sodio 3 M pH 5.2. Se agit6 por inversién suavemente y se guardé a -20 °C
durante toda la noche, al otro dia se centrifugd a 14200 xg, se desechd ¢! sobrenadante y
se resuspendié la pastilla en 10 mL de etanol al 70%, se centrifugd a 14200 xg, se secod

al vacio 15 minutos, se recuperd con 50 pl. de agua ulirapura (18.2 MQ megaombhs) y se

guardo la solucion a -20 °C.
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Uno de los problemas metodologicos mas frecuentemente encontrados en los
estudios con DNA antiguo es la presencia de substancias contaminantes que inhiben la
amplificacion del DNA mediante ia PCR y deben ser previamente eliminadas de los
extractos de DNA. El DNA extraido por la técnica de Mufioz generalmente presenta un
color amarillento debido a la presencia de contaminantes (Figura 3), por lo que ¢l DNA

debe ser purificado antes de utilizarlo como molde en la reaccién de amplificacién.

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

Método de purificacion que se basa en fa afinidad del DNA por la silica en
presencia de agentes caotrdpicos tal como el ioduro de sodio (Nal} (Vogelstein y
Gillespie 1979; y Sambrook et /. 1989), a continuacion se describe la técnica,

Se realizd una electroforesis en una cdmara (Horizon 58, Gibco BRL), al DNA

extraido en un gel de agarosa al 1%, se adicionaron 50 pL de DNA, y 25 ul de colorante
(azul de bromofenol al 1 % + glicerol) se corrié el gel a 116 volts con buffer TAE 1X
(Tris-acetato 0.04 M- EDTA 0.001 M, pH 8.0). Terminada la corrida se tifi6 el gel con
bromure de etidio (0.5 pg/mL), se cortaron las bandas vistas bajo luz ultravioleta.
Se adicionaron tres voliimenes de Nal 6 M, se calentd en bafio maria a 55°C hasta que
se disolvid la agarosa, se agregaron 5 pl de silica (glassmilk). Se incub6 a temperatura
ambiente 5 minutos con agitacién cada 1 o 2 minutos. Se centrifugé a 12000 xg en una
microcentrifuga durante 5 segundos, se lavé con 300 nl. de la solucién de lavado (new-
wash, etanol 95% + agua), se centrifugd a 12000 xg. Se repiti6 €l lavado dos veces, se
centrifugd v se desechd toda la solucién de lavado, se resuspendid en 10 pl de agua
ultrapura, se centrifugd a 12000 xg durante 30 segundos y se recuperé el sobrenadante.
Se guard6 el DNA extraido a -20 °C.

Método de Krings ef al. (1997)

Método de extraccion y purificacion de DNA que se basa en la precipitacion de
proteinas que se encuentran unidas al DNA, y en la afinidad del DNA por 1a silica en
presencia de agentes caotropicos como ¢l isotiocianato de guanidina (Vogelstein y
Gillespie 1979; Hoss y Padbo 1993). El procedimiento empleado en esta técnica es el
siguiente, se pesaron 400 mg de polvo de hueso en un microtubo, se agregdé 1 mL de
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buffer de extraccion (n-lauril sarcosina al 5%, EDTA 0.5 M pH 8.0) se agité a
temperatura ambiente por 24 horas. Se agregaron 10 ul de proteinasa k (10 mg/mL) y la
incubacién continué por otras 48 horas a 37°C. Se centrifugé a 12000 xg en una
microcentrifuga durante 5 minutos y se recuper¢ el sobrenadante. Se agregaron 500 pl
de fenol pH 8.0, se centrifugd a 12000 xg y se recuperd la fase superior. Se adicionaron
500 uL de una solucién de fenol pH 8.0 + cloroformo + alcohol isoamilico (10/9/1, viviv)
y se centrifugd a 12000 xg. Se recuperd la fase superior y se colocé en un
microconcentrador Centricon-30 (amicon), se centrifugé a 12000 xg durante 12 minutos.
Se volteé €l microconcentrador que contenfa la membrana, se centrifugé a 12000 xg
durante 4 minutos y se recuperd en el tubo concentrador, se agregaron 40 pL de silica mas
1 mL de isotiocianato de guanidina 5 M, Tris-HC1 0.1 M pH 7.4, se agit6 por 15 minutos
a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 xg durante 2 minutos. Se lavd el
sedimento dos veces con 1 mL de etanol al 70 %. Se lavé con 1 mL de acefona, se secod
al vacio durante 5 minutos. Se disolvié el DNA en 50 uL de agua ultrapura calentando a
56°C por 10 minutes. Se centrifugd a 12000 xg durante 3 minutos, se recupero el

