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Determinacion de sexo a partir de técnicas moleculares en restos humanos
prehistéricos del Uruguay y su aplicacion en arqueologia

Patricia Mut

Departamento de Antropologia Biologica,
Facultad deHumanidades y Ciencias de la Educacion, Universidad de la Republica

mut.patricia@agmail.com

Resumen

La identificacion de sexo por técnicas moleculares se ha empleado en
antropologia forense y arqueologia desde el inicio de la década de 1990 como
complementaria a la identificacion del sexo por métodos tradicionales. El objetivo
de este trabajo fue la estandarizacion de una técnica de determinacién del sexo
basada en la amplificacion por PCR de una region del intrébn 1 del gen de la
amelogenina en los cromosomas X e Y, con el fin de evaluar su aplicabilidad en
casos arqueologicos, ampliando las herramientas disponibles en Uruguay para la
investigacion en estas disciplinas. Se trabaj6 inicialmente con muestras de ADN de
individuos contemporaneos a fin de establecer las condiciones experimentales de
la PCR. Para evaluar la técnica en restos humanos prehistéricos, se seleccionaron
3 individuos cuyo sexo pudo ser determinado por métodos morfolégicos y
osteométricos. A continuacion se analizaron tres individuos cuyo sexo no pudo
determinarse por métodos morfolégicos o morfométricos. La mejor resolucion de
los productos de PCR se obtuvo empleando electroforesis en gel de poliacrilamida
(16% T, 5% C) y efectuando la tincién de los productos de amplificacion con nitrato
de plata. En las muestras arqueoldgicas se empled una estrategia de amplificacion
y posterior reamplificacién para la deteccion de los productos de PCR. ElI sexo
morfolégico de las muestras se confirmo con los resultados moleculares, avalando
la aplicabilidad del método. Se encontr6 ademas, que la conservacion de los
huesos esta relacionada con la calidad de los resultados moleculares.

1. Introduccién y Antecedentes

En el presente articulo se presenta una sintesis de la monografia realizada
para el trabajo de aprobacion del curso “Técnicas de Investigacion en Arqueologia”.
El docente orientador fue el Dr. Gonzalo Figueiro y los co-orientadores fueron el Dr.
Pedro C. Hidalgo y la Dra. Médnica Sans.

Conocer el sexo de los individuos de un conjunto osteologico recuperado en
un contexto arqueoldgico resulta fundamental a la hora de interpretar el modo de
vida de las poblaciones prehistéricas. Esta informacion junto con el contexto de
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recuperacion, podra ser utilizada para aproximarnos a la comprension de las
pautas de comportamientos, organizacion social y estrategias econdémicas de las
poblaciones pasadas. Sin embargo, la determinacion del sexo con base en la
morfologia, tal como se ha hecho tradicionalmente, presenta diversas dificultades, y
es frecuente que a los individuos, en especial los subadultos, no se les pueda
asignar el sexo.

Los métodos tradicionales para determinacidon de sexo en restos 0seos
humanos se basan en el dimorfismo sexual, el cual es examinado por métodos
cualitativos o cuantitativos (Acsadi y Nemeskeri 1970, Ubelaker 1978, Bass 1971,
Byers 2002, Figueiro y Sans 2011). Si bien estos métodos han demostrado su
efectividad, existen casos en los cuales no pueden ser aplicados, ante lo cual surge
la necesidad de contar con métodos alternativos. La disponibilidad de un método
de determinacion del sexo basado en técnicas moleculares permitird incluir a los
individuos subadultos discriminados por sexo en los analisis demograficos. De esta
manera se podran abordar diversas interrogantes arqueoldgicas, como por ejemplo
el infanticidio sesgado por género, fendbmeno muy frecuente en poblaciones
histéricas y prehistoricas (Harris 1987, Scott 2001). Asimismo, la implementacion
del método de determinacion de sexo por técnicas moleculares serviria como linea
independiente de contrastacion de hipo6tesis arqueolégicas para futuras
investigaciones.

En el Uruguay, estudios realizados en los que se aplicaron diferentes
métodos para determinacion de sexo, han evidenciado un exceso de individuos
masculinos en los sitios de la region este. Se ha planteado la hip6tesis de que este
patron podria ser causado por pautas culturales que llevarian a la inhumacién
preferencial de individuos masculinos en sitios con estructuras monticulares
(Figueiro y Sans 2011). Dentro de esta problematica, determinar el sexo de los
individuos clasificados como indeterminados seria de gran utilidad para ahondar en
la comprension de los comportamientos que resultaron en la distribucién por sexos
observada entre los enterramientos del territorio uruguayo.

Seria conveniente disponer de métodos alternativos cuando para la
determinacién de sexo cuando los restos se encuentran en mal estado de
conservacion, cuando no se cuenta con piezas diagnésticas, cuando se trata de
subadultos, o incluso cuando por métodos morfoldégicos u osteométricos se
concluye como “sexo indeterminado”. En contextos arqueoldgicos el estado de
conservacion de los restos depende de las caracteristicas propias del hueso (fisico-
guimicas) y de las condiciones deposicionales (ambientales y antropicas). Las
caracteristicas ambientales del Uruguay por lo general no permiten una buena
conservacion de los restos osteoldgicos y de otros restos organicos (madera, piel,
tejidos entre otros), siendo poco comun la recuperacion de restos humanos, vy,
cuando son recuperados, muchas veces se encuentran en mal estado de
conservacion, por lo que no es posible la determinacion de sexo por métodos
morfolégicos u osteométricos. Trabajos que ejemplifican estas dificultades para
Uruguay son el de Pintos y Bracco (1999) en el cual el porcentaje de individuos a

274



guienes no se pudo determinar el sexo es mas del 60% o el de Sans y Femenias
(2000) donde el porcentaje de indeterminados es del 45%.

Para Uruguay el trabajo de Sans y Portas (2001) es el Unico antecedente de
utilizacion de técnicas moleculares para la determinacion del sexo en restos éseos
prehistéricos. EI método empleado consistio en la amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de segmentos no homélogos de los cromosomas
sexuales: un fragmento del gen DMD47 en el cromosoma X, y los repetidos
alfoides del cromosoma Y. Se analiz6 una muestra de 21 individuos prehistéricos
de la region este del Uruguay, obteniéndose resultados positivos solamente para
dos individuos, sin embargo en el trabajo se reconoce la importancia de contar con
estos métodos alternativos para estimar sexo y de un mejor desarrollo de los
mismos para ser utilizados especialmente en los casos donde la asignacién de
sexo es dudosa. Es de resaltar que ese trabajo se realiz6 al inicio de los trabajos
en ADN antiguo (ADNa) en el Uruguay; trabajos posteriores con ADNa fueron mas
exitosos en obtener y analizar ADN de restos antiguos, aunque el fin no era la
determinacién de sexo sino estudios poblacionales basados en ADN mitocondrial
(Sans et al. 2006, Sans et al. 2010, Figueiro et al. 2011, Sans et al. 2011).

El presente estudio forma parte de los primeros esfuerzos en el Uruguay
para establecer una metddica basada en el analisis del ADN nuclear antiguo
fundamentando su viabilidad para futuras investigaciones basadas en el andlisis de
este tipo de material.

1.1. ADN mitocondrial y ADN nuclear

El genoma mitocondrial o ADN mitocondrial (ADNmt) se encuentra en la
matriz de las mitocondrias localizadas en el citoplasma de las células eucariotas.
Es un ADN circular de doble cadena no recombinante de 16569 pares de bases
(pb), y por el hecho de encontrarse en el citoplasma del 6vulo es heredado
exclusivamente por linea materna. Cada célula contiene varios cientos de
mitocondrias y en cada mitocondria se encuentran multiples copias de ADNmt
(Stone 2008). Por su abundancia intrinseca, es mas probable aislar el ADNmt en
restos antiguos que el ADN nuclear (ADNn). Es a causa de ésta y sus otras
caracteristicas (herencia uniparental, no recombinante, y elevada tasa de
mutacion), que el ADNmt ha sido utilizado en la mayoria de los estudios de ADNa
para investigaciones poblacionales y filogenéticas de diversa indole.

