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RESUMEN

Muestras prehispanicas del periodo Arcaico antecesoras de las civilizaciones mesoamericanas y
muestras Mayas del periodo Clasico con importancia histérica fueron analizadas por secuenciacion
de nueva generacion para conocer caracteristicas del DNA mitocondrial de las civilizaciones
mesoamericanas. Las muestras fueron encontradas en diferentes depositos mortuorios en la Cueva
de Puyil localizada en el municipio de Tacotalpa, en el estado de Tabasco, México. Debido a las
condiciones en las que se encontraba la cueva, el origen étnico, la edad, si fue un evento o varios
eventos a través del tiempo no se pudieron determinar, por lo que, este estudio se enfocé en la
estimacion de la edad y el andlisis de las secuencias a nivel molecular para identificar el origen
genético materno a través del analisis del DNA mitocondrial, su distribucion haplotipica, su relacion
con civilizaciones antiguas y contemporédneas de América y Asia; asi como, aspectos de la
deformacién cefélica intencional, su sexo y variantes asociadas como factor de riesgo a Diabetes.
Los haplogrupos encontrados fueron A, A2, C1, C1c, y D4, el haplogrupo B no se identific en
ninguna de las muestras. Los resultados de redes haplotipicas mostraron la relacion genética que
existi6 entre Mayas de México y Guatemala, asi como la relacién entre poblaciones nativas
contemporaneas de Bolivia, Brasil, Republica Dominicana, China, Asia y Beringia. Los resultados
apoyan le teoria migratoria del poblamiento de América de Norte a Sur y después una ruta de
regreso del Sur a Norte de América pasando por las islas del Caribe y que el ancestro comun de los
haplogrupos fundadores del Nuevo Mundo encontrados en este estudio provenian de Asia. Se
identificaron variantes nucleares y mitocondriales asociadas como factor de riesgo a Diabetes; asi
como el desarrollo una nueva metodologia para identificar el sexo masculino en restos 6seos
antiguos, mediante el andlisis in silico de quince genes del cromosoma Y. Las secuencias
especificas para evaluar el sexo masculino se identificaron en los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 y
TTTY22 dando positivo para el sexo masculino en las diez muestras de estudio. La deformacion

cefalica intencional también se identificd, lo que permitié definir su posible origen étnico.
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ABSTRACT

Pre-Hispanic samples from the Archaic period, predecessors of Mesoamerican civilizations and
Mayan samples from Classic period with historical importance were analyzed by Next Generation
Sequencing and Sanger to know characteristics of Mesoamerican civilizations. The samples were
found in different mortuary deposits into the Puyil cave located in Tacotalpa municipality, in Tabasco
state, Mexico. Ethnic origin, age, whether it was an event or several events through the time were
unknown, for this reason, this project has focused on the study of age and sequences analysis to
identify the maternal genetic linage by mitochondrial DNA, its haplotype distribution, its relationship
with ancient and contemporary civilizations of America, Asia and Beringia, as well as, aspects of
intentional cephalic deformation, its gender identification and its variants associated as a risk factor
in Diabetes. The haplogroups were found A, A2, C1, C1c and D4, and haplogroup B was not
identified in this samples. The results of the haplotype networks show the genetic relationship that
existed between Mayas of Mexico and Guatemala, as well as the relationship between contemporary
native populations from Bolivia, Brazil, Dominican Republic, China, Asia and Beringia. The results
support the migration theory of settlement from North to South America and then a return route from
South to North America passing through the Caribbean islands. Our results also shown that the
common ancestor of the founding haplogroups of the New World found in this study came from Asia.
The nuclear and mitochondrial variants associated as a risk factor in Diabetes were identified. In
addition a new methodology was developed to identify the male sex in ancient bone remains by in
silico analysis of 15 genes of the Y chromosome; the specific sequences to evaluate the male sex
were identified in the genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 and TTTY22; the results shown that all of the

study samples were male.
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1. INTRODUCCION

11. MESOAMERICA

Mesoamérica es una region en el continente americano en donde habitaron maltiples culturas, entre
las mas importantes se encuentran, la Olmeca, Zoque, Maya, Zapoteca, Teotihuacana, Tolteca y
Azteca; geograficamente se localiza en el centro y sur de México y paises de América Central como:
Guatemala, El Salvador y al Oeste de Honduras, Nicaragua y Costa Rica'! (Fig. 1). La historia
prehispanica se ha dividido en cuatro periodos de tiempo, también denominados horizontes
culturales: Arcaico (8000-2000 AC), Preclasico (2000 AC-200 DC), Clasico (200-800 DC) y
Postclasico (8001521 DC)23. Las civilizaciones mesoamericanas practicaban la deformacion

craneal intencional y el limado e incrustacion dental como distincion entre las clases sociales.

México Honduras
. Guatemala ’ Nicaragua
@ Belice @ CostaRica
@ El salvador

Figura 1. Localizacion geogréfica de la region Mesoamericana, dentro del continente americano en Centro y

sur de México, Guatemala, Belice, El Salvador y al Oeste de Honduras, Nicaragua y Costa rica.
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1.2. CIVILIZACION OLMECA

El acontecimiento mas significativo del periodo Preclasico ocurrié entre los afios 2000-400 AC con
el surgimiento de la cultura Olmeca, considerada actualmente como la civilizacién madre
mesoamericana, debido a su influencia en urbanismo, escultura, matematicas y astronomia. Los
olmecas habitaron principalmente en la parte sureste del estado de Veracruz y en el oeste del estado

de Tabasco en México*5 (Fig. 2).

1. Alvarado 13. Los Mangos 26. La Venta

2. Rio Blanco 14, Laguna de los Cerros  27. Los Soldados

3. Cerro de las Mesas 15, Cuauhtotolapa 28. San Miguel

4. El Meson 16. Rio San Juan 29, Rio Zanapa

5. Rio Hondo 17. Zapotitlan 30. Rio Grijalva

6. Rio Papaloapan 18. Coatzacoalcos 31. Cruz del Milagro
7. Cerro El Vigia 19. Santa Rita 32. Medias Aguas
8. Tlapacoyan 20. Rio Tesochoacan 33. Rancho los idolos
9. Tres Zapotes 21. Minatitian 34. Tenochtitian

10. San Andres Tuxtla 22, Rio Coatzacoalcos 35. San Lorenzo
11. L. de Catemaco 23, Ixhuatlan 36. Azuzul

12. Pilapan 24. Antonio Plaza 37. Las Limas

25, Rio Tonala

Figura 2. Localizacién geografica de la Cultura Olmeca en los estados de Veracruz y Tabasco en México y

sus principales asentamientos.

El término “Olmeca” significa en nahuatl “Gente del pais del hule”. Los olmecas hablaron una lengua
perteneciente a la familia Mixe-Zoque; Mixe (incluye las lenguas mixes de Oaxaca y las lenguas
populares del estado de Veracruz) y Zoque (incluye las lenguas zoque de los estados de Chiapas,
Oaxacay Tabasco)8. Actualmente los sitios ceremoniales mas importantes de la cultura Olmeca son:

San Lorenzo Tenochtitlan, La Venta 'y Tres Zapotes (Fig. 2)".
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# San Lorenzo Tenochtitlan (~1800-1000 AC): Es conocido como el centro mas antiguo, esta
situado en el estado de Veracruz cerca del rio Coatzacoalcos. El lugar florecié en el afio
~1150 AC época de la que datan la mayor parte de las esculturas y elementos arquitecténicos
que caracterizan a la cultura olmeca, los cuales se conservan en el sitioS.

# LaVenta (~1000-400 AC): Fue el centro ceremonial mas importante de los olmecas, se distingue
por su arquitectura, sus esculturas, sus ofrendas de jade, cuenta con la pirdmide mas antigua de
Mesoamérica y también se han encontrado cabezas colosales, se cree que pudo llegar a albergar
hasta 18,000 habitantes6.’.

& Tres Zapotes (hasta ~400 AC): Fue el tltimo lugar en donde se desarrollé la cultura Olmeca, es

el mas conocido ya que sobrevivié hasta una época mas cercana®.

La civilizacion Olmeca fue muy rica en elementos culturales, establecié un calendario de avanzada
perfeccidn que se basaba en el movimiento del Sol y la Luna. Fue una cultura que duro
aproximadamente ~1000 afios, tuvieron su esplendor y desaparecieron, quizas por las constantes
invasiones o por las migraciones que originaron otros grupos, entre ellos la civilizacion Zoque y

Maya®-10,

1.3. CIVILIZACION ZOQUE

Los zoques estan arqueologicamente y linglisticamente relacionados con los olmecas que hablaron
el idioma proto-mixe-zoque en 1800-1600 AC4. En los afios 1450-1350 AC se describe la primera
gran expansion cuando los olmecas migraron a otros lugares del estados de Veracruz y Tabasco,
originando la variante mixe-zoque en 1350-1300 AC89.11.12 lengua hablada por los Zoques que
habitaron el estado de Tabasco, por esta razén los arquedlogos que estudian esta civilizacion creen
que los zoques fueron descendientes directos de los olmecas. Actualmente, la comunidad nativa
contemporanea zoque habita en el sur de México en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca y
Chiapas'! (Fig. 3); la unica evidencia arqueoldgica conocida hasta el momento se encuentra es

Malpasito en el municipio de Huimanguillo en Tabasco, México.