sobrenadante y se almacené a -20 °C,

Técnica de extraccion usando la resina Chelex-100 (Bio-Rad).

El Chelex es una resina quelante con una alta afinidad por los metales
polivalentes. Singer-Sam et a/. (1989) postulan que en presencia de la resina (Chelex) se
impide la degradacién de DNA, porque atrapa los iones metélicos que pudieran actuar
como catalizadores de la ruptura del DNA a elevadas temperaturas en soluciones de baja
fuerza idnica (Walsh 1991; y Woodward er o/, 1994). La técnica consiste de los siguientes
pasos. En un tubo para microcentrifuga (1.5 mlL) estéril se pesaron 5 mg de polvo de
hueso, se afiadieron 500 pl. de Chelex al 5 %, se agité 1 minuto. Se incubd a 56°C

durante 15 minutos, se agitd en un vortex 1 minuto, se incubd a 95°C durante 10 minutos.
Se centrifugd a 12000 xg en una microcentrifuga durante 3 minutos, se recuperd el
sobrenadante y se guardé la solucién a -20°C.

En cada una de las técnicas de extraccidon utilizadas en cada muestta,
simultineamente se procesaba un fantasma de extraccién {contiene todos los reactivos
utilizados para la extraccién, excepto polvo de hueso). En todos los experimentos se

utilizaron micropipetas y puntas exclusivas para la extraccion del DNA antiguo.
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3.5. Amplificacion de Secuencias Especificas por PCR

Inicialmente se utilizaron los miciaderes disefiados por Faerman ef @/, 1995 para obtener

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

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

procedié a disefiar iniciadores para la misma regién del gen de la amelogenina, que

permitieran obtener productos de amplificacidn de menor tamafio; 192 pb para el

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

TABLA 3. Secuencia de los iniciadores utilizados

{587-744) Modificado de Facrman e# al. 1995

Iniciadores Secuencia Tamaiio del!
producto
M4 tniciador comyin 51" .CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT 3!
(495-515) Faerman et al. 1995
M3 cromosoma X 5'-TCTCCTATACCACTTAGTCACT 3 X330 bp
(369-696) Facrman et al. 1995
M6 cromosoma Y 5'-GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT 3 Y:2i8bp
(390-609) Facrman et al. 1995
COM iniciador comr 5'.GCTCATATTATACTTGACAAAGCA 3*
_ (721-744) Modificado de Facrman et af. 1993
%8P cromosoma X 5'-GACGTCGGGTTTGAGGTTCTC 37 X:192bp
(731- 922} Modificado de Faerman et al. 1995
YSP cromosoma Y 57 -AGGTAAAATTACTAACTTTGGGCA3" |[Y:138bp

La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un termociclador programable

Perkin Elmer 480, 1a mezcla de reaccion contenia los reactivos mostrados en la tabla 4.