El ADNNn esta presente en el nacleo de las células en dos copias (una por
cada juego de cromosomas haploides) por lo que se encuentra en cantidades
significativamente menores que el ADNmt, lo que hace mas complejo su estudio en
restos antiguos. EI ADNn esta organizado en 23 pares de cromosomas, uno de
ellos llamado “par sexual o gonosomas” compuesto por los cromosomas X e Y. Es
un ADN recombinante (excepto en el cromosoma Y donde existe una region que no
recombina y que ocupa la mayor parte de este) y se hereda por linea materna y
paterna. Si bien el estudio de marcadores nucleares en ADNa cuenta con la
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dificultad de la escasez, o que hace mas compleja su obtencion y andlisis, es de
gran interés para el estudio de las poblaciones pasadas. A pesar de sus
dificultades técnicas se han llevado a cabo estudios exitosos a partir de ADNn
antiguo, probando ser util para la realizacion de estudios filogenéticos (humanos y
de otros animales), paleoepidemiolégicos, para la identificacion de plantas y
caracterizacion de paleoambientes y presencia de cultivos, para los estudios de
herencia uniparental paterna utilizando las secciones no recombinantes del
cromosoma Y, y para la determinacion del sexo a partir de restos cadavéricos.

1.2 Problemas relativos al andlisis de ADN antiguo
1.2.1 Degradacion y dafio molecular

Durante la vida de un organismo, su ADN se encuentra constantemente
sometido a diversos tipos de factores endogenos y exdgenos que causan dafos
gue son reparados por complejos mecanismos enzimaticos. Tras la muerte, los
procesos de reparacion se detienen y comienza la degradacion progresiva de todas
sus biomoléculas por diversos agentes, como las nucleasas endoégenas, hongos y
bacterias (Paabo et al. 2004).

La extraccion de ADNa de restos arqueoldgicos no es siempre posible,
siendo muchos los casos en que el proceso de degradacion ha llegado a una
extension tal que en la que no se encuentra material apto para de ser analizado.
Cuando se encuentra ADN enddgeno, éste se encuentra dafiado a causa de un
conjunto de procesos biofisicos y bioquimicos enddgenos que tienen como
resultado el fraccionamiento y la modificacion de estas moléculas.

Aungue la degradacién comienza inmediatamente que el organismo muere
y es acumulativa, la tasa en que se da este proceso puede ser disminuida
considerablemente bajo condiciones medioambientales favorables y por lo tanto
pueden realizarse extracciones de ADN exitosas en restos muy antiguos. La
temperatura, el pH, la concentracion salina, y la humedad y la presencia de
oxigeno son los factores criticos que van a determinar el estado de conservaciéon
(Stodder 2008).

Ademas, el ADNa suele contener elementos de diversa naturaleza
(compuestos del suelo o del mismo proceso de degradaciéon del material 6seo) que
actuan como inhibidores de la Taq polimerasa, critico para la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), haciendo muy dificil y en algunos casos inviable la
replicacion del ADN y por lo tanto su estudio.

1.2.2 Contaminacion

En el trabajo con ADNa una de las mayores dificultades es la contaminacion.
Debido a la escasez y fragmentacion del ADNa, la posibilidad de contaminacién de
las muestras con ADN exogeno es alta. Para disminuir esta posibilidad es
necesario emplear protocolos estrictos para el trabajo de laboratorio. Es necesario
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contar con instalaciones adecuadas que posean un area especifica para el trabajo
con ADNa. Existe ademds, la posibilidadad de que la muestra se encuentre
contaminada previo al ingreso al laboratorio. Para evitar este tipo de contaminacion
se suele utilizar un protocolo de remocion y lavado de las capas exteriores del
hueso o sometiéndolo a inmersiones en hipoclorito sédico (diluido) (Rohland y
Hofreiter 2007). Se han determinado estrictas recomendaciones metodoldgicas que
deben cumplirse para que los resultados sean considerados validos. Los criterios
recomendados por el equipo de Paébo y adoptados por O"Rourke y colegas son
los siguientes (Handt et al. 1994, O"Rourke et al. 2000, Paéabo et al. 2004):

1) Area de trabajo exclusiva para ADNa, separada de espacios en que se manipule
ADN moderno y en que se realicen andlisis post-PCR.

2) Protocolos estrictos de trabajo: los materiales y equipamiento deben ser de uso
exclusivo para el procesamiento del ADNa. El area de trabajo debe ser limpiada
con hipoclorito sédico e irradiado con luz UV inmediatamente antes de comenzar a
trabajar. El personal no debe ingresar al laboratorio en caso de que previamente
haya ingresado a areas de trabajo post-PCR o laboratorios de ADN moderno.

3) Controles de contaminacién: deben agregarse controles de contaminacion
(controles negativos) durante el proceso de extraccién y durante los andlisis
posteriores.

4) Todo resultado debe ser confirmado mediante multiples andlisis. Se recomienda
ademas replicar los andlisis en laboratorios de ADNa independientes; sin embargo
esto no es siempre posible debido a los altos costos que conlleva y a la escasez de
las muestras.

5) Los resultados deben tener sentido filogenético: en humanos significa que debe
tener sentido en el contexto de la investigacion.

6) Comportamiento molecular apropiado: la degradacién del ADNa tiene como
consecuencia la fragmentacioén, por lo que no es probable encontrar fragmentos de
ADNa originales mayores a unas 200 pb aproximadamente. Debe observarse una
relacion inversa entre la longitud del fragmento amplificado y su rendimiento.

1.3 Determinacién de sexo por técnicas moleculares

La identificacibn de sexo a partir de técnicas moleculares se ha venido
utilizando en antropologia forense y arqueologia desde mediados de la década de
1990 (Faerman et al. 1995, Stone et al. 1996, Gotherstréom et al. 1997, Murakami et
al. 2000, Mays and Faerman 2001, Bizcarra et al. 2002), mostrando ser una
herramienta rapida y eficaz, especialmente en casos en los cuales no es posible la
identificacion de sexo por métodos tradicionales.

Se han desarrollado diversos métodos moleculares para determinacion de
sexo, como la amplificacion por PCR de secuencias repetidas alfoides del
cromosoma X y del cromosoma Y (Murakami et al. 2000, Bizcarra et al. 2002), la
amplificacion de distintas regiones del gen de la amelogenina (Faerman et al. 1995,
Stone et al. 1996, Gotherstrom et al. 1997) e incluso el empleo de PCR multiplex
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analizando regiones del gen de la amelogenina junto con STRs especificos de uno
o ambos cromosomas (Hummel 2003). Sin embargo, muchos de estos métodos
presentan inconvenientes al trabajar con ADNa ya que los productos a amplificar
suelen ser demasiado grandes. El método propuesto por Sullivan et al. (1993) tiene
la ventaja de que la regién a amplificar es pequefia (106 pb para el cromosoma X'y
112 pb para el cromosoma Y) y ademas, la banda correspondiente al cromosoma
X, que debe verse en todos los casos, es indicativo de que la PCR fue exitosa, a
diferencia de otros métodos que se basan en la presencia/ausencia de productos
especificos para el cromosoma Y, donde la ausencia de producto puede deberse a
un fallo en la técnica y no a que el individuo analizado sea de sexo femenino.

La amelogenina es una proteina presente en el esmalte dental producida en
abundancia durante el desarrollo. En humanos, los genes que la codifican se
encuentran en los cromosomas sexuales, AMELX (o AMG) localizado en la region
p22.1-p.22.3p del cromosoma X y AMELY (o AMGL) localizado en la region p11.2
del cromosoma Y (Nakahori et al. 1991; Salido et al. 1992). Ambas secuencias
poseen diferencias estructurales, sin embargo, poseen en general un alto grado de
similitud hallandose regiones homologas. Se ha hecho extenso uso de estas
particularidades para el desarrollo de andlisis con diversas aplicaciones, entre ellas,
la determinacion de sexo molecular. Los métodos de amplificacion de la
amelogenina empleados para la determinacion del sexo molecular se basan en el
disefio de un par de cebadores para amplificacion por PCR de una regién
homéloga de los genes AMLX y AMLY dentro de la cual se encuentra una insercion
o delecion en uno de los cromosomas, lo que genera una longitud diferencial en
pares de bases de los fragmentos resultantes. Esto permite identificar el genotipo
del individuo para ese alelo y por lo tanto, su sexo cromosomico. Se ha disefiado
una gran variedad de cebadores con este fin, resultando cada uno en la replicacion
de fragmentos de distintos tamafios (Francés et al. 2008). En este trabajo
seleccionamos un par de cebadores para la amplificacion de un segmento
pequefio, que resulta adecuado para el trabajo con ADNa.