Dada la situacion topografica del area, el clima y la hidrologia en Tabasco, se formaron una gran
cantidad de cavernas aprovechadas por el hombre en numerosas ocasiones y de manera muy

diversa durante el curso de la historia®3. Estos lugares han desempefiado un componente importante
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en la religion de los pueblos mesoamericanos, y particularmente para las civilizaciones que habitaron
en la sierra tabasquefia utilizaron algunas cavernas para establecer centros ceremoniales, dandole
de esta manera un sentido sagrado a las cuevas'4, representaban un importante concepto
cosmogonico del mundo, ya que las consideraban como el origen de la vida y/o la entrada al

inframundo.

1. Soteapan
2. Texistepec

3. Santa Maria Chimalapa gl il

11. Ocot
4. San iguel Chimalapa 12 Cg:aeiﬁzlca
g- 163_93] 13. Usumacinta
’ PaDUU ta'pa 14. Tuxtla Gutierrez
SN 15, Ocozocautia
8. Oxolotan

16. Hui ill
9. Magdalena m———

Figura 3. Localizacion geogréfica de la poblacién nativa contemporanea Zoque y la ubicacién geografica de

la zona arqueoldgica Malpasito en el municipio de Huimanguillo en el estado de Tabasco, México.

1.4. CIVILIZACION MAYA

Los Antiguos Mayas son una de las culturas mesoamericanas prehispanicas mas importantes, debido
a su extenso conocimiento en diferentes areas como astronomia, arquitectura, matematicas,
escultura, el desarrollo de su calendario y su escritura’®'6. Ellos comenzaron a desarrollarse en el
afio ~250 DC y continuaron hasta la llegada de los espafioles. La civilizacion Maya habit6 en una
region muy amplia ubicada geogréaficamente en el territorio del sureste de México, en los estados de
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Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan; y en los paises ubicados en América

Central, Belice, Guatemala, Honduras y El Salvador'” (Fig. 4) .

BELICE

HONDURAS

EL SALVADOR

Figura 4. Localizacion geogréfica de la Cultura Maya y sus principales asentamientos (los nombres de las
zonas marcadas con nimeros se encuentran en el Apéndice 1) al Sur de México y en los paises de América

Central, Guatemala, Belice, El Salvador y Honduras.

En el territorio Maya se hablaron cerca de 44 lenguas diferentes, la agricultura era una actividad
central en la vida de los mayas, combinada con las técnicas de caza y pesca'8. El maiz fue la base
de su alimentacion, otros alimentos importantes fueron el cacao, el balché, la chaya, el chicle, la
calabaza, el chile habanero, el frijol, la sal y la miel. Los materiales de las casas para los muros y
techos eran de madera y palma, la vivienda podia estar formada por tres estructuras principales
(dormitorios, cocina y bodega). La mayoria de la gente vestia sencillamente: las mujeres con el huipil
o0 una falda y su manto y los hombres con una especie de calzén llamado pati. La nobleza utilizaba
complicados atuendos bordados con plumas y gemas, calzaban sandalias de cuero y lucia grandes
tocados de plumas, ademas de collares, pectorales y pesados cinturones con incrustaciones de
nacar y piedras grabadas’®. La deformacién del craneo por alargamiento se efectuaba mediante la
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colocacion de dos tablas, una en la frente y otra atras y era practicada entre la primera semana de
nacimiento y los tres afios de edad’®.

La sociedad maya estaba organizada sobre la base de una marcada estratificacion social, a la
cabeza se encontraba la nobleza y en orden jerarquico: el gobernante supremo de la provincia, los
jefes locales de las poblaciones que conformaban las provincias, el comandante militar supremo, los
administradores de los barrios, los delegados, los funcionarios encargados de las cuestiones
sociales y ceremoniales, y finalmente la categoria méas baja estaba conformada por los funcionarios,

los sacerdotes, el supremo sacerdote y los mercaderes’s.

1.5. DEFORMACION CRANEAL INTENCIONAL

La deformacién craneal intencional se ha practicado desde la época de los Neandertales
aproximadamente ~40.000 afios'®. La practica era comun en todos los continentes, excepto en la
Antartida, y el mejor ejemplo es Mesoamérica, donde culturas como la Olmeca, Zoque y Maya
realizaban la deformacion intencional craneal que era considerada como un indicador de jerarquia
dentro de la estructura social de las poblaciones prehispanicas, siendo aun mas importante si iba
acompafiada por el limado dental'#20 (Fig. 5a). Los principales tipos de deformacién son el tabular
oblicuo (Fig. 5b) y el tabular erecto (Fig. 5¢), estos se clasificaron como perfecto o imperfeto, debido
a la simetria de la deformacion?. La deformacion craneal cambiaba dependiendo de las técnicas

empleadas para realizarla, la temporalidad y el origen étnico de la poblacién.

4 ' ‘rw !"‘;‘, x.‘.v e
\ |

Figura 5. Tipos de deformacién craneal intencional en las civilizaciones prehispanicas mesoamericanas. (a)
Limado dental. (b) Deformacion craneal intencional tabular oblicua. (¢) Deformacidn craneal intencional tabular

erecta.
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1.6. DNA ANTIGUO (aDNA)

Se conoce como DNA antiguo (aDNA) a cualquier material genético recuperado después de la
muerte, generalmente de especimenes arqueoldgicos o histéricos?!22, El estudio del aDNA consiste

en la extraccion y el analisis de secuencias de DNA a partir de restos dseos antiguos23.

Los datos obtenidos a partir del aDNA se han usado para hacer inferencias sobre el modo y el tiempo
de los procesos evolutivos, para reconstruir las caracteristicas genotipicas de los grupos
prehistoricos o que tienen algun interés antropolégico y poder considerar los efectos relativos de la
seleccion y la demografia en la alteracién de las frecuencias alélicas dentro de las poblaciones
humanas?-25, Los datos de aDNA, constituyen el medio mas directo de investigacion de eventos
genéticos y proporcionan profundidad en los analisis genéticos de la historia evolutiva humana23; su
andlisis ha contribuido a la elucidacion de las migraciones y parentesco entre los individuos y las

poblaciones.

1.6.1. Estudio del aDNA

El estudio del aDNA, se lleva a cabo mediante el analisis del DNA mitocondrial (mtDNA) que es
heredado Unicamente por via materna, todas las células eucariotas tienen un genoma mitocondrial
multicopia independiente del genoma nuclear?6. El primer genoma mitocondrial humano secuenciado
por primera vez fue en 1981 y confirmado dieciocho afios después?728, Para el estudio del mtDNA
de muestras antiguas se han utilizado diferentes técnicas entre ellas la PCR de punto final, que
permite la amplificacion de segmentos cortos de la Region Hipervariable | o Il (RHV-I/RHV-I1)2, esto
ha favorecido la estimacion de patrones de evolucién para tener una mejor comprension de las

especies extintas en relacion con las modernas.
1.6.2. Limitaciones del estudio del aDNA

El aDNA proveniente de restos antiguos 0seos, esta sujeto a varias limitaciones en relacion con el
DNA moderno; el aDNA generalmente es menos abundante que el DNA moderno y puede verse
afectado significativamente por contaminantes exdgenos y procesos quimicos'82027, Actualmente el
genoma mas antiguo secuenciado relacionado con el humano ha sido el del Neanderthal encontrado
en Sima de los Huesos, Espafia con una edad de 400,000 afios3%; una desventaja de la obtencion

del aDNA es la alta degradacion y contaminacion del material genético2!.23,
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1.6.3. Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)

Actualmente existe una nueva tecnologia de secuenciacion llamada secuenciacion de nueva
generacion (NGS), que permite obtener fragmentos mas cortos de aproximadamente 50 pb, lo que
favorece el andlisis de aDNA y permite tener mayor cantidad de DNA y de mejor calidad, es
economica y proporciona informacién mas detallada sobre restos antiguos de importancia historica,

evolutiva y de enfermedades3!-33,

1.7. MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organulos intracelulares, rodeados de membrana presentes en organismos
eucariotas que van desde las levaduras hasta los mamiferos®, tiene su propio DNA, su tamafio es
de 0.5 a 1.0 um de diametro y se componen de cinco compartimentos que llevan a cabo funciones
especializadas: la membrana mitocondrial externa, el espacio entre membrana (espacio entre la
membrana externa e interna), la membrana mitocondrial interna, las crestas (formado por
invaginaciones de la membrana interna) y la matriz (espacio dentro de la membrana interna)® (Fig.
6). Las mitocondrias son organulos que juegan un papel esencial en la produccion de energia y en
diversos procesos celulares como el metabolismo y la transduccion de sefiales; ademas, estan
involucrados en el metabolismo de lipidos, aminoacidos y desempefian papeles importantes en
diversos procesos celulares tales como la proliferacién celular, la apoptosis y la diferenciacién
celular4.36, Las mitocondrias estan organizadas en el reticulo y una de sus principales funciones es
la produccion de adenosin trifosfato (ATP) que es la principal fuente de energia de los organismos
vivos. La produccion de ATP se lleva a cabo durante las reacciones de los &cidos tricarboxilicos y a

través del sistema de transporte de electrones®.

El transporte de electrones esta compuesto por 5 complejos (I-V) y se encuentran en la membrana
mitocondrial interna; los complejos reciben electrones en forma reducida de NADH y FADH2; durante
la etapa inicial, los electrones son transferidos a los complejos | al IV de la cadena transportadora de
electrones y finalmente el O2 sirve como aceptor de electrones en el complejo 1V, en este proceso
los protones son bombeados fuera de la matriz, en el espacio entre la membrana, generando un
gradiente electroquimico que representa la fuerza motriz, que permite al complejo V generar ATP
por la fosforilacion de ADP. La combinacién de estos dos ultimos procesos se describe como la
fosforilacidn oxidativa3®.
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Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana
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Ribosoma '
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Membrana interna
Membrana externa

Figura 6. Estructura y composicién morfolégica de la mitocondria (imagen tomada del sitio web:

https://es.wikipedia.org/wiki/Mitocondria#t/media/File:Animal_mitochondrion _diagram_es.svqg).