Las condiciones de 1a PCR son las siguientes: desnaturalizacion inicial de 94°C (5 min),

40 ciclos de amplificacién con desnaturalizacion a 94°C (30 s.), alineacion a 55°C (30

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

temperatura de 4°C.
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TABLA 4. Reactivos utilizados en la PCR, iniciadores M4, M5 y M6
disefiados por Faerman ef al. 1995

# Reactivos Volumen adicionade | Concentracion final
Concentracién inicial para 25 pL En25ul
Buffer 10x 2.5 L X
MgCE2 25 Mm 125 uL 25mM
DNTPs 125mM 20 uL 01 mM
BSA 2.5 ughl 105 pL 125 pg/ml
Iniciadores M4 2.5 oM 1.0 ub 02 M

¥ Iniciadores M5 2.5 nM 05 uL 0.1 uM

# Iniciadores M6 2.5 1M 0.5ul 01uM
Taq. DNA  polimerasa

Jfragmento Stoffel. 1.5 U/ pL. {015 uL 1.5 UMRL

Los parametros para la PCR (Pelkin Elmer 480) utilizando los iniciadores COM,
XSP y YSP (tabla 5) fueron los siguientes: un volumen de 25 pl, con una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, 40 ciclos con una desnaturalizacion
94 °C (30 s.) alineaciona 57 °C (30 s.) y extension a 72 °C (1 min.). Una extension final

a 72°C (7 min.), temperatura finala 4 °C,
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TABLA 5. Mezcla de reaccién para los iniciadores COM, XSP y YSP
disefiados en el laboratorio de Bioquimica tomando como base a
Faerman et al. 1995

Reactivos Volumen adicionadoe [ Concentracion final
Concentracibn inicial | para 25 pL en 25 pL,
Buffer 10X 25 ukb 1X
MgCl2 25 mM 15 uL 25 mM
dNTPs 1.25 mM 20 ul 0.1 mM
{BsSA 25 pgul 05 uL 1.25 pg/ul
Iniciadores COM 5 aM (1.0 uL 0.2 uM
Iniciadores XSP SuM (0.5 ul 0.1 nM
Imciadores YSP 5 uM | 0.5 uL 0.1 uM
Expand 3.5 U/uL 03 pL 11/ plL

Para disminuir los riesgos de contaminacion todos los reactivos de PCR fueron
separados en alicuotas 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
gxtraccidn, purificacién 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 sefial positiva.
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3.6. Anélisis de los Productos Obtenidos de la PCR

Para medir el tamafio del fragmento obtenido de la PCR se realizo una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 14 %, se cargaron 20 pL del producto de la
reaccion y 3 puL de un patrén de referencia de fragmentos de DNA de tamafio conocido
(DNA de ¢X174 cortado con Hae III). El gel se corrid a 116 volts, utilizando como buffer
de corrida TBE 1X (Tris-borato 89 mM- EDTA 2 mM pH 8.0). Terminada la corrida el
gel se tifié con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se fotografio (Hoefer’s Photo man) en un
transiluminador de luz ultravioleta. El tamafio aproximado de los productos de

amplificacién se obtuvo por comparacidn con el estandar.
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iV. RESULTADOS

Los primeros resultados se obtuvieron con restos oOseos prehispanicos de
individuos adolescentes y adultos utilizados para estandarizar la metodologia (Tabla 6).
Los huesos utilizados para la extraccion 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 amplificable para llevar a cabo la
identificacién del sexo. En los cuatro cases los individuos analizados fueron identificados
como pertenecientes al sexo masculino por la presencia del producto de amplificacién del
cromosoma Y (Figura 4), el sexo asignado previamente en el estudio antropolégico
coincidi6 con el sexo identificado a partir del DNA obtenido de los restos oseos. En tres
casos se obtuvo DNA amplificable en dos extractos distintos. El porcentaje de éxito

obtenido en la asignacién del sexo a estos individuos fue de 66.6 %.

