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Posgrado en Antropologia, ITA/FFyL
*Laboratorio de Genética Molecular, Centro Universitario de la Ciénega,
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RESUMEN

Las técnicas de biologia molecular y la genética de poblaciones actualmente
constituyen una herramienta muy valiosa para abordar problemas de origen
antropolégico. Por ello, este trabajo pretende aportar conocimiento acerca de
los grupos humanos que han habitado laregion de El Tajin alo largo del tiempo,
mediante el andlisis de muestras de DNA de una poblacién antigua y totonaca
actual de dicharegion. Se emple6 el kitAmpliType PM para caracterizar las muestras,
y se estimaron parametros poblacionales de cinco marcadores del kit para validar
su utilizacion con fines de identificacién humana en los totonacos actuales. Las
relaciones genéticas estimadas, incluyendo otras siete poblaciones actuales mexi-
canas (Buentello et al. 2003) y dos grupos de muestras de otopames antiguos
correspondientes al periodo Epiclasico de laregion de Tula, Hidalgo (Fournier
2001), sugieren que los nahuas llegaron alaregion de El Tajin antes de lo propuesto
por lasinvestigaciones arqueolégicas y linguisticas; aunque por el reducido tamano
de muestras los resultados deben tomarse como una aproximacion.

PALABRAS CLAVE: region de E1 Tajin, genética de poblaciones, ADN, poblaciones
humanas.

! Dedicado a la memoria de la Dra. Rocio Vargas Sanders.
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ABSTRACT

Presently, the techniques of Molecular Biology and Population Genetics consti-
tute a valuable tool for anthropological research purposes. This work tries to
generate knowledge about the human groups that inhabited EI Tajin region.
For this purpose, we analyzed the AmpliType PM kit at ancient DNA samples
and actual totonaca populations from El Tajin region. We computed population
parameters of five markers included at the kit, which validated its utilization for
human identification purposes in the actual totonaca population. We estima-
ted genetic relationships among eleven Mexican populations, including seven
actual groups previously described (Buentello et al. 2003) and two samples of
ancient DNA from otopame-tribes of the Epiclasic period from Tula, Hidalgo
(Fournier, 2001). Results suggest that Nahuas arrived to El Tajin region before
that the proposed by previous archaeological and linguistical evidence. Be-
cause the reduced sample size analyzed, these results must be considered as an
approximation.

KEY WORDS: El Tajin region, population genetics, DNA, human populations.

INTRODUCCION

La region de El Tajin se encuentra geograficamente enmarcada por
dos llanuras aluviales: al norte, la llanura de Coatzintla en la cuenca
media del rio Cazonesy, al sur, la llanura de Espinal en la cuenca del
rio Tecolutla.

Estaregion hasido estudiada por diferentesinvestigadores, mismos
que han argumentado que los responsables de la cultura que alli se
desarroll6 fueron de origen totonaco (Garcia Payon 1938; Du Solier
1945; Krotser 1973). Sin embargo, los estudios de caracter arqueolégico
y linguistico mas recientes proponen que, en realidad, este grupo
étnico llegaria en un periodo posterior al que corresponde al auge de
la cultura de El Tajin. De acuerdo con estas ultimas investigaciones,
tres grupos habitaron antiguamente la region: los huaxtecos, quienes
probablemente dieron origen ala cultura ahi consolidada; los totonacos,
que llegaron en el Epiclasico local (ca. 900-1100 dC), ylos nahuas, que
entraronysalieron de laregion en diferentes momentos del Posclasico
(ca. 1100-1520 dC) (cfr. Pascual 2003; Ochoa 1989; Wilkerson 1989;
Manrique 1975y 1979; Mc Quown 1964).
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Este trabajo pretende, aplicando técnicas de la biologia molecu-
lar y conceptos de la genética de poblaciones, aportar conocimiento
sobre las relaciones filogenéticas entre los pobladores antiguos de la
region de El Tajin yalgunas poblaciones contemporaneas. Fue realizado
en el marco de las investigaciones del Proyecto Arqueolégico Morgadal
Grande de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).?

Con el proposito de reducir al minimo los riesgos de contami-
nacion de DNA actual en las muestras 6seas y dentales producidas por
las excavaciones arqueolégicas se crearon mecanismos de control des-
de el proceso mismo de excavacion, los que incluyen la recuperacion de
los restos utilizando guantes y cubrebocas, asi como la toma de mues-
tras de células de descamacion bucal de los excavadores y del personal
del laboratorio donde se trabajaron éstas en México. Ello con la fina-
lidad de obtener sus genotipos y evitar que interfirieran con aquellos
que caracterizaran las muestras de los pobladores antiguos. Ademas, se
tomaron en cuenta todos los requerimientos esenciales propuestos
por el investigador norteamericano Jeremy Austin (2002) para demos-
trar la autenticidad del DNA antiguo.