1.7.1. Caracteristicas del genoma mitocondrial

La mayor parte del DNA de los seres humanos se empaqueta en los cromosomas dentro del nicleo,
las mitocondrias poseen su propio DNA circular de doble hebra, por lo general se refiere como
mtDNA, su tamafio es de 16569 pb, contiene 37 genes que codifican para 13 proteinas implicadas
en el proceso de la fosforilacion oxidativa, asi como 2 rRNAs (12S y 16S) y 22 tRNAs que codifican
para los genes esenciales para la sintesis de proteinas dentro de la mitocondria, tiene una regién
control no codificante de 1122 pb, en donde se encuentra la mayor cantidad de variantes que han
dado lugar a la clasificacion de haplogrupos. La region control se ha dividido en la RHV-I (16024-
16383) y RHV-II (57-372)% (Fig. 7).

En las células de mamifero, el mtDNA se hereda exclusivamente a partir de la mitocondria del
ovocito; este patrdn de herencia se denomina generalmente como "herencia uniparental" y en este
caso se le denomina “herencia materna”®. Cuando el espermatozoide fecunda al 6vulo penetra al
nucleo y su cola la cual contiene las mitocondrias es destruida en el évulo materno; por lo tanto, en

el desarrollo del cigoto solo intervienen las mitocondrias contenidas en el 6vulo3437,
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Todas las proteinas necesarias para el correcto funcionamiento de las mitocondrias son codificadas
por el genoma nuclear. En los ltimos afios se descubridé que las mitocondrias tienen un papel

importante en el envejecimiento, isquemia, cancer, enfermedades neurolégicas y metabolicas34:38.39,

2
4

16,02

(= e
L ) No codificante

- Complejo |

Complejo Il
mIDNA £ Complejo IV
16,569 bp _ ) ComplejoV
() rRNAs
7 RNAs

Figura 7. Estructura del Genoma Mitocondrial donde se muestra la region no codificante (RHV-I/RHV-II), los
cinco complejos que estan involucrados en el transporte de electrones, asi como la localizacién de los 2 rRNAs
y 22 tRNAs (Figura tomada del articulo Nicholls T. & Burger J, 2012.),

1.8. GENETICA DE POBLACION

La region no codificante del genoma mitocondrial, conocida como regién control o D-Loop, con un
tamario de 1122 pb, se caracteriza por su elevada tasa de mutacion, diez veces mayor que en el
genoma nuclear. La variabilidad en la regién control se concentra basicamente la RHV-l y la
RHV-lI22,

El estudio del mtDNA desde el punto de vista genético resulta especialmente recomendado cuando
se trabaja con muestras muy degradadas, como el aDNA, se calcula que una célula puede contener

hasta un centenar de mitocondrias, y que dentro de cada mitocondria coexisten entre 1000 y 10000
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copias del genoma mitocondrial, el elevado numero de moléculas de mtDNA en la célula hace que
su recuperacion sea mucho mas eficiente con respecto al DNA nuclear, el cual generalmente se

encuentra escaso o degradado0.

EI mtDNA no sufre recombinacion, por lo que la variacion que presenta es el resultado de los cambios
nucleotidicos que se originaron a través del tiempo, posee variantes conservadas en regiones
codificantes y no codificantes que se han caracterizado y dieron origen a los llamados

haplogrupos?2241,

1.8.1. Haplogrupo

El haplogrupo es un conjunto de variantes comunes que se comparten dentro de un grupo y que ha
dado lugar a una clasificacién basada en marcadores genéticos especificos. Estas variantes
consisten en cambios de un solo nucleétido y no presentan recombinacion32241, El haplotipo es un

grupo de variantes que son heredadas a cada individuo.

Los haplogrupos que llegaron a América de los nativos americanos se clasifican principalmente en
cuatro linajes maternos fundadores de las poblaciones del Nuevo Mundo. El Linaje A se define por
una ganancia de sitio Haelll en el nucleétido 663 con respecto a la secuencia de referencia
(Cambrige Reference Sequence)*?, el Linaje B se define por la presencia de una delecién de 9 pb
en la region intergénica entre el citocromo oxidasa Il y el tRNA que codifica para la lisina, el Linaje C
se define por una pérdida del sitio de restriccion Hincll en el nucledtido 13259 y una ganancia de
sitio Alul en el nucleétido 13262 y el Linaje D se define por una pérdida del sitio de restriccién Alul
en el nucledtido 517642; relacionadas a estas variantes especificas para cada haplogrupo también
se han observado variantes especificas en la region control42 que se muestra en la tabla 1. La
RHV-l'y RHV-II del mtDNA son las regiones genéticas primarias que los antropélogos moleculares
utilizan para el analisis de las poblaciones antiguas, un beneficio es que estas regiones son

relativamente cortas y han sido secuenciadas en su totalidad4143,

La evidencia arqueoldgica, linguistica y genética ha inferido que los primeros habitantes humanos
del hemisferio occidental probablemente llegaron de Asia a través de una masa de tierra situada
entre el noreste de Siberia y Alaska, llamada Beringia durante el Gltimo méximo glacial hace

aproximadamente ~25000 a ~19000 afios*!.
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Tabla 1. Variantes especificas en la region control para los cuatro haplogrupos fundadores de los nativos

americanos (A, B, Cy D).

HAPLOGRUPO VARIANTE
A m.16290C>T
m.16319G>A
B m.16189T>C
C m.16327C>T
D m.16362T7>C

1.8.2. Distribucion haplotipica en América

En las poblaciones prehispanicas mesoamericanas se han encontrado en alta frecuencia los
haplogrupos A'y C, mientras que los haplogrupos B y D se han identificado en baja frecuencia74244,
El haplogrupo D1 se ha identificado con mayor frecuencia en poblaciones antiguas de Monte Verde
en Sudaméricad244445 y en tres individuos mayas precolombinos de Palenque en Chiapas,

Comalcalco y Suefios de Oro en Tabasco, México'’.

1.9. PALEOPATOLOGIA

La paleopatologia es la rama del conocimiento que estudia la expresion de enfermedades que han
tenido las poblaciones humanas antiguas*6. Actualmente, una de las enfermedades més comunes
en México es la diabetes mellitus tipo 2 (DT2), que representa la segunda causa de mortalidad y
aproximadamente el 9.4% de la poblacién padece la enfermedad; es de interés conocer las variantes
asociadas como factor de riesgo a esta enfermedad en individuos prehispanicos mediante la

identificacion de marcadores de susceptibilidad a la enfermedad4’.

1.9.1. Diabetes

La diabetes es una enfermedad compleja causada por la interaccidon de factores genéticos y
ambientales como la dieta y los niveles de actividad fisica (epigenética). En los Ultimos afios, se han
estudiado variantes genéticas de riesgo o proteccién para la DT2 en diferentes poblaciones
contemporaneas®, incluidas las comunidades nativas mayas*’4%. Dominguez-Cruz et al. (2016)
realizé estudios de asociacion con DT2 en dos comunidades mayas contemporaneas de Yucatan,

que es uno de los 5 estados en México con una tasa alta de diabetes. La proporcién de la enfermedad
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esta asociada con variantes genéticas, la pregunta es si las poblaciones mayas prehispanicas tenian
estas variantes asociadas a la DT2 y si la enfermedad en las poblaciones mayas contemporaneas
esta causada por factores ambientales ademas de las variantes heredadas por el mestizaje después

de la conquista entre poblaciones prehispanicas y espafiolas.

1.9.2. Etiologia de las enfermedades en civilizaciones prehispanicas

Las enfermedades mayas segun sus creencias tenian diferentes origenes; la etiologia divina (castigo
de los dioses), desobediencia a los padres, abuso sexual con parientes de sangre, hechizos o
brujeria causados por chamanes y aspectos de la naturaleza como el viento, las plantas y los
cambios de temperatura®. La medicina maya prehispanica se ha estudiado desde el contexto
magico-religioso en el que su cosmovision estaba vinculada a la busqueda del equilibrio personal y
social, ya que se consideraba que el desequilibrio corporal causado por la enfermedad era una

consecuencia de la mala conducta que alcanzé un desequilibrio cosmico.

En el codice Badiano y Florentino se describen los padecimientos de la diabetes por separado y los
remedios herbolarios que usaban los Aztecas para contrarrestarlos, no existia el termino Diabetes
como tal, pero se infiere que los sintomas eran caracteristicos de esta enfermedad>!. En el cddice
se describe como detectaban el incremento de azucar en la sangre, la persona enferma orinaba
cerca de un hormiguero, si las hormigas se acercaban a la orina se asumian que la persona tenia

alto nivel de azucar en el cuerpo®2.

Hasta el momento no hay estudios enfocados en la paleopatologia de las comunidades
prehispanicas, en consecuencia, se propone el estudio de variantes genéticas asociadas como factor
de riesgo a DT2 para contribuir con la identificacion de marcadores genéticos en civilizaciones

prehispanicas.

1.10. IDENTIFICACION DE SEXO EN RESTOS ANTIGUOS

La identificacion de sexo en individuos antiguos es importante ya que permite conocer aspectos de
su cultura, estructura demografica, practicas religiosas, asociacion de enfermedades e historia de

las civilizaciones prehispanicas®s.