TABLA 6. Resultados de la identificacion del sexo de los individuos
utilizados para estandarizar las técnicas moleculares

Sitio | Entierro Chelex 5 % Krings & ol |{Mudozetal Producte de | Sexo
Arqueolégico 1997. ] en preparacién | PCR
Dongeles 99 1 bt - + Y:218bp Masculino
P. National 1cala 21 - j— - No identificado
Pozohuacan Ind. 2 — - o+ Y:218 bp Masculino
1 Tlatelolco 7 + + - Y:218bp | Maseulino
Y: 158 bp
Tlatelolco 20 - - - No identificado
Tlatelolco 3 + + - Y: 218 bp Masculino
Y: 158 bp
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Los resultados obtenidos de la muestra de individuos infantiles de la zona

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

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

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

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

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

amplificable. El porcentaje de éxito obtenido en la identificacion 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 asignacion del sexo a los individuos de la

muestra en estudio mediante el andlisis del DNA antiguo

[ Ofrenda Chelex 5% Krings ¢ ol |Muiloz et al. Producto de | Sexo

Entierro 1997, en preparacién | PCR.

Of Pent 17 _ + X: 192 bp Masculino
Y: 158 bp

Of2ent. 16 |4 +,+ - X192 bp Masculino
Y: 158 bp

Of 2ent. 23 - + ¥:218 bp Masculino

Of 2ent. 24 | ~ " Y:218bp | Masculmo

Of 2ent. 25 - + Y: 218 bp Masculine

Of 3ent 10 | _ +, ~ Y:218bp Masculino

Of 3ent 15 | .. +, Y: IS8 bp Masculing

Of. 3 ent. 21 | ok, + Y: 158bp Masculino

Of 4 ent. 1 - + Y:218bp Masculino

Of Sent. 11 | __ + + X 192bp Masculino
Y: 158 bp

Of Sent 12 | _ e 4 Y: 138 bp Masculing

Of S ent.22 |_ n + X 1920p | Masculino
Y: 158 bp

Of Tent 2 - + + - Y: 158 bp Masculino

Of 8ent. 3 _ +, + - Y: 158 bp Masculino
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Of §ent 28 - + X 192bp Masculino
Y: 158 bp
Of 9ent 4 — - + X:192bp Masculino
Y: 158 bp
Of 10 ent. 26 - 4 X:192bp Masculino
Y: 158 bp
Of 1lent 35 |4+ Y. 158 bp Masculino
Of ldent 27 | _ +,+ - Y: 158 bp Masculino
Of 14ent. 40 | __ 4 - X 192bp Masculino
Y: 158 bp
Of 19ent. 19 | _ + + X 192 bp Masculino
Y: 158 bp
Of 19em. 38 | | + + X 192bp Masculino
Y: 158 bp
JOf 20 ent 32 | _ + + X:192bp Masculino
Y: 158 bp
HOf 20ent 33 | _ + + X:192bp Masculino
: Y: 158 bp
- Of. 20 ent. 39 — + X: 192 bp Masculino
Y: 158 bp
Of 2ent34 | _ + + X 192bp Masculino
¥Y: 158 bp
Of 23ent36 | _ +, + - Y: 158 bp Masculino
Ent. § - - - No identificado
Ent. 9-1 - - - No identificado
Ent. 29 — - - No identificado
Ent. 30 - . — No identificado
Total: 31 2 18 17 27 masculinos
4 No identificados

+; se realizd la técnica de extraccion correspondiente y el resultado de la PCR fue positivo.
—; se realizé la técnica de extraccion y el resultado de la reaccién en cadena de la
polimerasa fue negativo.

El cuadro vacio significa que no se realizo la técnica de extraccidn.
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Inicialmente se utilizé Chelex-100 para la extraccién del DNA antiguo, pero el
porcentaje de éxito obtenido fue muy bajo. Utilizando la técnica disefiada por Mufioz y
colaboradores (articulo en preparacion) de los 31 individuos analizados se logro extraer y
purificar el DNA antiguo de 17 individuos. El porcentaje de éxito en la extraccion del DNA
antiguo amplificable fue de 54.8 %. Con el método de Krings ef a/. (1997) se extrajé DNA
amplificable de 18 muestras, el porcentaje de éxito obtenido fue de 58 % (Tabla 7).