METODOS Y TECNICAS

Gran parte de los analisis moleculares fueron realizados en el labora-
torio de Antropologia Molecular que se encontraba a cargo de la Dra.
Rocio Vargas Sanders, sobre la base de un convenio interinstitucional
entre los institutos de investigaciones Estéticas (IIE) y Antropologicas
(IA) de la UNAM.

Por otro lado, las muestras dentales recuperadas en las excavacio-
nes del proyecto, procedentes de El Tajin y de Morgadal Grande,
fueron remitidas al Laboratorio Paleoscience de Miami, Florida, EUA;
donde una parte de cada diente fue utilizada para la extraccion del
DNA antiguo, que asuvez fue amplificado e hibridizado en México. La
otra parte fue utilizada para ser fechada por Espectrometria por
Aceleracion de Masas (AMS) en el Laboratorio Beta Analytic de Miami.

? Este proyecto se desarrolla en el Instituto de Investigaciones Estéticas (IIE) de
la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) con el apoyo del CONACYT
(34912H) y de la DGAPA (401701).
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METODOS DE MUESTREO
Obtencion de las muestras osteoldgicas

Las muestras antiguas trabajadas procedian de tres diferentes sitios en
la region: El Tajin, La Palmera y Morgadal Grande, y pertenecian en su
mayoria al periodo Epicldsico local (ca. 900-1100 dC). Cada muestra
6sea propuesta en campo para su analisis molecular, ademas de ser
tomada utilizando guantes y cubrebocas, como ya se ha mencionado,
fue debidamente embalada en papel aluminio para después ser intro-
ducida en bolsas plasticas debidamente etiquetadas.

Muestreo de la poblacion actual

Se efectu6 de manera dirigida, estratificada y no probabilistica con el
grupo totonaco que actualmente habita Morgadal Grande (ubicado
aproximadamente a 2 km del sitio arqueol6gico del mismo nombre).
Se procur6 que los individuos muestreados no tuvieran mezcla con
otros grupos étnicos en las tres ultimas generaciones, ni tampoco
parentesco entre si. Se tomaron muestras de células de descamacion
bucal de 39 individuos, quienes firmaron un consentimiento informado
antes de proceder a la toma. Se utilizaron raspadores IsoSwab de
Sleicher & Schuell, disenados para obtener las muestras. Inmediata-
mente, fueron depositadas en tarjetas IsoCode de Sleicher & Schuell
previamente marcadas y puestas a secar para ser transportadas a los
laboratorios del IIE en Ciudad Universitaria.

Ademas, a cada individuo muestreado se le solicito contestara un
sencillo cuestionario que tenialafinalidad de conocer susantecedentes
linguisticos. Estos datos sirvieron para establecer un parametro de
comparaciéon con el analisis molecular. Entre otras cosas, se les pregunt6
ellugar de nacimiento yla o las lengua(s) que hablaban el encuestado
y las tres generaciones que lo antecedieron.
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METODOS DE LABORATORIO
Racemizacién de muestras antiguas

Las muestras dentales fueron enviadas al laboratorio de Paleoscience
de Miami para ser racemizadas. LLa racemizacion se basa en las transfor-
maciones delas proteinas de losfosilesalo largo del tiempo. Las proteinas
estan constituidas por aminoacidos, que son moléculas asimétricas.
Los organismos vivientes s6lo contienen en sus proteinas los aminoa-
cidos de tipo levogiro (una parte de la molécula del grupo amino se
sitda ala derechay hay un atomo de hidrégeno alaizquierda —en sentido
figurado, porsupuesto). Cuando mueren los organismos, estos aminoa-
cidos “zurdos” van cambiando a lo largo del tiempo a “diestros” (de
levogiros a dextrogiros) y el atomo de hidrogeno queda ala derechay
el grupo amino a la izquierda. Asi, el proceso de racemizacién es tutil
porque mide la proporcién entre aminodacidos dextrégiros y levogiros,
lo cual sirve para determinar la presencia de DNA antiguo en huesos y
restosfosilizados. Para este estudio se midi6 la proporcion de racemizacion
de acido aspartico y de alanina en las muestras dentales prehispanicas
con las que se trabajo.