Actualmente existen tres métodos para determinar sexo en restos antiguos:
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#+ Criterio Antropométrico: Se basa en el andlisis cualitativo de las caracteristicas morfolégicas de
los huesos (créneo, pelvis, vértebras, dientes y huesos largos)®3-%’. La determinacion del sexo
usando este método es exitosa cuando el esqueleto esta completo o es de un individuo adulto,
sin embargo, cuando el esqueleto pertenece a un individuo joven o esta fragmentado, la
determinacion del sexo no es precisa®4%,

 Prueba molecular de la amplificacién del gen AMELX/AMELY: Se basa en la amplificacion del
gen AMEL en los cromosomas Xy Y (AMELX/AMELY)%.%6.%8.59 el locus AMEL tiene 2 genes
homdlogos, AMELX que se encuentra en el brazo corto distal del cromosoma X (Chr-X) (p22.1-
p22.3) y AMELY ubicado cerca del centrdmero del cromosoma Y (Chr-Y) (p11.2). Tienen un 89%
de homologia y hay una eliminacién de 6 pb en el tercer intron de AMELX que no esta presente
en AMELY546061, | a amplificacion de otros genes como DXYS156, SOX3, STS y TSPYL2 6062
por PCR también se ha utilizado para determinar el sexo en restos antiguos. Sin embargo, la
limitacion de este método es la degradacion del DNA en muestras antiguas que depende del
contexto arqueoldgico®+63,

& Aproximacién de la cuantificacion del cromosoma Xy Y por NGS: Recientemente, la identificacion
del sexo en restos humanos antiguos se ha determinado mediante la cuantificaciéon de las
secuencias que estan alineadas con el Chr-Y y Chr-X, teniendo en cuenta que los individuos de
sexo masculino tienen la mitad del material cromosomico X presente en individuos del sexo
femenino%:6465 ysando esta metodologia la determinacion del sexo se obtiene por la
cuantificacion de lecturas obtenidas por NGS, excluyendo las regiones homélogas entre ambos
cromosomas®64, La limitacién de esta aproximacion es cuando la cobertura en relacién con la

secuencia de referencia de los cromosomas Xy Y es baja.

Por esta razon se planted el desarrollo de una nueva metodologia basada en el analisis de genes

especificos del Chr-Y para determinar sexo masculino en individuos antiguos.

1.11. CUEVA DE PUYIL

En el afio 2007 un grupo de arquedlogos liderado por el arquedlogo Luis Alberto Martos-Lopez
descubrieron material arqueoldgico en una cueva localizada en medio de la selva, dentro de la
montafa llamada San Felipe cerca de la localidad de Puxcatan, en el municipio de Tacotalpa en el
estado de Tabasco en México (Fig. 8 y 9). La poblacion de Puxcatan llama a la cueva “Puyil” que es

una palabra del vocablo Chol que significa caracol, forma en la que se interpreta el interior de la
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cueva. La comunidad actual de esta region realiza afio con afio una ceremonia en la cueva a fin de

asegurar una buena cosecha por medio de los rituales practicados en este espacio sagrado.

Cueva de Puyil

Figura 8. Localizacion geografica de la Cueva de Puyil, ubicada dentro de la montafia de San Felipe, en la
localidad de Puxcatan en el municipio de Tacotalpa en el estado de Tabasco en México, las coordenadas
geograficas son 17°27'38.04"N y 92°39'28.5"0.

Las caracteristicas geomorfolégicas del interior de la cueva son a base de estructuras calcareas:
estalactitas y estalagmitas (Fig. 9), con abundantes sedimentos en el piso en altas condiciones de
humedad. La cueva de Puyil se dividié en seis camaras de acuerdo con la conformacién de la
béveda, como las restricciones naturales; y cada camara en secciones de acuerdo con la divisién

creada por muros o estructuras calcareas y el desnivel de piso.

La primera camara tiene una dimension de ~30x20x15 m, estd ornamentada con grandes
formaciones naturales: estalactitas y estalagmitas, para ingresar se bebe descender ~10 m. En la
segunda camara se encuentra la manifestacion mas significativa de las actividades contemporaneas,
donde se ubica una estructura natural calcarea de ~7 m de altura, semejante a una mazorca de maiz,

lugar donde se hacen los rituales actualmente favoreciendo la actividad agricola (Fig 10). Los restos
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dseos se presentan desde la tercera camara, se cree que fueron tomados de algin contexto mas

profundo y finalmente depositados en esta area.

Figura 9. Fotografias de la Cueva de Puyil. (a y b) Entrada a la cueva. (¢) Representacion de la formacion de

estalagmitas y estalactitas en la camara 1. (d) Vestigios arqueoldgicos encontrados a partir de la camara 4.

La camara cuatro se divide en tres secciones escalonadas. En la primera se encontraron vestigios
de osamentas con alto grado de deterioro y en la segunda seccién aparecen osamentas en el interior

de pequefias oquedades formadas por el derrumbe de grandes estructuras calcéreas.

Siguiendo entre pasillos escarpados por esta camara, se desciende por una rampa de ~2 m, a la
tercera seccion, donde se localizaron cinco craneos sobre una superficie rocosa de ~3.5x2 m (Fig.
11); en esta seccidn se encontrd una importante concentracion de osamentas. En el piso hay una
oquedad de ~3.5 m de profundidad, al fondo en direccion poniente y a nivel del piso se encuentra
con otra pequefia oquedad lateral de ~0.5x0.3 m; se trata de un conducto de ~1.30 m de largo, por
el que se llega en posicidn pecho a tierra, a un tinel de ~5x1.20x0.8 m, el cual se desarrolla,
ligeramente en curva cargandose en direccién Sur y en descenso hasta desembocar en la camara
cinco, donde hay que descender hacia una rampa rocosa y fangosa de ~7x2.5 m, con orientacion

sur-poniente.
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Figura 10. Estructura natural calcarea en la camara dos de aproximadamente ~7m de altura en forma de

mazorca de maiz, donde se encuentra evidencia de los rituales religiosos contemporaneos.

deformacion craneal intencional: (a) Muestra PUXTABMEX010, (b) Muestra PUXTABMEX009, (c) Muestra
PUXTABMEXO008 y (d) PUXTABMEXO004.
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La altura de la camara 5 se va reduciendo hasta ~1.5 m, asimismo, el techo desciende de ~3.5 m
hasta ~0.4 m de altura a lo largo de ~7 m, por donde se llega a la camara seis; en la camara 5 se
encontraron 2 individuos. La camara 6 tiene la longitud més amplia con orientacién sur-norte de ~9
m, dividida en tres secciones, una vez cruzando la oquedad formada por el techo de bajo de la

camara 5 en direccion suroeste, se encontraron 9 individuos y 5 de ellos sin craneo.

Debido a las condiciones de la cueva se tuvieron que hacer estudios para poder determinar la
temporalidad de las muestras, su origen étnico y si fue un solo evento o varios eventos a traves del

tiempo.

Puxcatan estuvo habitada por zoques, grupo que no es de filiacion Maya sino mas bien guarda
relacion con culturas de la regién de Oaxaca, antes de la conquista, mayas choles y chontales
también habitaron este territorio, por esta razén, este hallazgo puede estar relacionado con ambas

civilizaciones’s.

Para contribuir al conocimiento de las poblaciones prehispanicas, este estudio se enfoc6 en analizar
el origen genético materno de los individuos descubiertos en esta cueva, la distribucion de
haplogrupos, la relacion genética con poblaciones nativas contemporaneas o antiguas del continente
Americano, Asia y Beringia para reconstruir sus caracteristicas genéticas y demograficas, conocer
el origen étnico a través de la edad y el analisis cefalométrico, analizar variantes genéticas asociadas
como factor de riesgo a DT2 e identificar el sexo masculino mediante el desarrollo de una nueva
metodologia utilizando técnicas de biologia molecular y NGS en diez muestras de origen

prehispanico encontradas en la Cueva de Puyil.
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2. JUSTIFICACION

La cultura Olmeca mesoamericana fue la primera civilizacion en establecerse en México, no
obstante, su asentamiento es desconocido; se cree que la cultura Zoque y Maya surgié de los
Olmecas, sin embargo, el conocimiento de sus origines hasta el momento es desconocido. En el afio
2007 se encontraron vestigios de restos dseos antiguos en la Cueva de Puyil ubicada en la localidad
de Puxcatan, en el municipio de Tacotalpa en el estado de Tabasco en México, sin saber su
temporalidad, origen étnico, o si pertenecen a un evento o varios eventos a traves del tiempo. En
consecuencia, para contribuir a resolver algunas de estas incognitas, en este estudio se evalu6 el
linaje materno a través del analisis del mtDNA, su distribucion haplotipica, su temporalidad, la
relacién con otras civilizaciones antiguas y contemporaneas de América, Asia y Beringia, para
elucidar su probable origen étnico. Asi mismo, se buscaron las variantes genéticas asociadas como
factor de riesgo a DT2 que se han descrito previamente en poblaciones indigenas contemporaneas.
La identificacion de sexo se realizd mediante el desarrollo de un nuevo método.

Esto proporcioné informacidn que nos permitié entender mejor la historia y las practicas culturales

realizadas a lo largo del tiempo de estas poblaciones.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Secuenciar el genoma completo de los restos 6seos antiguos encontrados en la Cueva de Puyil con
técnicas de NGS para identificar el haplogrupo/haplotipo, su distribucidn, asi como, su relacién con
otras poblaciones contemporaneas y antiguas de América, Asia y Beringia. Determinar si existen
variantes genéticas que hayan sido asociadas como factor de riesgo a DT2 y establecer un nuevo

método para identificar el sexo masculino.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

# Determinar la época a la que pertenecen las muestras antiguas descubiertas en la Cueva de
Puyil.

 |dentificar el tipo de deformacién intencional de los cinco craneos encontrados en la Cueva de
Puyil.