2. Objetivos de la investigacion

General:

Estandarizar una técnica de determinacién de sexo de interés para el andlisis de
practicas culturales de las poblaciones prehistéricas del Uruguay integrando la
geneética y la biologia molecular para el analisis de restos esqueletarios humanos.

Especificos:

1. Optimizar la técnica de determinacion de sexo en muestras de individuos
actuales.

2. Aplicar la técnica para determinar el sexo de individuos prehistéricos de sexo
determinado previamente por métodos morfolégicos y osteométricos y comparar
resultados para evaluar su precision y exactitud.
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3. Determinar el sexo de individuos prehistéricos del Uruguay que no han podido
ser analizados con los métodos tradicionales o que fueron clasificados como
indeterminados.

4. Analizar los resultados de los individuos analizados en relacion al contexto de
recuperacion y al sitio al cual pertenecen a fin de generar informacion de caracter
cultural a partir del hecho biolégico del sexo de los individuos.

3. Materiales y métodos

Se analiza la aplicabilidad de una técnica para la determinacién molecular
del sexo a partir de la experimentacion. Esta se divide en tres etapas:
a) Estandarizacion de la técnica en muestras de individuos modernos;
b) Extraccién de ADN de individuos de contextos arqueolégicos;
¢) Andlisis por PCR de los extractos para determinar su sexo cromosomico:
c.1) Andlisis de los individuos de sexo ya determinado por métodos tradicionales;
c.2) Andlisis de los individuos de sexo no determinado.

3.1 Muestras

De acuerdo a lo expuesto, se trabajé con distintas muestras para alcanzar
los resultados esperados:

a) Se trabaj6é en primera instancia con ADN de individuos contemporaneos a fin de
estandarizar la técnica a nivel de condiciones para la PCR. Las muestras utilizadas
fueron proporcionadas por el Departamento de Antropologia Biologica de la
Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacion (FHUCE). No se realizaron
extracciones de ADN, se trabajé con extractos obtenidos previamente en el marco
de diversos proyectos de investigacion. Las muestras utilizadas pertenecen a
individuos que dieron consentimiento escrito informado para la utilizacion de su
ADN con estos fines.

Para estandarizar las reacciones de amplificaciébn debieron realizarse
experimentos en los cuales se variaron diversas condiciones para lograr resultados
optimos en 2 aspectos: amplificacién por PCR y visualizacion de los productos.
Para ello, se utilizaron 8 muestras de ADN de individuos modernos, de las cuales
cuatro eran extractos realizados a partir de sangre de acuerdo al protocolo de Miller
et al. (1988) y cuatro de foliculo piloso extraidos empleando el protocolo de Hidalgo
et al. (2009). Para cada sexo (femenino y masculino) se seleccionaron 2 extractos
de sangre y 2 de foliculo piloso.

Los extractos de ADN realizados a partir de sangre suelen ser de superior
calidad en comparacion con extractos realizados a partir de otros tipos de
materiales bioldgicos, como el foliculo piloso. La menor calidad del ADN
recuperado de este tipo de material se explica por la presencia de inhibidores de la
PCR como la melanina, o simplemente por la cantidad de ADN nuclear recuperable
(Graham 2007). Sin embargo, el poder obtener muestras con métodos no invasivos
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y de facil obtencion (a diferencia de la extraccion de sangre) es una gran ventaja a
la hora de disefiar una investigacion, fomentando la participacion de los individuos
y resultando més accesible en cuanto a materiales, instalaciones y personal. De
esta manera se procura estandarizar la técnica con el objetivo de que los
resultados puedan ser replicables sin importar el material biologico del que se parte
para la extraccion de ADN.

b) Muestras de individuos prehistéricos: se seleccionaron muestras de un total de
seis individuos de conjuntos 6seos recuperados en diversos sitios localizados en el
territorio nacional: “Rincon de los Indios” (Rocha) (Gianotti y Lopez Mazz 2009),
“‘CH2D01-A” (Rocha) (Femenias et al. 1990), “Arroyo Yaguareté” (Rio Negro)
(Boretto et al. 1973), y “Estancia Tabaré (Rio Negro) (sin publicar). Asimismo, se
seleccionaron dos muestras del sitio “Laguna Tres Reyes I’ (Provincia de Buenos
Aires) (Madrid y Barrientos 2000) (Tabla 1 y Figura 1).

Figura 1. Mapa con la ubicacion de los sitios de los cuales se tomaron las muestras
arqueoldgicas: 1) Laguna Tres Reyes |; 2) CH2DO01; 3) Rincén de los Indios; 4) Yaguareté;
5) Estancia Tabaré

La seleccién de los individuos prehistoricos se realizé en base los siguientes
criterios:
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I. La muestra debia contener individuos de los cuales se haya podido estimar el
sexo por métodos morfologia u osteométricos, con el objetivo de contrastar los
resultados de las diferentes técnicas de estimacion de sexo. Debian incluirse
individuos masculinos y femeninos.

Il. Se seleccionaron individuos de sexo indeterminado con el fin de contribuir en la
construccion de su perfil biolégico y a su vez aportar datos que seran utiles en la
interpretacion de cada sitio. Se tuvo en cuenta el contexto arqueoldgico intentando
seleccionar por lo menos una muestra para la cual no haya sido posible la
determinaciéon de sexo por métodos tradicionales y que esta informacion pueda ser
relevante para la interpretacion del sitio. Este es particularmente el caso de la
muestra del paquete funerario recuperado en el sitio “Rincén de los Indios”.

En el caso de las muestras arqueoldgicas correspondientes a los sitios
‘CH2D01- A” y “LagunaTres Reyes |’ se trabajo con extractos efectuados por
Gonzalo Figueiro en el marco de su tesis de Doctorado. En el resto de los casos
(“Yaguareté”, “Estancia Tabaré” y “Rincén de los Indios”) se realizé la extraccion de
ADN a partir de material 6seo para su posterior analisis.
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3.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN fue realizada a partir de material 6seo. No fue
necesaria la destruccién de piezas 6seas o dentales sino que se tomaron pequefios
fragmentos de hueso que ya se encontraban fraccionados y que no resultaban de
interés para otros estudios bioarqueoldgicos. Para cada individuo se utilizaron
fragmentos 6seos con un peso total de 1 gramo.

Las extracciones se llevaron a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
ADN Antiguo del Departamento de Antropologia Bioldgica, FHUCE, en Montevideo.
Estas instalaciones se encuentran en un area aislada, y cuentan con los
implementos necesarios para minimizar la posibilidad de contaminacion con ADN
moderno. Durante el trabajo en el laboratorio se tomaron todas las precauciones
practicas para minimizar la contaminacion (uso de mameluco con capucha,
cubrezapatos, tapabocas y guantes de latex descartables, encendido de la luz UV
10 minutos antes del ingreso y después de la salida del laboratorio, y limpieza
sistemética de las superficies antes y después de cada sesion de trabajo con
hipoclorito de sodio al 5% vl/v, irradiacion del instrumental con UV localizado).

Preparacion de las muestras 0seas: inmersion breve en hipoclorito de sodio

al 5% (v/v) durante 20 minutos, seguida de un enjuague con agua destilada para
eliminar ADN moderno contaminante (Kemp y Smith 2005). Se trabajé en cada
ocasion con no mas de 3 muestras totalizando 2 extracciones.
La primera etapa de la extraccion de ADN a partir de material 6seo consiste en la
inmersion del hueso (entero, fragmentado o pulverizado) en EDTA 0.5 M (pH 8.0) a
fin de reducir su matriz mineral, procediéndose luego a la eliminacion de la matriz
proteica mediante tiocianato de guanidinio (GUSCN) o Proteinasa K (O'Rourke et al.
2000). En este caso se emple6 un método mixto, de digestion simultanea con
EDTA y Proteinasa K, para luego emplear GUSCN con una suspension de silice a
fin de maximizar la recuperacién de ADN (Boom et al. 1990; Hoss y Paabo 1993;
Rohland y Hofreiter 2007).

En todos los casos en que se realizaron extracciones de ADNa se incluyo un
control negativo de extraccion, esto es, se parte de un tubo que contiene todos los
reactivos y atraviesa todas las etapas de extraccion, pero que contiene agua
desionizada en lugar de ADN. El control negativo se utiliza para detectar una
posible contaminacion, ya sea cruzada (entre muestras) o con ADN exdgeno (por
ejemplo contaminacién causada por la manipulacion del personal investigador).