En la tabla 8 se muestra la distribucién de los individuos analizados por grupo de
edad de acuerdo a la clasificacion de Hooton (1947). La mayoria de los individuos
infantiles pertenecian a ia primera infancia, es decir que al momento de ser sacrificados

tenian una edad aproximada entre los 0 y 3 afios.

TABLA 8. Tabla de edades utilizando Ia clasificacion de Hooton 1947

Adios No. de individuos | Masculino Femenino No identificado
0-3 anos 1 nfancia | 24 21 - 3
: 4-6 afios 2 infancia | 5 4 _ 1
7-9 afios 3* infancia 1 1 - -
Adolescentes 3 2 1
Adulios 1 1 } -

Se compararon dos técnicas utilizadas para la identificacion del sexo (tabla 9). Los
resultados obtenidos muestran grandes diferencias, debido a que con la técnica de Pompa
(1975), utilizada por el Antropologo Fisico Juan Alberto Roman (comunicacion personal),
la mayoria de los individuos identificados pertenecian al sexo femenino y solamente a 7 no
se les pudo asignar esta variable bioldgica, mientras que mediante el andlisis del DNA
todos los individuos que fueron identificados pertenecen al sexo masculino y solamente 4

no pudieron ser sexados.
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En la tabla 9 también se incluyeron los resultados del Arquedlogo Salvador
Guilliem Arroyo, guien solo se basé en la observacién de los objetos asociados a los
entierros, solamente a 12 individuos se les pudo asignar el sexo: 8 masculinos y 4
femeninos. En comparacion con las otras dos técnicas, el analisis de los objetos asociados a
los entierros, realizado por el arquedlogo para asignar el sexo, present6 el nimero més alto

de individuos no identificados.

TABLA 8. Tabla comparativa de los resultados obtenidos de la identificacién
del sexo, basada en la evidencia arqueoldgica (Guilliem 96), caracteristicas
morfolégicas (Pompa 75) y el analisis molecular del DNA antiguo.

Técnica Masculino Femenino No identificado

Guilliem 96 |8 4 19
Pompa 75 6 18 7
Este trabaje |27 0 4
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V. DISCUSION

En este estudio utilizando los esqueletos infantiles provenientes de la zona
arqueologica de Tlatelolco, se identifico el sexo de todos los restos dseos examinados que
pudieron ser sexados como masculino. Sin embargo algunos individuos examinados en este
estudio no se les pudd identificar el sexo debido a la ausencia de los productos de
amplificacion 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
extraccién distintas (Walsh ef al. 1991; Krings er al. 1997 y Mufioz et al, en preparacion) y
una de purificacién {Gene-Clean) que habian sido previamente estandarizadas en el
laboratorio de Bioquimica (Dra. Angélica Gonzalez Oliver).

La mayoria de los investigadores que han realizado estudios con DNA antiguo han
encontrado que muchos de los extractos contienen un poderoso inhibidor de {a PCR (Pidsbo
et al. 1989; Hoss y Pasbo 1993; Hagelber 1994; Turos 1994 y Faerman et al. 1995), En este
trabajo se probaron diferentes cantidades de polvo de hueso (1 g, 0.5g, 0.1 y 0.01g ver
metodologia) con ¢l objetivo de disminuir los inhibidores que copurifican con el DNA
extraido, ya que se considera que hay una relacién directa entre la cantidad de muestra y los
inhibidores (Facrman ef al.1995). Otra medida utilizada para disminuir las sustancias
inhibidoras en la PCR fue utilizar diferentes voliimenes de extractos de DNA (1uL, 3uL,
Sul) para cada una de las muestras estudiadas. Facrman er al. 1995 sugieren que el
volumen de extracto de DNA en la PCR debe proporcionar un balance optimo entre las
concentractones de DNA y de inhibidores. En cada experimento se incluyé un control de
contaminantes (DNA control + extracto de hueso) para verificar el grado de inhibicién, y si
era necesario, diluir ¢l extracto de DNA; esta medida resuelve el problema para algunas
muestras, sin embargo al diluir los extractos también se disminuye la concentracion del
DNA. En varios casos ¢l efecto inhibitorio puede ser suprimido o disminuido afiadiendo
albimina sérica de bovino {(BSA) en el coctel de amplificacion al unirse a las impurezas que
inhiben a la polimerasa (Padbo ef al. 1993 y Hagelber 1994). Sin embargo ninguna de las
medidas utitizadas logrd suprimir el efecto inhibidor cuando existia una alta concentracion
de los inhibidores en los extractos de DNA antiguo.