&+ Secuenciar el mtDNA y el genoma completo de los restos antiguos encontrados en la Cueva de
Puyil con técnicas de secuenciacion masiva (NGS) y Sanger.

# |dentificar el haplogrupo y el haplotipo de los restos antiguos descubiertos en la Cueva de Puyil.

#+ Confirmar el haplogrupo obtenido por secuenciacion a través de ensayos de discriminacion alélica
(PCR en Tiempo Real).

&+ Realizar un estudio comparativo para conocer la distribucion de haplogrupos y haplotipos en
poblaciones nativas contemporaneas y antiguas usando un analisis de redes haplotipicas.

# |dentificar las variantes genéticas asociados como factor de riesgo a DT2 en las muestras
antiguas encontradas en la Cueva de Puyil.

< |dentificar el sexo de los restos antiguos encontrados en la Cueva de Puyil.

++ Desarrollar un método para la identificacion de sexo masculino mediante el andlisis del genoma

de los cromosomas Xy Y para corroborar el sexo de las muestras de este estudio
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. DESCRIPCION DEL SITIO ARQUEOLOGICO

Las diez muestras de estudio provenientes de la Cueva de Puyil, la cual se ha usado como Centro
Ceremonial desde tiempos prehispanicos hasta nuestros dias. Se localiza en la montafia de San
Felipe, que pertenece a la localidad de Puxcatan en el municipio de Tacotalpa, al sur del estado de
Tabasco en México (Fig. 8) con las coordenadas geograficas 17°27'38.04'N y 92°39'28.5"0. La
cueva tiene una profundidad lineal de 175 m, esta dividida en seis camaras de acuerdo con la
conformacion de la béveda y se encontraron ~40 restos 6seos ubicados en las Ultimas tres camaras
4,5y 6) (Fig. 12).

PUXTABMEX005 PUXTABMEX007 PUXTABMEX006 PUXTABMEX003 PUXTABMEX002
Entierro-2/Punto 51 Créneo-1/Punto 47 Entierro-11/Punto 46 Entierro-9/Camara 6

@
A

Y Y 43 4749 46 48 | Camaraé
PUXTABMEX008 PUXTABMEX009

PUX
Craneo-1/Punto 50 Créneo-2/Punto 50 Créneo-3/Punto 50 Créneo-4/Punto 50 Cémara4
. fi 5 St 3

S Camara5

Cémara4

Figura 12. Mapa de las cdmaras 4, 5 y 6 dentro de la Cueva de Puyil y la localizacién de las 10 muestras de

estudio dentro de la cueva.
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4.2. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

El estudio de aDNA se llevd a cabo con diez muestras de diferentes individuos prehispanicos
encontrados dentro de las camaras 4, 5y 6 en la Cueva de Puyil al sur de Tabasco, el levantamiento
arqueoldgico se realizd en el afio 2007 por un grupo de arquedlogos dirigidos por Luis Alberto Martos-
Lopez (Fig. 12 y Tabla 2). Debido a las condiciones climaticas y geoldgicas, los arqueodlogos no han
podido estimar la edad aproximada de las muestras, su origen étnico y si fue un evento o varios

eventos a lo largo del tiempo.

Tabla 2. Identificacion arqueoldgica de las diez muestras de estudio (PUXTABMEX001-PUXTABMEX010)

encontradas en la Cueva de Puyil.

0 IDENTIFICACION

MUESTRA CAMARA ARQUEOLOGICA TIPO DE HUESO
PUXTABMEX001 6 ENT-6/Camara 6 Fémur
PUXTABMEX002 6 ENT-9/Céamara 6 Costilla izquierda
PUXTABMEX003 5 ENT-11/ Camara 5 5ta o 6ta vértebra cervical
PUXTABMEX004 4 Craneo-4/Punto 50 Craneo temporal
PUXTABMEX005 4 Entierro-2/Punto 51 2da 0 3ra vértebra lumbar
PUXTABMEX006 4 Entierro-11/Punto 46 Tercer molar-diente
PUXTABMEX007 4 Craneo-1/Point 47 Hueso Mastoide
PUXTABMEX008 4 Craneo-1/Punto 50 Hueso Mastoide
PUXTABMEX009 4 Craneo-2/Punto 50 Hueso Mastoide
PUXTABMEX010 4 Craneo-3/Punto 50 Hueso Mastoide

4.3. DATACION DE LAS MUESTRAS

Se dataron 7 muestras (PUXTABMEX001, PUXTABMEX002, PUXTABMEX004, PUXTABMEX006,
PUXTABMEX007, PUXTABMEX009 y PUXTABMEX010) de los restos 6seos encontrados en la

Cueva de Puyil, fueron datados por la compafiia Beta-Analytic Laboratory (Miami, Florida, USA).

4.4. ANALISIS CEFALOMETRICO

Se realizd el analisis cefalométrico de los cinco craneos que presentaban deformacion intencional

craneal para corroborar el posible origen étnico y conocer las principales caracteristicas morfologicas
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de cada craneo, las relaciones intercraneales (covariancia de estructuras) y el tipo de modelado
cefélico intencional. Al mismo tiempo, con esta informacion se pudieron realizar andlisis
comparativos para conocer la variacion entre individuos y origen étnico. Para el analisis morfolégico
se emplearon 14 marcas homologas a los puntos craneométricos que abarcan los principales
componentes del craneo (region facial, neurocraneo y base). Las coordenadas de los puntos fueron
adquiridas mediante un digitalizador MicroScribe G2X digitizer (Inmersion Corporation Inc.) y
posteriormente se utilizo el programa Rhinoceros 5.08. Se extrajo la informacion métrica lineal y
angular a partir de transformaciones simples de la geometria de NURBS; a partir de los datos
morfolégicos craneales (medidas lineales y angulares) y se hizo el andlisis de componentes
principales (PCA por sus siglas en inglés). Los criterios tomados en cuenta para el trazado del
poligono craneano, asi como el protocolo de mediciones consideradas; quedaron acotados de
acuerdo con las estrategias que ha sugerido Arturo Romano para el estudio de craneos deformados®é?
y para la caracterizacion de la variacion normal craneal®. El analisis se realizé en colaboracion con
el Dr. Carlos Serrano-Sanchez del Instituto de Investigaciones Antropolégicas-UNAM y Jorge A.
Gomez-Valdés del Posgrado de Antropologia Fisica del Instituto Nacional de Antropologia e Historia-
INAH.

4.5. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para eliminar el DNA exdgeno de la superficie, cada muestra fue limpiada con 10% de Cloro
concentrado, se incubo por 5 minutos, se enjuago con agua destilada, se elimind el sobrenadante,
se incubo durante 5 minutos con agua destilada y de nuevo se enjuago con agua destilada, las

muestras se secaron a 37 °C durante toda la noche.

La extraccion de aDNA, la amplificacién por PCR punto final, la PCR en Tiempo Real y la
construccion de las librerias se llevaron a cabo en un cuarto limpio con todos los lineamientos

empleados para trabajar con restos antiguos®.70. Los cuartos donde se llevaron a cabo los experimentos
se limpiaron de manera rutinaria con cloro concentrado y con luz UV, todos los contenedores se limpian antes

de colocarlos en el &rea de trabajo.
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4.6. EXTRACCION DE DNA

La extraccion de aDNA se llevé a cabo mediante dos métodos. El primero fue desarrollado en México
utilizando la tecnologia de perlas magnéticas (PerkinElmer, Baes-weiler, Waltham, Massachusetts,
USA) en combinacion con el Kit Prepito DNA Tissue10 (PerkinElmer, Baes-weiler, Waltham,
Massachusetts, USA) usado por el equipo Prepito-D (PerkinElmer, Baes-weiler, Waltham,
Massachusetts, USA) siguiendo las instrucciones de manufactura; el aDNA extraido se almaceno a
-70 °C. El laboratorio tiene una base de datos que contiene secuencias de la region control del
mtDNA para todo el personal que trabaja y que ha estado en contacto con los restos 6seos antiguos,
se utilizé un control negativo sin DNA durante todo el proceso. El segundo método se llevé a cabo
en Alemania’! usando el Kit High Pure Viral Nucleotict Acid (Roche), después del pretratamiento de
las muestras, la muestra pulverizada se incubo a 37 °C, en rotacién durante toda la noche con el
Buffer de extraccion (EDTA 0.45 M, pH 8 (Life Technologies) & Proteinasa K, 0.25 mg/ml (Sigma)),
la mezcla se centrifugd y el sobrenadante se transfirio a un tubo estéril, luego se siguieron las
instrucciones de manufactura del Kit High Pure Viral Nucleotict Acid (Roche), se eluyd en 50 l de
Buffer TE y se almacen¢ a -20 °C, se usaron dos controles negativos durante todo el proceso. Los

controles negativos fueron: todos los reactivos sin aDNA y todos los reactivos més agua, sin aDNA.

4.7. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE LA RHV-|

La amplificacion de un fragmento de 211 pb de la region RHV-I del nucledtido 16190 al 16401 se
obtuvo con los primers F_16190-R_161401, usando el protocolo de manufactura de la enzima
Phusion Hot Start Il Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de la reaccion de
PCR para 35 ciclos fueron: 98 °C (30 s), 98 °C (10 s), 60 °C (30 s), 72°C (20 s) y 72 °C (10 min);

este fragmento fue secuenciado por ABI 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

F_16190 (5- TACTTGACCACCTGTAGTAC-3)72
R_16401 (5- TGATTTCACGGAGGATGGTG-3)7

Para determinar la calidad del aDNA antes de construir las librerias se realizé la amplificacion de un
fragmento de la RHV-II con los primers F_00120-R_00287 y de un fragmento de la RHV-I con los
primers F_16106-R_16256 obteniendo un fragmento de 167 pb y 150 pb respectivamente. Se usé el

protocolo descrito por la compafiia manufacturera para la enzima AccuPrime Pfx DNA Polimerase
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(Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de la reaccién de PCR para 42 ciclos fueron: 94 °C (10
min), 94 °C (30 s), 60 °C (30s), 72°C (30 s) y 72 °C (10 min).