En virtud de los potenciales factores inhibidores de la reaccion de PCR en el
extracto, asi como el caracter inhibidor de la propia suspension de silice utilizada
en el protocolo de extraccion (O’Rourke et al. 2000), se emplearon diferentes
diluciones del extracto original en la reaccion de PCR. A través de la
experimentacion con diferentes diluciones se logré identificar aquellas que
resultaron mas eficientes para la amplificacién de estos segmentos en particular.
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3.3 Amplificaciéon por PCR

La amplificacion del ADN por PCR se realiz6 utilizando un Unico par de
cebadores especificos para la replicacion de un fragmento homologo del gen de la
amelogenina ubicado en los cromosomas X e Y. El fragmento se encuentra
localizado en el intron 1 de dicho gen y presenta una delecién de 6 pb en el
cromosoma X que no existe en el cromosoma Y. Los cebadores utilizados fueron
los disefiados por Manucci et al. (1994). Los productos de PCR esperados son de
106 pb para el cromosoma X y 112 pb para el cromosoma Y. Luego de la
electroforesis, los productos esperados en el gel son: una sola banda para los
individuos femeninos (2 fragmentos del mismo tamafo correspondientes a los dos
cromosomas X que se visualizan como una sola banda) y dos bandas para los
masculinos (correspondientes a los cromosomas X e Y) (Figura 2). La ausencia del
alelo masculino, debe tratarse con cuidado ya que la no presencia puede deberse a
las dificultades inherentes al trabajo con ADNa, por lo que resulta necesario
controlar las condiciones para una correcta amplificacion de los heterocigotos.

Qo
© ]
= ©
L =
[ ) L. ]
112 bp e
106 bp T PR

Figura 2. Resultados esperados para individuos masculinos y femeninos tras electroforesis a partir
de la amplificacion del intrbn 1 de la amelogenina con cebadores disefiados por Manucci et al.
(1994). Imagen tomada de Hummel (2003).

3.3.1 Amplificacion por PCR en individuos modernos

Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 20 ul
conteniendo: Dream buffer PCR 10x (Fermentas), MgCI2 25 mM, albumina sérica
bovina (BSA) 10 mg/ml, cebadores 25 uM cada uno (directo e inverso), 2mM de
cada nucledtido en forma de desoxinucleoétidos trifosfatos (ANTPs), agua ultrapura
especial para PCR libre de libre ADNsas y RNAsas, Dream Taq polimerasa
(Fermentas) y ADN. Las concentraciones detalladas corresponden a la
concentracion stock de los reactivos utilizados.

Se fueron variando algunas condiciones hasta lograr una amplificacion
optima de las muestras de los individuos modernos seleccionadas. Las condiciones
con las que se experimentd fueron: concentracion de MgCl2, concentracion de
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dNTPs, tiempos de ciclado y temperatura de hibridacion del cebador con el ADN
molde. La cantidad de ciclos se ajustaron desde 35 (Mannucci et al. 1994) hasta
30, siendo este ultimo el ciclado mas eficiente. En cuanto a la temperatura de
hibridacién se comenzo6 con 62°C, 3°C por encima de la temperatura de fusion (Tm)
llegando a determinar empiricamente que el mejor rendimiento se obtenia
utilizando una temperatura de 57°C.

3.3.2 Amplificacién por PCR en individuos antiguos

Partiendo de los resultados obtenidos durante la optimizacion de la técnica
en individuos modernos y de las condiciones descritas en la bibliografia (Mannucci
et al. 1994; Bizcarra et al. 2002) se procedié a la amplificacion del ADNa. Se
debieron ajustar las condiciones para lograr resultados satisfactorios. EI ADNa
tiene, como ya se menciono, la caracteristica de ser escaso y de encontrarse
altamente fragmentado, razén por la cual esta etapa es también critica con
respecto a la contaminacion, y deben tomarse precauciones durante la preparacion
de la PCR para minimizar las probabilidades de que las muestras resulten
contaminadas. Esta etapa de trabajo, asi como las extracciones, también fue
realizada en las instalaciones del Laboratorio de ADN Antiguo del Departamento de
Antropologia Biol6gica, utilizando equipamiento especifico para esta tarea.

Se utilizaron en algunos casos reactivos especiales como Taq polimerasa
disefiada para activarse a temperaturas mayores de 90°C (HotStart Taq,
Fermentas), con el fin de minimizar la formacion inespecifica de productos de
partida. En cada PCR se incluyeron dos controles positivos y un control negativo.
Los controles positivos fueron reacciones con ADN de individuos de sexo conocido
para control interno de éxito de la PCR; en este caso, se incluyd un control XXy
uno XY a fin de verificar una correcta amplificacion y visualizacion en el gel de los
dos productos de PCR esperados (112 y 106 pb), ademas de servir como marcador
de peso molecular y control de amplificaciones inespecificas. Todos los controles
positivos fueron agregados fuera del laboratorio de ADNa. Para cada individuo se
realizaron por lo menos cuatro amplificaciones independientes con el fin de evitar
falsos resultados en la determinacion de sexo.

Al igual que en la etapa de optimizacion de la amplificacion por PCR con
muestras de ADN moderno se ajustaron las condiciones de la reaccion y del
programa de amplificacion (temperatura de hibridacion, tiempo y cantidad de
ciclos).

Se ha demostrado que la utilizacion de BSA en las reacciones de PCR
mejora la eficiencia ante la presencia de inhibidores de diversa indole (Kreader
1996). Por lo tanto, en las reacciones de PCR con ADNa, se experimentd con
distintas concentraciones BSA por volumen final de reaccion. También se
ensayaron distintas concentraciones de MgCI2. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 30 uL adicionando 10 yL de ADN por reaccion.
Fue necesario trabajar con este volumen de ADN ya que partimos de bajas
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concentraciones, especialmente al trabajar con ADNn. Se utilizaron 2 unidades de
Taq polimerasa por reaccion.

La amplificacion se realiz6 con ciclos idénticos a los utlizados para
individuos modernos, pero se aumento a 60 la cantidad de repeticiones (Bizcarra et
al. 2002) siendo éste el minimo de repeticiones con las que se observd algun
resultado. Fue necesario realizar ademas una segunda fase de amplificacién de 40
ciclos para lograr una visualizacién adecuada de los resultados en el gel (Lassen et
al. 1996; Stone et al. 1996). Las reamplificaciones se realizaron para un volumen
final de 25 pL, con las mismas condiciones que la primera etapa de amplificacion y
con la misma proporcion de ADN, pero utilizando en este caso producto de la
amplificacion anterior y Dream Taq Polimerasa (Fermentas).

Para cada individuo se realizaron 2 amplificaciones independientes de dos
extractos independientes y de cada una de ellas se realizaron 2 reamplificaciones,
logrando de esta manera 4 PCRs, por lo que generalmente se exigen 3
amplificaciones como minimo para la validacion de los resultados al trabajar con
material genético antiguo (Hummel 2003).

3.3.3 Identificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se visualizan por electroforesis en geles de agarosa o
poliacrilamida mediante la tincion con colorantes especificos como el bromuro de
etidio o nitrato de plata. Siguiendo las recomendaciones de Manucci et al. (1994),
se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 4% (p/v) por 90 minutos a un
voltaje constante de 100 V. Se empled la tincion con bromuro de etidio para la
visualizacion de los productos en un transiluminador UV. Sin embargo, debido a la
pequefia diferencia en tamafio de los fragmentos correspondientes a cada
cromosoma (6 pb), se optd por la realizacion de electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE), ya que es una técnica de alta sensibilidad, adecuada para el
trabajo con moléculas de tamafio pequefio. También para esta técnica se ajustaron
de forma experimental las condiciones como la concentracion del gel, el tiempo de
corrida y el volumen de muestra cargada (Sambrook et al. 1989).

Durante los experimentos iniciales se realizaron geles de poliacrilamida
(Acrilamida: BisAcrilamida 29:1) de concentracion homogénea al 12% (p/v)
(Bizcarra et al. 2002) que se corrieron por 4.5 hs a un voltaje constante de 80 V,
tiempo que se determind controlando el frente de avance del azul de bromofenol y
el xileno cianol contenidos en el buffer de carga que se agregé a las muestras para
aplicarlas al gel. La tincion fue realizada con nitrato de plata (Sanguinetti et. al.
1994). También se experimentd con geles discontinuos (formados por dos geles
con diferente porosidad), compuestos de un gel concentrador al 5% (p/v) y un gel
separador al 12% (p/v) y se corrieron por 4.5 hs, al mismo voltaje. En ninguno de
los casos se logro la separaciéon de las bandas, por lo que se considerd necesario
aumentar la densidad, de manera de lograr una mayor friccion de las moléculas
entre los poros. Al aumentar la densidad del gel, se debi6 aumentar a su vez el
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tiempo de corrida, ya que la velocidad de migracion de las moléculas sera mas
lenta por encontrarse en un medio con mayor friccion (Garcia 2000).