Extraccion de DNA antiguo y contempordaneo

Se utilizaron dos métodos para la extraccion de DNA en hueso:* el
método Kalmar (Kalmar et al. 2000) y el de fenol-cloroformo modificado
(Maniatis 1989). Las muestras dentales, como ya se ha mencionado,
fueron enviadas al laboratorio Paleoscience.

Para el caso de las muestras actuales se realiz6 la extraccion de
DNA siguiendo el protocolo de Sleicher & Schulls incluido en las IsoCards
(Sleicher & Schuell 2002).

* Esto con la finalidad de observar qué método de extraccién podia ser el mas
adecuado tratandose de DNA antiguo.
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AMPLIFICACION DE DNA ACTUAL Y ANTIGUO

Se utiliz6 el kit AmpliType PM PCR Amplification and Typing Kit
(Perkin Elmer; Roche Molecular Systems, INC., Brenchburg, NJ 1994),
avalado con muestras de casos forenses y de laboratorio expuestas a
ambientes dificiles. Ademas, fue utilizado con éxito por la Dra. Rocio
Vargas (pionera de la antropologia molecular en México) durante mas
de diez anos. E1 AmpliType, ampliamente conocido como PoliMarker,
se basa en la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
para co-amplificar seis loci polimorficos: LDLR (Low Density Lipo-
protein Receptor), GYPA (Glycophorin A), HBGG (Hemoglobin G
Gammaglobin), D788 y GC (Group Specific Component) y DQA1
(previamente referido para el HLADQ). El tamano de los productos de
amplificacion que se obtienen van de las 138 a 242pb (pares de bases)
(Perkin Elmer 2001). Se trabaj6 tinicamente con los cinco primeros loci
enlistados en el parrafo anterior, ya que a partir del DQAI no se
obtienen amplificaciones positivas en DNA extraido de restos antiguos
(Vargas 1993). Esto se debe a que cuando se estudia material fresco
(sangre, saliva, tejidos, etcétera) es posible amplificar fragmentos de
miles de pares de bases; sin embargo, en tejidos antiguos los fragmentos
por lo general no exceden los 200 pb debido a la degradacion del DNA
que ocurre después de la muerte del organismo (Lanteriy Confalonieri
2001).

HIBRIDIZACION DE DNA ACTUAL Y ANTIGUO

Se realiz6 con las tiras de tipificacion incluidas en el Kit AmpliType PM
de acuerdo con el protocolo de Perkin Elmer incluido en el Kit
(2001) (figura 1).
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Figura 1. Métodos de laboratorio.

ANALISIS ESTADISTICO
Analisis intrapoblacional

En cadaunadelas poblaciones muestreadas se estimaron las frecuencias
alélicas y genotipicas por el método de conteo de los marcadores inclui-
dos en el KitPolymarker. Para cadamarcador se determiné la diversidad
genética mediante el calculo de la heterocigocidad. Ademas, a partir
de pruebas exactas se evaluo el ajuste de las frecuencias genotipicas
con los postulados del modelo Hardy-Weinberg y el desequilibrio de
ligamiento (DL) entre marcadores genéticos. Estos parametros
poblacionales de genética descriptiva se realizaron mediante el progra-
ma Genetic Data Analysis (GDAversion 1.1). Se determiné la diferencia-
cion genética entre poblaciones mediante comparaciones pareadas
de las frecuencias alélicas para cada locus con el programa para tablas de
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contingencia RxC for Windows. La significancia estadistica de las prue-
bas se determin6 empiricamente mediante 5 000 simulaciones.

Analisis interpoblacional

Se incluyeron datos genéticos del sistema Polimarker publicados en la
literatura sobre grupos indigenas mexicanos actuales (Buentello et al.
2003): purépechas, tzeltales, nahuas de Guerrero, otomies, Mixteca
Baja, Mixteca Alta y nahuas de Xochimilco. Adicionalmente, se consi-
deraron datos genéticos de antiguos otopames del sito arqueolégicode
Tula, Hidalgo, México (Fournier 2001). Con estos datos se estimaron
distancias genéticas que fueron representadas graficamente en un arbol
neighbour-joining para obtener una aproximacion sobre las relaciones
filogenéticas entre todos ellos, centrando nuestro interés en la region
de El Tajin. Estas estimaciones fueron obtenidas mediante el programa
DISPAN ( Genetic Distance and Phylogenetic Andlisis).

RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados de muestreo
Restos antiguos

Fueron recuperados en las excavaciones del Proyecto Arqueologico
Morgadal Grande un total de 15 individuos, de los cuales 12 corres-
ponden a entierros primarios. Se trabaj6 con el DNA de siete huesos per-
tenecientes a cuatro entierros distintos y con tres muestras dentales de
individuos diferentes, dando un total de diez, todos ellos fechados por
AMS. La finalidad de trabajar tanto con muestras 6seas en el IIA, como
con muestras dentales en Paleoscience, consistié en establecer parame-
tros de comparacion entre los resultados obtenidos por cadalaboratorio.

Poblacion actual

Se obtuvieron 39 muestras de células de descamaci6én bucal de la pobla-
cion totonaca actual de Morgadal Grande.



UNA APROXIMACION A LA GENETICA DE POBLACIONES ANTIGUAS Y... 111

RESULTADOS DE LABORATORIO
Racemizacion

Sélo dos de las cuatro muestras dentales enviadas a Paleoscience resul-
taron ser candidatas para obtener aDNA. Sin embargo, una de aquellas
catalogadas como no candidatas (lamuestra 1 346) para analisis de DNA
fue seleccionada, debido a su valor arqueologico, para ser estudiada
junto con las muestras viables. Aunque en dicha muestra los valores de
acido aspartico fueron mayores a 0.1, este valor es de tipo cualitativo y
no cuantitativo. Por lo tanto, las posibilidades de obtener aDNA de
dicha muestra solo disminuian, mas no se anulaban. Ademas, la racemi-
zacion de alanina es menor que la de acido aspartico, porlo que la muestra
se encontraba libre de contaminantes?* (Paleoscience 2001).

Amplificacion de DNA

En restos antiguos no fue posible obtener amplificaciones positivas de
todos aquellos huesos con los que se trabajo, aunque si de todos los es-
queletos. En la poblacion actual amplificaron 38 de los 39 individuos
muestreados.

ANALISIS DE DATOS GENETICOS
Intrapoblacional

Las frecuencias estimadas en la poblacién totonaca actual fueron simi-
lares alas observadas en las etnias mexicanas reportadas por Buentello
y colaboradores (2003). Por su parte, la poblacién antigua mostré dife-
rencias notables con la contemporanea en los marcadores LDLRyD7S8,
aunque ninguna fue significativa (p>0.05). Esta falta de significancia
en las comparaciones, mas que indicar unasimilitud entre la poblacién

* Esta decision result6 acertada, dado que la muestra amplificé positivamente.
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antiguay actual, reflejala falta de potencia estadistica de la prueba por
el limitado tamano de muestra.

Debido al gran error estindar de las estimaciones de la poblacién
antigua, no se discutiran en detalle las frecuencias genotipicas. S6lo
mencionaremos que encontramos que los marcadores GYPA y HBGG
se comportaron de manera similar, mientras que el LDLR, D7S8 y GC
muestran frecuencias genotipicas distintas.

En el cuadro 1 se muestran las frecuencias genotipicas observadas,
que se compararon con las esperadas bajo el modelo Hardy-Weinberg
(EHW), asi como el porcentaje de heterocigocidad observado y espe-
rado. La distribucién de genotipos de todos los marcadores estuvo en
equilibrio Hardy-Weinberg y de ligamiento (DL) (p>0.005). En la
poblacion totonaca actual esto indica que las frecuencias alélicas y
genotipicas se mantienen constantes de generacion en generacion,
que los apareamientos son al azar y que los procesos poblacionales de
cambio genético, aunque se asume que existen, no tienen un efecto
importante en la poblacién (selecciéon, mutacién, endogamia, deriva
génica, entre otras). Lo anterior tiene implicaciones importantes
desde el punto de vista forense, ya que esto permite estimar de manera
confiable los perfiles de DNA que se pudieran generar con este kit en
pruebas forenses y de paternidad, especificamente en la poblacion
totonaca actual de Morgadal Grande. En este contexto, también es
importante saber que los marcadores se comportan independiente-
mente en cada grupo analizado.”

Cabe mencionar que las causas de desequilibrio (Hardy-Weinberg
o DL) mas comun en estudios genético-poblacionales NO se deben a
procesos de seleccion, mutacion, etcétera, sino a errores en la tipifica-
cion en el laboratorio y/o en el proceso de la toma de muestras. En
nuestro estudio, la congruencia estadistica de los datos, vistos a la luz
de la genética poblacional, apoyalavalidez de los resultados obtenidos
desde el punto de vista metodolégico. Es importante mencionar lo
anterior dado las dificultades implicitas al trabajar con DNA antiguo
(aDNA), asi como por las dudas que suelen generar los estudios de este
tipo. La principal limitante que debemos reconocer en este trabajo es

®Esto se ha demostrado en estudios previos de validacién del kithechos en otras
poblaciones.
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el pequeno tamano de la muestra, por lo complicado que resulta —por
razones obvias— obtener y trabajar con restos humanos antiguos.