F_00120 (5-CGCAGTATCTGTCTTTGATT-3')"
R_00287 (5-TTGTTATGATGTCTGTGTGG-3')"3
F_16106 (5-GCCAGCCACCATGAATATTGT-3')73
R_16256 (5-GCTTTGGAGTTGCAGTTGATGTGT-3)"3

4.8. PREPARACION DE LAS LIBRERIAS

Las librerias se prepararon sin tratamiento y con tratamiento usando la enzima Uracil-DNA-
Glycosylase (UDG) para reparar el DNA, removiendo la desaminacion de las citosinas siguiendo el

protocolo descrito por Meyer y Kircher 201074,
4.8.1. Tratamiento con UDG

Para reparar el DNA se hace una mezcla de reaccién en donde se adicionaron 20 pl de aDNA
templado, 5 pl de NEB Buffer 2 (10X) (New England Biolabs), 0.6 pyl de dNTPs (25 mM), 0.5 ul de
BSA (25 mg/ml), 0.5 pl de ATP (10 mM), 2 pl de T4 PNK (Thermo Fisher Scientific), 3 ul de USER
Enzyme (New England Biolabs) y 18.4 ul de H20 para un volumen final de 50 pl. La reaccion se
incub6 durante 3 horas a 37 °C a 300 rpm, posteriormente se adicionaron 2 pl de T4 DNA Polimerasa
(Thermo Fisher Scientific), se incubo a 25 °C por 30 min, después de la incubacion se inactivo la T4
DNA Polimerasa por 5 min a 10 °C, y finalmente se purificd la reaccién usando el protocolo de

manufactura del Kit MinElute Purification (Qiagen) y se eluyd en un volumen final de 18 .
4.8.2. Ligacion de los Adaptadores

Alos 18 pl del DNA del paso anterior, se le adiciono 20 pl de Quick Ligasa Buffer (2X) (New England
Biolabs) y 1 pl de Quick Ligasa (New England Biolabs) y se incubo por 20 min a temperatura
ambiente. Se purifico la reaccion usando el protocolo de manufactura del Kit MinElute Purification

(Qiagen) y se eluyo en un volumen final de 20 pl.
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4.8.3. Rellenar

A los 20 pl del paso anterior, se le adicionaron 4 ul de ThermoPol Buffer (New England Biolabs), 0.2
ul de dNTPs (25 mM), 2 ul de Bsm DNA Polimerasa (Thermo Fisher Scientific) y 13.8 uL de H20, y
se incubo a 37 °C por 20 minutos; la enzima se inactivo a 80 °C por 20 min y se almaceno a -20 °C

hasta el siguiente paso (Indexing-PCR).
4.8.4. Indexing PCR

A 10 pl de DNA del paso anterior, se le adicionaron 5 ul de Pfu Buffer (10 X), 0.4 ul de dNTPs (25
mM), 1 ul de Pfu Polimerasa, 30.6 pl de H20'y 1.5 pl de cada adaptador (P5 y P7) (10 mM) para un
volumen final de 50 pl. Finalmente se lleva a cabo la reaccion de PCR y el amplicon se purifico
usando el protocolo de manufactura del Kit MinElute Purification (Qiagen) y se eluyé en un volumen
final de 50 pl.

4.8.5. Reamplificacion de las librerias

Para concentrar el DNA se reamplificaron las librerias usando 5 ul de DNA del producto de la
purificacion del paso anterior, 5 pl de AccuPrimer Reaction Mix (10 X) (Invitrogen), 0.50 ul de
AccuPrimer Pfx Polimerasa (Invitrogen), 0.15 pl de cada adaptador (P5y P7) (0.3 uM) y 39.20 ul de
H20, la reaccion de PCR se llevo a cabo y el DNA se purifico usando el protocolo de manufactura

del Kit MinElute Purification (Qiagen), y el DNA se concentré en un volumen final de 50 pl.
4.8.6. Cuantificacion de las librerias y Secuenciacion de Nueva Generacion

Las librerias se cuantificaron con el equipo Agilent Bioanalyzer DNA 100 chip (Agilent). La
secuenciacion masiva se llevé a cabo utilizando la plataforma de lllumina (Kiel University & Max

Plank Institute for the Science of Human History, Alemania).

4.9. ANALISIS BIOINFORMATICO NGS

El analisis bioinformatico se llevo a cabo usando los softwares: FASTQC?5 para conocer la calidad
de la secuencia; bowTie27® para el alineamiento con la secuencia de referencia, Samtools-
RMdup?7.78 para remover los fragmentos duplicados y finalmente el software IGV7280 se usé para
visualizar el alineamiento. Se siguio la pipeline Eagers!.
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4.10. CLASIFICACION DE HAPLOGRUPOS

Para determinar la clasificacién de haplogrupos se tomaron los criterios de Starikovskaya (2005)82,
Achilli (2008)83, Derenko (2010)8, Gémez-Carballa (2015)8, Kumar (2011)4! y Rieux (2014)%. Los
polimorfismos se evaluaron mediante el analisis de secuencias con los softwares BioEdit 7.2.187 e

IGV79.80, después se confirmaron por Mitomaster®.89 y HaploGrep 29091,

4.11. CONFIRMACION DE LOS HAPLOGUPOS POR PCR EN TIEMPO REAL

Para confirmar el haplogrupo de las muestras se realizé un ensayo por triplicado de genotipificacion
por PCR en Tiempo Real usando las sondas TagMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher
Scientific), para el diagnéstico de los marcadores moleculares del haplogrupos A (m.663A>G), C
(m.13263A>G) y D (m.5178C>A).

4.12. REDES HAPLOTIPICAS

Se construyeron Networks Filogenéticas usando el software Network 5.0.0.192-94 se emple6 una
region del mtDNA de 346 pb del nucledtido 16224 al 16569 para el haplogrupo A; una region de 346
pb del nucledtido 16224 al 16569 para el haplogrupo C y una regién de 508 pb del nucleétido 16064
al 16569 para el haplogrupo D. Para este analisis se utilizaron 992 secuencias de poblaciones nativas

contemporaneas de América, Asia y Beringia, asi como secuencias antiguas de Peru, Chile y Cuba.

4.13. CLASIFICACION DE LAS VARIANTES ASOCIADAS A DIABETES COMO FACTOR
DE RIESGO

Para este estudio se seleccionaron 18 genes nucleares con 48 variantes*” (Tabla 3) y tres variantes
mitocondriales m.3243A>G, m.16189T>C y m.16519T>C% clasificadas previamente como factor de
riesgo en DT2 en poblaciones contemporaneas mexicana y asiatica® se buscaron en las muestras
prehispanicas encontradas en la Cueva de Puyil usando el alineamiento con la secuencia de

referencia CRs_human_hg3897 visualizado con el software |GV79.80,
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4.14. CONFIRMACION DE LA VARIANTE ASOCIADA A DIABETES POR PCR EN

TIEMPO REAL

Para confirmar la presencia del polimorfismo m.16519T>C que se ha asociado previamente en
diabetes, enfermedades de desorden metabolico y cancer de pancreas®.%, se disefié la sonda
especifica TagMan® (Fig. 13) para corroborar el cambio nucleotidico por PCR en Tiempo Real

usando el protocolo de manufactura TagMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific).

5 AACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCCACCCCTCACCCACTAGGATACCAACAAACCTACCCACCCTTAACAGTACATAGTAC
ATAAAGCCATTTACCGTACATAGCACATTACAGTCAAATCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGGGTCCCTTGACCACCATCCT
CCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCCTCGCTCCGGGCCCATAACACTTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTATCCGACATCTGG
TTCCTACTTCAGGGIT/ICJCATAAAGCCTAAATAGCCCACACGTTCCCCTTAAATAAGACATCACGATGGATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCAC
TCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCA
GTATCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATG
CTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAATY

Figura 13. Disefio de la sonda en File Builder 3.1 para determinar la variante m.16519T>C por PCR en Tiempo
Real.

Tabla 3.Clasificacion de los 18 genes y 48 variantes el DNA nuclear asociados como factor de riesgo a DT2
encontrados en poblacién mexicana y asiatica.