Los experimentos siguientes se realizaron con geles de poliacrilamida
(Acrilamida: BisAcrilamida 19:1) al 16%, de concentracion homogénea,
aumentandose el tiempo de corrida a 6.5 hs a 80 V, el cual fue determinado
nuevamente monitoreando el frente de avance del azul de bromofenol y el xileno
cianol.

Se experimentd ademas con la cantidad de producto de PCR utilizado en el
gel para su visualizacién a fin de lograr un resultado nitido procurando evitar la
obtencién de resultados ambiguos que puedan llevar a generar errores a la hora de
determinar el genotipo de un individuo. Se observdé que al cargar grandes
cantidades de ADN amplificado de individuos contemporaneos (8 yL o mas), las
bandas eran demasiado gruesas, pudiendo dar lugar a confusion especialmente en
los casos XY, ya que al tefiirse, si ambas bandas son muy grandes, pueden
resultar como una gran mancha y no como dos bandas bien definidas. A
consecuencia de ello se realiz6 un gel donde se cargaron 4 uL de todas las
muestras amplificadas en esta etapa utilizando diluciones en serie: sin diluir, 1:2,
1:4y 1:8 para cada una.

4. Resultados
4.1 Estandarizacion de las técnicas

Tanto las condiciones de PCR como las condiciones para la visualizacion de
los productos de amplificacion en gel de poliacrilamida debieron ajustarse
empiricamente para lograr un 6ptimo rendimiento para la determinacion molecular
del sexo empleando el locus de la amelogenina.

Al variar la procedencia del ADN molde del que se parte (ADNa o ADN
moderno), las condiciones para su amplificacion debieron modificarse. Se
realizaron por lo tanto dos estandarizaciones para las reacciones de PCR, una para
amplificar ADN moderno y otra para amplificar ADN altamente degradado y en
bajas concentraciones como es el caso del ADNa. Para la electroforesis de los
productos de la amplificacién no es necesaria esta distincion, y una estandarizacion
general resulta adecuada para la visualizacion de dichos productos de PCR.

4.1.1 PCR con muestras de ADN moderno

Las condiciones que se concluyeron como 6ptimas para la reaccion de PCR
fueron: 10% de buffer 10X (Fermentas), 2,0 mM de MgCI2 (incluido en el buffer con
una concentracion de 20 mM), 2 ug de BSA, 0,25 uyM de cada cebador (F y R), 150
MM de cada ANTP, 1 Unidad de Dream Taq Polimerasa (Fermentas) y 2 pyL de
ADN, completandose el volumen de reaccion con agua ultrapura para PCR a un
volumen final de 20 pL.

287



Condiciones de ciclado de la PCR: 5 minutos de desnaturalizacion a 94°C,
seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a
57°C (hibridacién) y 20 segundos a 72°C (extensién), finalizando con una extensién
de 5 minutos a 72°C.

En los experimentos en los que se utilizaron 35 ciclos se observo, para los
individuos femeninos, la presencia de una banda inespecifica similar a la banda de
112 pb correspondiente al cromosoma Y. En esta etapa fue posible distinguir el
error ya que todas las muestras utilizadas eran de sexo conocido. Si bien, siempre
gue se encontr6 presente, su intensidad fue menor a la que presentaria un
individuo de sexo masculino y en la posicion correspondiente a un fragmento de
ADN un poco més largo, el fenébmeno podria producir errores en la determinacion
del genotipo. Este fendbmeno fue eliminado al reducir a 30 el nimero de ciclos.
Debe mencionarse que en la bibliografia consultada al respecto no se encontrd
ninguna referencia sobre el fenémeno observado.

4.1.2 PCR con muestras de ADN antiguo

Se experimento con diferentes concentraciones de BSA para la amplificacion
del ADNa. Las reacciones que mostraron mejor rendimiento fueron aquellas en las
gue se utiliz6 mayor cantidad de BSA encontrdndose una concentracién optima de
6 ug.

De las distintas concentraciones empleadas de MgCI2 (1,5, 2,0, 2,5y 3,0
mM), resulté éptima la misma concentracién que se habia establecido durante los
experimentos anteriores con ADN moderno: 2,0 mM.

Debieron realizarse experimentos para determinar la cantidad minima de
ADN por reaccion necesaria para la amplificacion y la dilucion del extracto a
emplear. Esta relacion no es uniforme para todas las muestras y depende del
estado de preservacion del material genético de cada individuo por lo que la
dilucion optima de trabajo debe establecerse para cada muestra en particular.
Asimismo no pueden ser tomados como referencia los protocolos para
amplificacion de ADNmt ya que éste se encuentra en multiples copias por célula
por lo que resultard siempre mas abundante. A partir de la experimentacion con
diferentes diluciones de los extractos de ADN, se observdO que los mejores
resultados se conseguian al utilizar los extractos sin diluir o en una dilucion de 1:10,
para la gran mayoria de las muestras, logrando un equilibrio entre cantidad de ADN
y cantidad de inhibidores. En general se establecié empiricamente que 10 uL de
ADN para un volumen total de 30 uL eran suficientes para la amplificacién de este
segmento.

Las amplificaciones por PCR de ADNa se realizaron en dos etapas: una
primera de 60 ciclos y a continuacion una reamplificacion de 40 ciclos. Las
condiciones de los ciclos fueron las mismas que las empleadas con ADN moderno
siendo de sefialar el cambio de la temperatura de hibridacion, la cual se optimizé
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en 55°C, dos grados por debajo de la temperatura Optima para las reacciones de
amplificacion con ADN moderno.

Si bien inicialmente se planteé la realizacion de 4 PCR independientes para
la validacion de los resultados, en la practica para la mayoria de las muestras se
debié aumentar la cantidad de PCR realizadas debido a que en algunos casos no
se observaron resultados en las primeras 4 amplificaciones, lo que es comun en el
trabajo con ADNa.

4.1.3 Electroforesis

En las primeras electroforesis realizadas en geles de agarosa al 4% (p/v)
(Manucci et al. 1994) se observaron bandas correspondientes a los productos de
amplificacion por PCR aunque no se logré mediante este método una separacion
apreciable de las bandas de amplificacion correspondientes a los cromosomas X e
Y.

La correcta visualizacion y diferenciacion de las bandas de 106 pb y 112 pb
de amelogenina correspondientes a los cromosomas X e Y respectivamente se
obtuvo en geles de poliacrilamida (Acrilamida: BisAcrilamida 19:1) al 16% (p/v) con
un tiempo de corrida de la electroforesis de 6.5 hs a un voltaje constante de 80 V.

Se observé en las electroforesis una cantidad importante de producto
inespecifico, posiblemente causado por el elevado numero de ciclos de
amplificacion por PCR practicados. Teniendo en cuenta que al trabajar con ADNa
nuclear se parte de muy bajas concentraciones de ADN, se justifica la necesidad
de mantener estos parametros, que experimentalmente se establecieron como
necesarios para la obtencion de resultados.

En cuanto a la cantidad de producto de amplificacion por PCR cargado en
cada pozo del gel, los mejores resultados se obtuvieron con diluciones 1:2 y con el
producto sin diluir. Para las muestras en que se partia de ADN de alta calidad y/o
en altas concentraciones (extractos realizados a partir de sangre) se observaron
resultados aceptables para las 4 diluciones empleadas. Sin embargo para aquellas
en que el ADN era de menor pureza (como los extractos realizados a partir de
foliculo piloso) no se observaron resultados para las diluciones de 1:4 y 1:8.
Experimentalmente se determiné que el volumen de producto de amplificaciéon a
cargar en el gel debia ser de aproximadamente 4 pyL y en una dilucion no mayor a
1:2. Para los productos de reamplificacion de ADN antiguo se trabajo siempre con
el producto original sin diluir y un incremento en 1 yL mas fue suficiente para
alcanzar una visualizacion adecuada en el gel (5 yL en total).
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4.2 Determinacion de sexo

Los resultados obtenidos para las muestras de individuos contemporaneos
fueron coincidentes con el sexo biolégico en todos los casos, confirmando la
fiabilidad de la técnica en esta etapa. La dificultad en la amplificacién tuvo
importantes variaciones entre las muestras arqueologicas; aunque se lograron
resultados para todos los individuos, estos fueron a veces contradictorios. En la
tabla 2 se muestran los resultados de las amplificaciones exitosas de cada
muestra.