Cuadro 1
Distribucién genotipica, equilibrio Hardy-Weinberg y heterocigocidad
Marcador Genotipo Actuales Antiguos
Observado Esperado Observado Esperado
n % n n % n
LDLR A/ A 13 35 11.40 1 33 0.33
A/B 15 41 18.28 0 0 1.33
B/B 9 24 7.32 2 67 1.34
Heterocigocidad (%) 40.54 50.09 0 53.33
EHW p=0.3178 EHW p = 0.2009
GYPA A/A 25 66 23.72 4 80 4.05
A/B 10 26 12.60 1 2 0.9
B/B 3 8 1.68 0 0 0.05
Heterocigocidad (%) 42.10 43.78 20 20
EHW p=0.3100 EHW p = 1.000
HBGG A/A 4 11 3.8 0 0 0.57
A/B 16 42 16.42 4 57 2.86
B/B 18 47 17.78 3 43 3.57
c/C 0 0 0 0 0 0
A/C 0 0 0 0 0 0
B/C 0 0 0 0 0 0
Heterocigocidad (%) 42.10 43.78 57.14 43.95
EHW p =1.000 EHW p = 0.5800
D7S8 A/A 17 45 15.8 0 0 1.04
A/B 15 39 17.41 5 83 2.92
B/B 6 16 4.79 1 17 2.04
Heterocigocidad (%) 39.47 46.42 53.03 83.33
EHW p =0.4903 EHW p =0.2475
GC A/A 5 14 0.56 0 0 0
A/B 0 0 3.123 0 0 0
B/B 3 8 4.752 1 14 0
c/C 10 28 4.33 3 43 0.89
A/C 4 11 13.19 0 0 3.21
B/C 14 39 10.03 3 43 2.89
Heterocigocidad (%) 63.88 59.35 42.85 49.45

EHW p = 0.4975 EHW p = 1.000
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Interpoblacional

Con el fin de hacer un analisis global de las relaciones biologicas entre
poblaciones se estimaron las distancias genéticasincluyendo aun nimero
mayor de poblaciones de México, entre ellas: las dos antiguas de otopames
de Tula, Hidalgo (“Cerritos”y “Carretera”) (Fournier 2001), contempo-
raneas de la antigua de la region de El Tajin (Epiclasico ca. 900-1100
dC), asi como ocho poblaciones actuales de diferentes grupos étnicos
de México (incluyendo la de totonacos de Morgadal Grande). Las distan-
cias genéticas, representadas en el arbol neighbour-joining, muestran la
mayor lejania de los pobladores antiguos de la region de El Tajin con
los otopames epiclasicos de la region de Tula, quienes se apartaron
notablemente de todos los demas grupos. Aunque esto podria parecer
dificil de explicar, dado que las muestras son contemporaneas en el
tiempo, la diferente filiacion etno-linguistica atribuible a las muestras
del Epiclasico es congruente con este resultado (cfr. Fournier 2001).
Por otro lado, la relacién genética mas cercana de poblacion antigua se
observo con los nahuas de Guerrero, seguida con nuestra muestra de
totonacos actuales de Morgadal Grande (figura 2). Los antecedentes
historico-antropolégicos de laregion, que hablan de una entraday salida
constante de grupos nahuas en la region, dan sentido a este resultado.

nahuas guerrero

Tajin
totonacos

purépecha

. tzeltales
otomi

— Mixteca alta
nahuas xochimilco

Mixteca baja

| “cerritos” —Epicldsico

| “carretera” —Epiclasico

Figura 2. Arbol neighbour-joining que representa las distancias genéticas entre once
poblaciones antiguas y contemporaneas de México.
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CONCLUSIONES

Sobre las contribuciones de este trabajo podemos concluirlo siguiente:

1) No se observé una diferenciacion genética entre la poblacion
antigua y actual de la region de El Tajin.

2) Las frecuencias alélicas estimadas, asi como el equilibrio Hardy-
Weinberg y de ligamiento, validan el uso del kit para identificar indivi-
duos totonacos actuales.

3) Las relaciones genéticas establecidas sugieren, respecto a la pobla-
cion antigua de El Tajin, que los nahuas llegaron a la region antes de
lo propuesto por las investigaciones arqueolégicas y linguisticas.

4) Por el pequeno tamano de la muestra antigua, y consecuente
margen de error elevado en las estimaciones, los resultados deben tomarse
cautelosamente, es decir como una aproximacion.
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