La edad aproximada de los individuos utilizados en este estudio se analizd a través
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del andlisis morfométrico de los esqueletos (Romdn, comunicacién personal), de acuerdo
con la clasificacion de Hooton {1947) (tabla 8). La mayoria de los individuos sacrificados
tenian una edad entre 0 y 3 afios, este resultado concuerda con los relatos de las fuentes del
siglo XVI que mencionan que las victimas de los sacrificios a los dioses de la lluvia y del
maiz eran individuos de corta edad.

En opinién de Broda (1971) “Los sacrificios de nifios seguian el mismo plan que los
demas sacrificios humanos: las victimas eran la personificacion viva de los dioses; en este
caso, se tomaban nifios para representar a los “dioses pequefios”, los Tlalogues. Por otro
lado Gonzalez (1985) dice: “Las victimas correspondian 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 victimas seleccionadas para el sacrificio fueron una personificacion viva de los
dioses a quien fueron ofrecidas, en este caso en particular individuos del sexo masculino
para Ehecatl-Quetzalcoatl que era un dios masculino.

Se compararon los resuftados obtenidos por dos técnicas de sexamiento (tabla 9), el
analisis molecular del DNA antiguo vy la utilizacién de caracteristicas morfoldgicas (Pompa
1975, téenica realizada por el antropdlogo fisico Juan Alberto Romén), y la observacién de
objetos asociados a la ofrenda (Guilliem 1996). El resultado obtenido por el analisis
mlecular del DNA antiguo mostré que todos los individuos que fueron identificados
pertenecian 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 osteologia humana no permiten la
identificacion del sexo de restos 0seos infantiles y adolescentes recuperados de exéavaciones
arqueolégicas con un alto grado de confiabilidad (Bass 1971; Ubelaker 1974; Pompa 1975;
Sundick 1977; Weaver 1980 y Brown 2000),

El porcentaje obtenido en la asignacion del sexo de restos éseos infantiles usando
la evidencia arqueoldgica como base para asignar e¢sta variable bioldgica fue de 38 %, con
la técnica de Pompa (1975) de 77.4 %, y utilizando el DNA antiguo el porcentaje en la
identificacién del sexo fue de 87.2 %. La evidencia arqueoldgica mostrd que los entierros
frecuentemente son acompafiados por una variedad de objetos y los arquedlogos asumen
que estos objetos indican el sexo de los individuos sacrificados. Brown 2000 sugiere que
las suposiciones de los arquedlogos acerca de que objetos podrian ser apropiados para

hombres y mujeres pueden ser muy diferentes de la idea de las sociedades en anélisis. El
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porcentaje obtenido en éste trabajo, en la identificacidn del sexo mediante el analisis del
DNA molecular mostré que las técnicas moleculares pueden ser utilizadas con ventaja
sobre los métodos osteologicos en algunos restos 0seos que no pueden ser sexados
osteoldgicamente como por ejemplo; en individuos infantiles, adolescentes y en casos de
adultos donde el esqueleto este incompleto. Varios investigadores (Faerman et al. 1995,
Stone ef al. 1996; Faerman ef al. 1997, Vemesi ef al. 1999 y Brown 2000) sugieren que
las técnicas moleculares son la mejor alternativa para la asignacion de esta variable
bioldgica con un alto nivel de confianza en los casos antes mencionados.