Tabla 2. Resultados obtenidos de los productos de amplificacién por PCR para cada individuo y
determinacion del sexo molecular

D sexo PCR PCR PCR PCR PCR PCR Sexo

morfoldgico 1 2 3 4 5 6 molecular

TR6 Masculino XY XY XY Masculino

TRS8 Femenino XX XY XX Femenino

CH2D01-20 Femenino XX XX XX XX Femenino

Yaguareté s/d XY XY XX XX XY XY Masculino
Tabaré s/d XY XY XX XX XX XY Indeterminado
LI-lI-2 s/d XY Indeterminado

Por lo menos 3 amplificaciones exitosas se consideraron necesarias para un
diagndstico de sexo molecular aceptable, siendo el resultado final el mayoritario.
Para lograr este objetivo fueron necesarias multiples repeticiones en la mayoria de
los casos, excepto para la muestra del sitio “CH2D01-A” que mostrd un excelente
rendimiento observandose resultados en las 4 primeras PCR y siendo siempre
coincidentes. Asimismo, varias repeticiones fueron descartadas por encontrarse
contaminacién en el control negativo, lo que aumenté el nimero de repeticiones
necesarias para la obtencion de resultados validos. El requisito de un minimo de 3
amplificaciones se cumplié en todos los casos, menos para la muestra de “Rincén
de Los Indios”.

Los individuos que contaban con determinacion de sexo por métodos
tradicionales son dos procedentes del sitio “Laguna Tres Reyes I’ (TR1, muestras
TR6 y TR8) (Madrid y Barrientos 2000) y uno del sitio “CH2D01-A” (Femenias et al.
1990). Segun Madrid y Barrientos (2000) las muestras TR6 y TR8 corresponden a
un individuo masculino y a uno femenino respectivamente (no se especifica el
método de determinacidén de sexo utilizado). La tasa de éxito en la amplificacion,
definida por el porcentaje de amplificaciones exitosas (amplificaciones con
resultados positivos para la banda X o Y, o ambas) del total de amplificaciones
realizadas, fue de 30% para TR6 y de 50% para TR8. Los pocos resultados
obtenidos para TR6 fueron sin embargo coherentes en todos los casos con la
determinacion de sexo molecular masculino. Para TR8 se ven inconsistencias en
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los resultados al mostrar un resultado XY, en contraste con el resto que indican un

sexo molecular XX.

Para los individuos de los sitios “Estancia Tabaré” y “Yaguareté”, se
obtuvieron 6 amplificaciones para cada uno, con una tasa de éxito entre 30% y
40%. Las inconsistencias en los resultados no permitieron generar un diagnéstico
en el caso de la muestra del sitio “Estancia Tabaré”, pero se determind como
masculino el sexo para Yaguareté por la amplificacion del alelo correspondiente al
cromosoma Y en 2/3 de los casos. De las amplificaciones practicadas para LI-11I-2,
se observaron resultados en una unica ocasion, mostrando un genotipo masculino,
aunque el resultado no puede considerarse valido segun los estdndares para ADNa

debido a que no fue posible su replicacion.

A

2Jeqe] 3s3
aieqe] ‘js3

Figura 3. Amplificacion por PCR del gen de la amelogenina en gel de poliacrilamida al
16%. Carriles (de izquierda a derecha): 1) Yaguareté (no se observa ADN), 2) LI-llI-2
(extraccion 1) (amplificacion inespecifica), 3) LI-lll-2 (extraccibn 2) (dos bandas,
correspondientes a sexo masculino) 4) Estancia Tabaré (extraccion 1) (banda Unica
correspondiente a sexo femenino), 5) Estancia Tabaré (extraccion 2) (igual a anterior), 6)
Marcador de peso molecular (Ladder), 7) Blanco de extraccion (las bandas observadas son
inespecificas), 8) Control negativo de PCR (primera etapa 60 ciclos + segunda etapa 40
ciclos) (igual a anterior), 9) Control Positivo de PCR XX (una banda), 10) Control positivo
de PCR XY (dos bandas), 11) Control negativo PCR (segunda etapa 40 ciclos) (bandas

inespecificas).
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5. Discusién

Entre los restos arqueologicos del Uruguay se ha sefialado un exceso de
individuos masculinos, particularmente para la region este (Sans 1988; Figueiro y
Sans 2011). Figueiro y Sans (2011), descartando la posibilidad de que el sesgo sea
de origen clasificatorio y/o muestral, plantean la hipétesis de que el fenémeno sea
una expresion cultural, como la inhumacion preferencial de individuos masculinos
en las estructuras monticulares que caracterizan a los sitios de la region este.
Considerando que en el Uruguay los restos 0seos se encuentran por lo general en
mal estado de preservacion, y que esto ha afectado la posibilidad de realizar
estimaciones de sexo en un alto porcentaje de restos (Pintos y Bracco 1999; Sans
y Femenias 2000; Gianotti et al. 2009), la técnica estandarizada podra ser utilizada
como método independiente para adicionar datos que no pudieron ser incluidos en
el andlisis por el estado de deterioro de los restos o por encontrarse incompletos,
con el objetivo de contrastar la hipdtesis planteada. A su vez servirh como un
meétodo independiente para las estimaciones de sexo por métodos morfologicos
(Figueiro y Sans 2011).

La determinacion del sexo para las muestras analizadas se logré en el 67%
de los casos. Las tasas de éxito en amplificaciones de ADNa suelen ser por lo
general muy variables entre diferentes investigaciones, tanto para ADNmt como
para ADNn. Para trabajos de determinacién de sexo por amplificacion de ADNa
nuclear (mediante la amplificacion de diferentes loci, entre ellos el de la
amelogenina) se han registrado tasas de éxito de 100% (Gotherstrom et al. 1997),
95% (Stone et al. 1996), 81% (Faerman et al. 1995), 78% (Arslan et al. 2011) y
42% (Mays and Faerman 2001). Los trabajos de ADNmt muestran también gran
variabilidad, desde 32% de éxito (Lalueza-Fox et al. 2003) hasta un 100%
(Monsalve et al. 1996) para muestras americanas, resefladas en detalle en Figueiro
2006.

Se encontr6 una relacion entre el rendimiento en la amplificacion y las
condiciones de preservacion de las muestras. Los individuos recuperados en los
sitios “Laguna de Tres Reyes I” y “CH2D01-A” se encuentran en general en buen
estado de conservacion y muy completos (Madrid y Barrientos 2000; Sans y
Femenias 2000). Estos a su vez mostraron el mejor rendimiento en la amplificacion
molecular lograndose la determinacion del sexo en todos los casos, con resultados
robustos sin inconsistencias en dos de ellos (TR6 y CH2D01-A individuo 20). Entre
las otras muestras, Yaguareté y Estancia Tabaré presentan un estado de
preservacion pobre y tuvieron en general tasas de éxito menores y amplificaciones
contradictorias, lo que no permitid6 establecer un diagnoéstico del sexo para el
individuo del sitio “Estancia Tabaré”. Las amplificaciones practicadas para las
muestras del individuo LI-111-2 fueron las que mostraron menor rendimiento, con un
Unico resultado. Como ya fue sefalado, los restos del individuo LI-IlI-2 son los que
se encuentran en peores condiciones de conservacion.

Varios autores han sefialado que no es la antigtiedad el principal factor que
determina la posibilidad de preservacion y amplificacion de ADNa, sino que mas
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importante es el estado de conservacion (Paabo 1989, O'Rourke et al. 2000,
Bizcarra et al. 2002). En el presente estudio la relacion entre la conservacion y el
rendimiento en la amplificacion por PCR es clara, aunque no se logro analizar la
relacion entre la antigiedad de los restos y el rendimiento en la recuperacion y
amplificacion de ADNn al no contar con los datos necesarios.