3 12,287,368-12,471,013  rs1,801,282/Chr3-12,351,626
185,643,131-185,825,056 rs4,402,960/Chr3-185,793,899

4 6,200,368-6,303,265 rs6,446,482/Chr4-6,293,966
rs10,010,131/Chr4-6,291,188

23,755,044-24, 472,771 rs8,192,678/Chr4-23,814,039

6 20,534,457-21,232,404  rs10,946,398/Chr6-20,660,803
rs7,754,840/Chr6-20,661,019

6 43,770,184-43,786,487  rs2,010,963/Chr6-43,770,613
rs699,947/Chr6-43,768,652

8 116,950,180-117,176,714 rs11558471/Chr-8117,173,494
rs13,266,634/Chr-8117,172,544

9 21,967,752-21,995,301  rs10,811,661/Chr9-22,134,095

10 12,195,962-12,250,590  rs12,779,790/Chr10-12,286,011

10 67,884,662-67,918,390  rs7,896,005/Chr10-67,891,367

10 92,689,924-92,695,651  rs1,111,875/Chr10-92,703,125

rs5,015,480/Chr10-92,705,802
rs7,923,837/Chr10-92,722,160
10 111,077,032-111,080,907 rs553,668/Chr10-111,079,821
10 112,950,219-113,167,678 rs4,506,565/Chr10-112,996,282
rs12,243,326/Chr10-113,029,056
rs7,903,146/Chr10-112,998,590
rs12,255,372/Chr10-113,049,143
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KCNQ1 11 2,444,991-2,849,110 rs2,237,892/Chr11-2,818,521
LOC387761 11 42,165,869-42,232,128  rs7,480,010/Chr11-42,225,168

UucpP2 11 73,974,667-73,983307  rs659,366/Chr11-73,983,709

rs3781907/Chr11-74,005,424

TPS3 17 7,661,779-7,687,550 rs1,042,522/Chr17-7,676,154
HNF4A 20 44,355,700-44,434,596  rs1,800,961/Chr20-44,413,724

4.15. DETERMINACION DEL SEXO POR LA AMPLIFICACION DEL GEN DE
AMELOGENINA

Para determinar el sexo mediante la amplificacion por PCR punto final del gen AMELX/AMELY que
es un gen que codifica para una proteina de la matriz extracelular que esta relacionada con la
organizacion de la estructura del esmalte dental, se usaron los primers F_rcaXi-R_rcaXz obteniendo
un fragmento de 130 pb para el Chr-X y los primers F_rcaY1-R_rcaY2 obteniendo un fragmento de
170 pb para el Chr-Y. La amplificacion por PCR se llevé a cabo usando el protocolo de manufactura
de la enzima Phusion Hot Start Il Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de
la reaccion de PCR para 35 ciclos fueron: 98 °C (30 s), 98 °C (10 s), 52 °C (30 s), 72°C (20 s) y 72
°C (10 min).

F_rcaX1 (5'- AATCATCAAATGGAGATTTG -3)100
R_rcaXz (5'- GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA -3')100
F_rcaY1 (5'- ATGATAGAAACGGAAATATG -3')100
R_rcaY2 (5'- AGTAGAATGCAAAGGGCTC -3')100

4.16. ANALISIS DEL CROMOSOMA X y Y PARA IDENTIFICAR EL SEXO MASCULINO

La region no homdloga entre los cromosomas X y Y de la secuencia de referencia
CRs_human_hg38/Chr Y (NC_000024.10)'0' se analizé6 con el software IGV798 para buscar
regiones especificas del Chr-Y. La tabla 4 muestra las secuencias identificadas de los siguientes 15
genes: TTTY7, TSPY3, TTTY2, TTTY22, USPYY, UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1,
AC007359.1, TTTY4, PBY2B, DAZ1, DAZ3 y DAZ4. Las secuencias se clasificaron en 3 grupos: 1)
la secuencia estaba presente solo en el Chr-Y; 2) las secuencias tuvieron similitud con el Chr-X; y 3)

la secuencia también se identificd en los cromosomas autosémicos.
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Tabla 4. Genes que se analizaron para la deteccion de sexo. Descripcion de los 15 genes del Chr-Y utilizados

para seleccionar secuencias especificas que permiten identificar el sexo masculino.

6453472-6453552 81 0 0
6457811-6457861 51 0 0
9712721-9712755 35 0 0
9340012-9340052 41 0 0
9338261-9338286 26 0 0
9738350-9738414 65 0 0
9740557-9740591 35 0 0
9811090-9811129 40 0 0
9811192-9811267 76 0 0
12761218-12761250 33 100.0% (33) 0
12852196-12852244 49 95.91% (47) 0
12783154-12783189 36 51.28% (20) 0
13283351-13283407 57 85.96% (49) 0
13356296-13356423 128 89.06% (114) 0
13479887-13479942 56 42.86% (24) 0
13378902-13378976 75 76.00% (57) 0
14564733-14564782 50 90.00% (45) 0
14641102-14641191 90 92.22% (83) 0
14530587-14530660 74 85.14% (63) 0
14602714-14602806 93 43.01% (40) 0
18993204-18993243 40 82.50% (33) 0
19040591-19040663 73 89.04% (65) 0
19051191-19051266 76 71.05% (54) 0
19076468-19076542 75 28.00% (21) 0
18390242-18390268 27 0 5y16
17514463-17514535 73 0 1,3,4,9y18
18391477-18391549 73 0 1,3,4,9y18
22122477-22122552 76 0 7,9,16y 17
22108467-22108519 53 0 7,11y17
22477887-22477939 58 0 7,11y17
22102367-22102415 49 0 7,12y 17
22960559-22960618 60 0 2,7,8y19
24586517-24586573 57 0 7y8
24587660-24587731 72 0 7,8,16y 19
25070310-25070384 75 0 7-9,14,17y 20
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T 23005338-23005470 133 0 7y8
24607560-24639207  24619544-24619592 49 0 21y2
31648 pb 24622023-24622064 42 0 8
23000633-23000734 102 0 7,8y 19
DAZ1
23129355-23199123
69769 pb 23139613-23139688 76 0 3y4
S 23267233-23267285 53 0 3y8
24763069-24813505  24773336-24773411 76 0 3,7y4
50437 pb 23257864-23257932 69 0 3
24771932-24772044 113 0 1,7y 10
2483383(»;\52907040 24835630-24835705 76 0 2y3
73241 pb 24896627-24896702 76 0 2,7,8y12
24851394-24851450 57 0 3

*. Localizacion en el genoma GRCh38.p12. **: Se refiere a la secuencia cubierta en porcentaje bajo en los

cromosomas autosomales.

4.17. IDENTIFICACION DEL SEXO MASCULINO USANDO MARCADORES

Para demostrar que la region seleccionada es especifica para individuos de sexo masculino, se
disefiaron primers especificos para las regiones seleccionadas, estos fueron para el gen TTTY7.
(F_TTTY7-R_TTTYT) y tener un amplicon de 140 pb, para el gen TSPY3 (F_ TSPY3-R_ TSPY3) y
tener un amplicon de 121 pb, para el gen TTTY22 (F_TTTY22-R_TTTY22) y tener un amplicon de
124 pbyparael gen TTTY2 (TTTY2-R_TTTY2) y tener un amplicon de 133 pb. La amplificacién por
PCR se llevé a cabo usando el protocolo de manufactura de la enzima Phusion Hot Start Il Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de la reaccién de PCR para 35 ciclos fueron:
98°C (30s),98°C (10s), Tm (30's), 72 °C (20 s) y 72 °C (10 min). El set de primers por gen se

prob6 en las muestras prehispanicas encontradas en la Cueva de Puyil por triplicado.

F_TTTY7 (5-CTGAGGCTGTGTGTTTGTGC-3)
R_TTTY7 (5-CCTGGGAGTTGTAGGGTTGA-3')
F_TSPY3 (5-CACAAATGGGGAAGGGATA-3)
R_TSPY3 (5-ACAACTGGGAGTCCCCTAGA-3)
F_TTTY22 (5-GGGGAGTGATGTAGCTGTGG-3')
R_TTTY22 (5-TTTTTGGTCTTTTCATAAACATCAT-3)
F_TTTY2 (5-AGAACCCTCAACGACACACC-3)
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5. RESULTADOS

5.1. DATACION POR 4C

Se dataron siete muestras por 4C, tres muestras (PUXTABMEX004, PUXTABMEX006 y
PUXTABMEX009) pertenecen al periodo Arcaico, una muestra (PUXTABMEX001) al periodo
Clasico-Medio y tres muestras al periodo Clasico-Tardio (PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y
PUXTABMEX010) como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Datacién por “C de las muestras de estudio, mostrando el periodo histérico al que pertenecen.

MUESTRA PERIODO HISTORICO

PUXTABMEX001 Clasico-Medio
PUXTABMEX002 Clasico-Tardio
PUXTABMEX003 ND
PUXTABMEX004 Arcaico
PUXTABMEX005 ND
PUXTABMEXO006 Arcaico
PUXTABMEX007 Clasico-Tardio
PUXTABMEX008 ND
PUXTABMEX009 Arcaico
PUXTABMEX010 Clasico-Tardio

ND: No Determinada

5.2. ANALISIS CEFALOMETRICO

Se realizé el anélisis morfoldgico de los craneos (PUXTABMEX006-PUXTABMEX010), usando 14
marcas (landmarks) homdlogos a los puntos craneométricos tradicionales que abarcan los
principales componentes del crdneo. Para reducir la dimensionalidad de las variables y analizar
conjuntamente los cambios de la morfologia craneal se hizo un anélisis de componentes principales
(PCA) que presentd el 83.4% de varianza original de la morfologia craneal, donde los valores
positivos de la primera componente PCA1 ubican a los craneos PUXTABMEX006 vy
PUXTABMEXO007 con menor oblicuidad, mayor altura y menor longitud, mientras que hacia los
valores negativos se ubican los craneos PUXTABMEX008, PUXTABMEX009 y PUXTABMEX010
con mayor oblicuidad y largura neurocraneal, menor altura y protrusion facial. En la segunda
componente PCA2 con 21.8% se cuantifica un cambio relacionado a la variacion de la oblicuidad
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frontal que se encontré en las muestras PUXTABMEX007 y PUXTABMEX009. El estudio

morfoscépico y craneotrigométrico permitié establecer el tipo de deformacion craneal.

5.3. AMPLIFICACION DE LA RHV-ly RHV-II

Se amplifico un fragmento de la RHV-I del nucleétido 16190-16401 obteniendo un fragmento de
211 pb para las diez muestras de estudio (PUXTABMEX001-PUXTABMEX010) (Fig. 14).