Para asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos y minimizar el riesgo de
contaminacion con DNA actual, se tomaron todas las medidas de precaucién necesarias en la
limpieza y preparacién de 1as muestras, la extraccion y purificacién del DNA, asi como en la
realizacion de la PCR. En cada experimento de extracciéon y purificacion de DNA se
incluyeron controles de extraccién y purificacién. Al realizar la técnica de PCR se
incluyeron controles negativos y los controles de extraccion comrespondientes. Todos los
controles de extraccién y de purificacion que se realizaron en los experimentos de las tablas
6 y 7 fueron siempre negativos indicando la ausencia de una contaminacién con DNA
moderno.

Para corrobar los resultados obtenidos en el presente trabajo se realizaron
extracciones de vériebra y costilla del mismo esqueleto, la extraccion se realizéd con dos
técnicas diferentes obteniendo un resultado idéntico en la mayoria de las muestras. Se
verificd la autenticidad de los fragmentos amplificados por secuenciacién directa del
cromosoma X y Y de algunas muestras (Dra. Angélica Gonzalez Oliver, Laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias). El hecho de que los restos infantiles fueron
identificados como masculinos permite descartar contaminacion con DNA de quien realizé
todos los experimentos, porque la mayoria de las muestras fueron manejadas exclusivamente

por una mujer.
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Vi, CONCLUSIONES

1.- Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las técnicas basadas en el analisis
del DNA antiguo, abren nuevas alternativas para responder a problemas que con las

técnicas osteologicas tradicionales era dificil y a veces hasta imposible contestar.

2.- De los individuos analizados todos los que fueron identificados mediante el analisis 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 personificacion viva de la deidad a quien fueron inmoladas,
en este caso en particular individuos del sexo masculino para ¢l dios del viento Ehécati-

Quetzalcodtl que fue un dios masculino.
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Gen de la amelogenina

Exones 1 2 3 ﬁz 5 ﬁ ? @ 9

Figura 1a: Exones encontrados en el gen de la amelogenina, Hart P. S. ef al. 2002.
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Extracccion de DNA total

bp

/23130

—— 9416
6557

f o 2322
2027

— Contaminantes que
Inhiben la PCR

Figura 3 : Extraccion de DNA total por el método de Muiioz e al. (2001), gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio, Carriles 1- 3: extractos de DNAs antiguos. Carril 4;
marcador estandar A / Hind III
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Productos de amplificacion del cromosoma Y utilizando
los iniciadores M4, MS y M6 Faerman et al. 1995

e 234
— 194

e 118

S—

Figura 4: Gel de poliacrilamida al 14 % tefiido con bromuro de etidio, mostrando el
producto de amplificacion del cromosoma Y (218 bp) de un resto 6seo prehispéanico de
Tlatelolco. Carriles 1, 2, 4-6: Productos de amplificacién del cromosoma Y,

Carriles 3, 7: Extractos de DNA sin amplificar. Carril 8: DNA contemporaneo control
{(Miguel Angel). Carril 9: Marcador estandar ex174/Hae 111
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Productos de amplificacion del cromosoma X y Y utilizando
los iniciadores COM, XSP v YSP

234
—— 194

e 118

e 2

Figura 5: Productos de amplificacion del cromosoma X (192 bp) v Y (158 bp)
de un Individuo infantil, analizados en un gel de poliacrilamida al 14% tefiido
con bromuro de etidio. Carril 1: Producto de amplificacion del cromsoma X.
Carril 2 - Producto de amplificacion del cromosoma Y.

Carril 3- Productos de amplificacién del cromosoma Xy Y

Carril 4 DNA contremporaneo control (Miguel Angel). Carril $: Control de
contaminantes. Carril 6. Marcador estandar ex174/Hae IIL

50

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