El sexo molecular de los dos individuos analizados del sitio “Laguna Tres
Reyes I” pudo ser estimado, siendo en ambos casos coincidente con el sexo
estimado por métodos morfolégicos. Debe destacarse que si bien la muestra TR6
no tuvo una alta tasa de éxito en las amplificaciones realizadas, los resultados
obtenidos fueron en todos los casos idénticos, indicando un genotipo XY
(masculino). El resultado inferido es a su vez coherente con los datos de sexo
estimados para este individuo en base a sus caracteristicas morfologicas. Para la
muestra TR8 se obtuvieron como en el caso anterior tres resultados de
amplificacion, aunque la cantidad de PCRs necesarias para alcanzarlos fue menor.
Como ya fue sefalado entre los resultados obtenidos encontramos inconsistencias,
mostrando en un caso un genotipo XY, y en los otros dos casos genotipos XX,
indicando mayoritariamente sexo molecular femenino. La amplificacion de la banda
de 112 pb puede haber sido causa de contaminacién cruzada entre muestras
durante la realizaciéon de la PCR o incluso durante el sembrado del gel. No debe
descartarse el caso inverso en el cual la banda Y seria auténtica y que por azar
haya fallado en la amplificacion en las otras dos reacciones de amplificacion
practicadas. Por los escasos resultados obtenidos no es posible estimar con un alto
grado de certeza cuél de los dos resultados es mas probable. Debido a que
tenemos resultados de amplificacion moleculares mayoritarios femeninos,
asignamos el sexo biolégico como probablemente XX a la muestra. Estos
resultados son respaldados por el hecho de que se conoce la asignacion del sexo
morfolégico del individuo, siendo éste femenino.

La estimacion del sexo del individuo 20 del sitio “CH2D01- A” fue realizada
empleando dos métodos morfolégicos diferentes que mostraron resultados
contradictorios. Las estimaciones realizadas por métodos morfolégicos cualitativos
indicaron como posible el sexo femenino (Femenias et al. 1996; Sans et al. 1997;
Sans y Femenias 2000). Este mismo individuo fue examinado en el marco de una
investigacion llevada a cabo por Figueiro y Sans (2011) donde se aplicé un método
cuantitativo de determinacion de sexo (medidas osteométricas del postcraneo). En
este caso y en contraste con la determinacion anterior, se determind la muestra
como masculina. Los analisis moleculares para este individuo tuvieron una tasa de
exito del 100% habiéndose realizado 4 PCRs, siendo todas exitosas y con
resultados coincidentes con un sexo molecular femenino. Los resultados
moleculares coinciden con los obtenidos mediante métodos morfolégicos
cualitativos. Debe mencionarse que este fue el Gnico caso en que se observl un
rendimiento tan alto y que la muestra corresponde a restos 0seos que se
encuentran muy bien conservados.

De los seis individuos prehistéricos estudiados en este trabajo, el individuo
CH2DO01-20 es el unico que ha sido analizado mediante ADNmt. Este individuo fue
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incluido en una investigacion llevada a cabo por Sans et al. 2012 en la cual se
analiza un linaje exclusivo para el Uruguay, parte del subhaplogrupo mitocondrial
Cld. Los autores identificaron la presencia del linaje en 5 individuos
contemporaneos, para el cacique charria Vaimaca Pert y en dos individuos del
sitio CH2DO01-A, uno de ellos el CH2D01-20. Estos datos, segun los autores,
representan una continuidad genética entre los constructores de cerritos, el grupo
étnico Charrda y la poblacion uruguaya actual, por via materna. Para este linaje, el
individuo CH2D01-20 seria el portador mas antiguo (conocido hasta la fecha) (Sans
et al. 2012).

Se ha comprobado en un principio la aplicabilidad de la técnica para el
trabajo con restos 0seos arqueoldgicos, dado que el sexo molecular inferido para
los dos primeros casos (TR6 Y TR8) coincide con el sexo morfolégico, y en el
tercero (CH2DO01-20), los datos moleculares confirman con gran robustez el sexo
morfolégico estimado a partir de métodos cualitativos. Debe destacarse que la
fiabilidad de la técnica depende sensiblemente de la observacion de una
metodologia de trabajo estricta y con especial atencidbn en los controles de
contaminacion, para poder avalar la autenticidad de los resultados.

Dentro de la etapa de analisis de las muestras para las cuales no fue posible
la determinacion del sexo por técnicas morfolégicas se analizaron los individuos:
Yaguareté, Tabaré y LI-1ll-2, de los cuales Unicamente contamos con informacién
contextual para el individuo perteneciente al sitio “Rincén de Los Indios” (LI-111-2).
Sobre el sitio Yaguareté se encuentra muy escasa informacion ademas de ser muy
general y descriptiva (Boretto et al. 1973). El individuo de “Estancia Tabaré”
pertenece a una coleccion privada por lo que no se cuenta con datos arqueoldgicos
de ningun tipo.

Los restos de los sitios “Estancia Tabaré” y “Yaguareté” se encuentran con
un alto grado de fragmentacion y muy incompletos, y si bien pueden distinguirse
algunas piezas 0Oseas, estas se encuentran con un deterioro tal que no permiten
aplicar técnicas de andlisis para determinacion del sexo a partir de su morfologia.
El individuo de Estancia Tabaré fue, sin embargo, analizado por Gonzalo Figueiro
(inédito), quien realizd un analisis osteométrico de acuerdo a medidas previamente
estudiadas (Figueiro y Sans 2011) de la diéfisis de los huesos largos (fémur, tibia,
hamero, cubito y radio), pudiendo tomar 13 medidas para intentar determinar el
sexo (todas las medidas a excepciéon del fémur correspondieron a piezas del lado
izquierdo). A pesar de la escasez de las medidas disponibles se logré una
aproximacion, sugiriendo que los restos posiblemente pertenecen a una mujer
robusta; sin embargo las probabilidades de la asignacidon son reducidas por la mala
conservacion de los restos y las pocas medidas con las que pudo ser realizado el
analisis. Se considero entonces adecuada la inclusion de este esqueleto para su
analisis, sin embargo no fue posible la determinacién de sexo molecular debido a
las inconsistencias en los resultados obtenidos. El sexo de Yaguareté pudo ser
determinado observandose un genotipo masculino en el 67% de los resultados
obtenidos. Para Tabaré los resultados fueron inconsistentes, mostrando genotipos
XXy XY en igual proporcion. Las extracciones de ambos individuos (junto con LI-
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[1I-2), fueron realizadas en conjunto, por lo que existe la posibilidad de que se haya
producido contaminacion cruzada entre muestras durante esta etapa. Siendo la
muestra de Yaguareté masculino, los resultados XY que se obtuvieron en algunas
reacciones de amplificacion para Tabaré pueden ser producto de contaminacion,
descartando que la contaminacién haya provenido de LI-IlI-2 ya que de éste
solamente se obtuvo un resultado, indicando baja concentraciéon de ADN y/o alto
contenido de inhibidores. Considerando la posibilidad de contaminacion de la
muestra con ADN de Yaguareté, entonces los resultados poco consistentes
observados se explicarian por la amplificacion aleatoria de moléculas enddgenas
en algunos casos y de moléculas del individuo contaminante en otros. La
contaminacion puede haberse producido de igual manera (contaminacién cruzada
entre estos dos individuos) durante la etapa de PCR debido a que ambas muestras
fueron amplificadas juntas en la mayoria de los casos. No debe descartarse
tampoco la probabilidad de contaminacion con ADN del personal masculino que
manipulé las muestras durante la extraccién o incluso la posibilidad de que la
muestra se encontrase contaminada con ADN exdgeno anterior al proceso de la
extraccion.

El individuo LI-1ll-2 corresponde a un enterramiento secundario (paquete
funerario) levantado en pan de tierra en el afio 1997 en el sitio “Rincon de los
Indios” en el departamento de Rocha (Gianotti y Lépez Mazz 2009). El
enterramiento se encuentra ubicado en la base del cerrito Ill, evidenciando un
tratamiento mortuorio diferencial en comparacion a los demas restos recuperados
en el sitio (Gianotti 1998; Lopez Mazz 2000; Gianotti y Lopez Mazz 2004; Gianotti y
Lopez Mazz 2009). Este enterramiento es el Unico presente en esta elevacion a
diferencia de los otros cerritos del sitio donde se encontraron enterramientos
multiples, y seria el individuo mas antiguo situado en el 2800 A.P. (Gianotti y Lopez
Mazz 2009:197). Ademas de las caracteristicas mencionadas, el enterramiento
cuenta con material cultural asociado, lo que podria considerarse como ajuar
funerario (Gianotti y LOpez Mazz 2009). En base a estas caracteristicas, el
enterramiento se ha interpretado como fundacional, relacionado con la construccion
del cerrito (Gianotti y LOpez Mazz 2009), lo que indicaria un estatus diferencial para
este individuo. Luego de su recuperacion arqueoldgica, el paquete funerario
permanecid almacenado sin analizar y en condiciones no adecuadas para la
conservacion, expuesto a cambios de humedad y temperatura. Recientemente
Natalia Azziz en el marco de su investigacion para la obtencion del grado de
licenciada en ciencias antropolégicas, ha retomado el estudio de este individuo,
realizando su acondicionamiento, excavacion y analisis tafondmico. El estado
general de los conjuntos 6seos del sitio se ha descrito como incompleto y con una
alta tasa de fragmentacion (Gianotti 1998; Gianotti y Lopez Mazz 2009). Para este
individuo en particular, la mala conservacion sefialada por los autores se vio
acentuada por las inadecuadas condiciones de almacenamiento lo que resulté en
un gran deterioro generandose el fraccionamiento de todas las piezas Oseas
presentes en pequefios fragmentos haciendo imposible su identificacion. Es posible
gue la mala conservacion de los restos haya sido la causa del bajo rendimiento en
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la amplificacién, dado que se obtuvo un unico resultado mostrando un genotipo XY.
Debido a la falta de datos se concluye como indeterminado ya que no fue posible la
replicacion del resultado. Por las caracteristicas contextuales de recuperacion de
este enterramiento en particular ya descritas, el conocimiento del sexo aportaria un
dato interesante para la lectura del registro y su interpretacion arqueolégica en
relacion a identidades y organizacién social. Lamentablemente no se puedo
considerar como valido el resultado obtenido (masculino) por lo que el sexo de este
individuo continda siendo incierto. Seria recomendable la realizacion de una nueva
serie de extracciones y amplificaciones independientes y aisladas de otras
muestras 0seas para este individuo.

5.1 Consideraciones respecto a la contaminacion

Se trabaj6é para cada individuo con 2 extractos independientes de ADN
(Faerman et al. 1995, Stone et al. 1996) para minimizar la posibilidad de obtener
resultados erroneos por contaminaciéon durante la extraccion. Todas las
extracciones resultaron limpias en el control de contaminacion. Por este motivo
resulta poco probable que los resultados contradictorios se hayan producido por
contaminacion en esta etapa, sin embargo, debe considerarse la posibilidad de
contaminacion cruzada entre muestras que no haya afectado al control de
contaminacion. Las PCRs se realizaron con un maximo de 6 muestras, tomando
todas las precauciones posibles para minimizar la contaminacién. Los controles
positivos fueron agregados en el dltimo paso de la preparacion de la PCR, fuera del
laboratorio de ADNa donde se realizd la preparacion de las reacciones de las
muestras arqueoldgicas. Por este motivo no se considera la posibilidad de
contaminacion de las muestras de ADNa con ADN de los controles durante la
realizacion de la PCR, aunque si existe la posibilidad de contaminacién cruzada al
ser cargadas en el gel, sin embargo no es de la mas comprometida debido a que
ya en esa etapa cada muestra se encuentra ya replicada. En cuanto al riesgo de
contaminacion del personal que manipuld las muestras, podriamos encontrar alelos
Y por contaminacién durante la extraccion, ya que los extractos fueron realizados
por un individuo de sexo masculino y uno femenino (Gonzalo Figueiro y Patricia
Mut). Durante las reacciones de PCR, las muestras fueron manipuladas por una
sola persona, de sexo femenino (Patricia Mut), lo que anula la posibilidad de
observar un alelo Y producto de contaminacion ocurrida en esta etapa.

5.2 Limitaciones de la determinacion de sexo mediante la amplificacion del
locus de la amelogenina

Deben tenerse en cuenta varias consideraciones a la hora de asignar el sexo
a una muestra de arqueoldgica mediante el empleo de la amelogenina como
marcador del sexo molecular. Por las caracteristicas ya resefiadas del ADNa,
puede ocurrir una falla en la amplificacion de alguno de los alelos. En este caso y
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debido a que la diferencia en tamafio es apenas de 6 pb, consideramos que ambos
alelos tienen probabilidades de amplificacion casi idénticas. La existencia de un
alelo Y especifico permite identificar a los individuos masculinos aunque el alelo
correspondiente al cromosoma X falle. Esto no es posible para los individuos
femeninos. En caso de que el alelo Y especifico no se amplifique por azar el
individuo no se distinguira y puede ser asignado erroneamente al sexo femenino.
Por ende, la asignacion del sexo femenino debe ser confirmada mediante la
replicacion independiente de multiples PCRs para descartar la falla en la
amplificacion del alelo Y por azar (Bizcarra et al. 2002, Hummel 2003).

Se han identificado otras causas de fallas en la amplificacion de los
segmentos del locus de la amelogenina que han llevado a la asignacion errénea del
sexo. Varios autores han documentado la presencia de deleciones o mutaciones
puntuales en la region de hibridacion de los cebadores que llevan a la falla en la
amplificacion del alelo presente en el cromosoma Y, causando una determinacion
de sexo erronea (Santos et al. 1998, Roffey et al. 2000, Steinlechner et al. 2002,
Thangaraj et al. 2002). Sin embargo, las frecuencias de las fallas por estas causas
son muy bajas: 0.018 en Austria (Steinlechner et al. 2002), 0% en Chinos y 0.88%
en Malayos (Chang et al. 2003), aunque en poblaciones Indias las frecuencias son
mayores: 3.57% (Chang et al. 2003), 1.85% (Thangaraj et al. 2002) y 8% en
individuos de Sri Lanka (Santos et al. 1998). Se sugiere por estos motivos la
utilizacion de otros métodos complementarios como STR Y especificos, por lo
menos para algunas poblaciones y en casos criticos como suelen ser los casos
forenses.

En el caso de las muestras arqueoldgicas este fenbmeno no seria un gran
inconveniente por su baja frecuencia; por lo menos en relacion con las fallas en
amplificacion ocurridas por causa de la degradacién del ADNa, las cuales son
significativamente mas abundantes y generan el mayor obstaculo para la
amplificacion del ADNa. Tanto por las mutaciones o deleciones como por las
particularidades de la técnica, es recomendable, en la medida de lo posible, la
implementacion de una PCR-multiplex empleando STR para la identificacion de
alelos X e Y especificos para re-confirmar los genotipos obtenidos con el tipaje
molecular de la amelogenina (Hummel 2003).
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6. Conclusiones

Se ha estandarizado una técnica molecular para la determinacién de sexo a
partir de la amplificacion por PCR de un segmento del gen de la amelogenina y se
ha demostrado su aplicabilidad para determinar el sexo de restos arqueoldgicos
(osteoldgicos).

Se logro identificar el sexo de 4 individuos prehistoricos, 3 de los cuales
contaban con determinacion de sexo por métodos morfolégicos, siendo los
resultados moleculares coincidentes con las estimaciones morfolégicas cualitativas
en todos los casos. No se pudo determinar el sexo de dos individuos. Para uno de
ellos las inconsistencias en los resultados no permitieron generar un diagnéstico y
en el otro caso no se lograron resultados suficientes para su validacion debido a un
bajo rendimiento en las amplificaciones por PCR.

Se encontré una relacién entre el estado de preservacion de los restos y el
rendimiento de amplificacion por PCR, pero no entre la antigiiedad de los mismos y
su rendimiento en los analisis moleculares, en principio a causa de la falta de
fechados para dos de ellos.

La estandarizacién de la técnica, habilita la incorporacion de la misma tanto
en el disefio de investigaciones arqueoldgicas, como para la determinacion de sexo
en casos forenses particulares. A pesar de las limitaciones sefialadas propias de la
técnica, asi como también las dificultades propias del trabajo con ADNa, se
considera que tiene potencial para ser aplicada en el marco de nuevas
investigaciones, especialmente para los casos en los que la determinacién de sexo
no haya sido posible o que habiéndose aplicado, se concluye como indeterminado.
Con el desarrollo de esta técnica se pretende fomentar la investigacién en Uruguay
en el area de la arqueologia molecular, para la cual dejamos un antecedente con
obtencion de resultados para ADN nuclear, siendo de los primeros en el pais.
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