500 pb ——
400pb ——
300 pb ——
200 pb ——
100 pb ——

211pb ——>

Figura 14. Amplificacién de la Region Hipervariable | de aDNA. Control positivo (carril 2), control negativo
(carril 3), amplicon de mtDNA de la RHVI de 211 pb de aDNA PUXTABMEX008 (carril 4), PUXTABMEX007
(carril 5), PUXTABMEXO010 (carril 6), PUXTABMEX009 (carril 7), PUXTABMEX006 (carril 8). Marcador de

peso molecular de 100 pb (carril 1).

Amplificacion de un fragmento de la RHV-I de 150 pb del nucleétido 16106 al 16256 para conocer la
calidad del aDNA antes de la construccion de las librerias (Universidad de Kiel) (Fig. 15). La
cuantificacion del aDNA de las librerias fue de 53.10-+ a 75.90 ng/ul para la NGS (Fig. 16).
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Figura 15. Amplificacion de un fragmento de la RHV- | del mtDNA de 150 pb del nucleétido 16106-16256

para conocer la calidad e integridad del aDNA en cada muestra.
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Figura 16. Cuantificacion de las librerias de aDNA. PUXTABMEX001 (53.10 ng/pl), PUXTABMEX002 (75.90
ng/ul), PUXTABMEX003 (54.60 ng/ul), PUXTABMEX004 (71.90 ng/ul), PUXTABMEX005 (0.44 ng/ul),
PUXTABMEX006 (63.60 ng/ul), PUXTABMEX007 (68.20 ng/ul), PUXTABMEX008 (66.60 ng/ul) vy
PUXTABMEXO009 (65.40 ng/ul).

5.4. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS)

Se secuenciaron diez muestras encontradas en la Cueva de Puyil por NGS obteniendo un control de
calidad (QC) de secuencia para las muestras PUXTABMEX002-PUXTABMEX010 entre el 97-99% y
para la muestra PUXTABMEX001 del 89.63% (Fig. 17). Se determino el patron de dafio para
distinguir entre secuencias antiguas y contemporaneas, las muestras fueron tratadas con UDG para

reparar el DNA, se muestra un ejemplo del patrén de dafio de la muestra PUXTABMEXO003 (Fig. 18).
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Figura 17. Control de Calidad de las secuencias obtenidas por el software FASTQC de las diez muestras

prehispanicas de estudio.
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Figura 18. Patrén de dario de la muestra PUXTABMEX003. (a) Desaminacién C>T en el extremo 5’ (rojo) y
G>A en el extremo 3’ (azul). (b) Reparacion del aDNA con UDG en el extremo 5 '(rojo) y en el extremo 3'

(azul). El patron de dafio fue similar para cada muestra prehispanicas de estudio.

El DNA enddgeno presente en cada muestra fue menor al 1%, solo en las muestras
PUXTABMEX001 y PUXTABMEX010 se obtuvo el 1.129% y 1.003% de DNA enddgeno
respectivamente (Fig. 19). La baja obtencién de DNA enddgeno es debido a las condiciones en las

que se encontraron las muestras dentro la cueva, que afectaron la preservacion del DNA.
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Figura 19. Datos porcentuales de DNA enddgeno sin tratamiento y tratado con UDG presente en cada

muestra prehispanica de este estudio.

Las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX009 y PUXTABMEXO010 tuvieron
mayor cobertura 1X del genoma completo con 0.316%, 0.228%, 0.131% y 0.111% respectivamente
(Fig. 20).
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Figura 20. Cobertura del Genoma completo 1X sin tratamiento y tratado con UDG representado

porcentualmente para cada muestra prehispanica de estudio.

Las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003 y PUXTABMEX006 tuvieron mayor cobertura 1X
del mtDNA con 47.78%, 53.72% y 41.82% respectivamente (Fig. 21).
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Figura 21. Cobertura del Genoma Mitocondrial 1X sin tratamiento y tratado con UDG representado

porcentualmente para cada muestra prehispanica de estudio.

La longitud de los fragmentos alineados para el genoma completo y mitocondrial se encuentran en
las tablas 6 y 7 respectivamente. Los deméas datos estadisticos de la secuenciacion masiva se
encuentran en el Apéndice Ill.

Tabla 6. Tamario de las lecturas alineadas del Genoma completo con la secuencia de referencia?’.

101393 52(40-72)
39871 64 (47-98)
181469 71 (47-76)
64061 59 (45-83)
140015 56 (42-76)
96267 57 (45-77)
41155 52 (40-71)
12881 51(41-67)
17198 54 (40-76)

8863 54 (42-72)
27052 47 (36-64)

8311 50 (40-66)
23844 76 (48-76)

9206 64 (48-91)
27283 48 (36-68)
23059 48 (39-62)
79638 54 (41-76)
15876 51 (40-68)
124863 42 (34-56)
81806 49 (40-63)
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Tabla 7. Tamafo de las lecturas alineadas del Genoma Mitocondrial con la secuencia de referencia?’.

2463
1877
7917
2936
8901
7371
2490
805
2600
755
6929
2085
346
505
283
571
2651
618
2087
2685

47 (38-66)

59 (49-77)
76 (53.5-83.5)
64.5 (49.5-87)

66 (48-76)

63 (48-84)
52.5 (40.5-76)
56 (48.75-65.25)
75 (51-83)

66 (51.5-76)
55.5 (40-75.25)
62 (48-84.5)
79 (72.25-93.25)
52.5 (41.5-85)
44 (38-51)
42.5 (40.75-53.75)
62 (46-76)

63 (43.75-74)
45 (37-72.5)
58 (45-71)

5.5. IDENTIFICACION DEL HAPLOGRUPO

Para confirmar el haplogrupo de cada muestra fue amplificado un fragmento de la RHV-I de 211 pb

del nucledtido 16190 al 16401 y secuenciado por Sanger. Estas secuencias y las obtenidas por NGS

fueron alineadas con la Secuencia de Referencia de Cambridge (CRs_human_hg38)¥. Los

haplogrupos identificados fueron A, A2, C1, C1c y D4 de acuerdo a la clasificacion de Kumar!,

Mitomaster®®.8 y HaploGrep29:21; el haplogrupo B no se identificé en este estudio. Los resultados

se confirmaron por PCR en Tiempo Real usando sondas especificas para cada haplogrupo (descrita

en Materiales y Métodos).
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5.6. ANALISIS DE REDES HAPLOTIPICAS

El andlisis de redes haplotipicas se llevd a cabo para conocer la relacion de las muestras
prehispanicas con otras poblaciones de diferentes areas geograficas, usando un fragmento
representativo del mtDNA de poblaciones nativas antiguas y contemporaneas de América, Asia y

Beringia.

El analisis para el haplogrupo A incluyé cinco secuencias de este estudio (PUXTABMEX003,
PUXTABMEX005, PUXTABMEX006, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010) y 515 secuencias
reportadas previamente del nucleétido 16224 al 16569 y revel6 un total de 109 haplotipos (H) (Fig.
22). La muestra PUXTABMEX005 (H_106) y PUXTABMEX010 (H_109) haplogrupo A, se
diversificaron con dos pasos mutacionales del nodo H_108 (PUXTABMEX007); la muestra
PUXTABMEX007 (H_108) haplogrupo A y PUXTABMEX003 (H_105) haplogrupo A2 se
diversificaron con dos pasos mutacionales de los nodos H_8 y H_94, que agruparon poblaciones de
Xikrin de Brasil, Mayas de Yucatan y Tzotzil de México, posteriormente el nodo H_8 se diversifico
del nodo H_4 que agrupo poblaciones Mayas de Kiche de Guatemala, Quintana Roo y Tzotzil de
México, Han de China, Amazon de Brasil y Putumayo de Colombia. La muestra PUXTABMEX006
(H_107) haplogrupo A se diversifico con tres pasos mutacionales del nodo H_43 que agrupo
poblaciones de Mongolia, Mayas Ladino, Verapaza y de la Tinta de Guatemala y Mayas de Tzotzil

de México.
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Figura 22. Red haplotipica del haplogrupo A construida con un fragmento de 346 pb de la RHV-I del mtDNA
del nucledtido 16224 al 16569 con las muestras de estudio PUXTABMEX003 (H_105), PUXTABMEX005
(H_106), PUXTABMEX006 (H_107), PUXTABMEX007 (H_108) y PUXTABMEX010 (H_109) y 515
secuencias reportadas previamente. El triangulo antes de C, CH, y P indican las secuencias antiguas de Cuba,

Chile y Pert respectivamente.

El analisis para el haplogrupo C incluy6é tres secuencias de este estudio (PUXTABMEX001,
PUXTABMEX002 y PUXTABMEXO004) y 242 secuencias reportadas previamente del nucleétido
16224 al 16569 y reveld un total de 85 haplotipos (Fig. 23). La muestra PUXTABMEX002 (H_84)
haplogrupo C1c y PUXTABMEX004 (H_85) haplogrupo C1 se diversificaron del nodo H_83
(PUXTABMEX001) haplogrupo C1'y este nodo se diversifico del nodo H_45 que agrupo la poblacion
Movima de Bolivia y este se diversificé del nodo H_45 que agrupo poblaciones Mayas de Yucatan,

Campeche, Quintana Roo de México y Republica Dominicana.
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Figura 23. Red haplotipica del haplogrupo C construida con un fragmento de 346 pb, de la RHV-I del mtDNA
del nucledtido 16224 al 16569 con las muestras de estudioPUXTABMEX001 (H_83), PUXTABMEX002 (H_84)
y PUXTABMEX004 (H_85) y 242 secuencias previamente. El tridngulo antes de CH, y P indican las

secuencias antiguas de Chile y Perl respectivamente.

El andlisis para el haplogrupo D incluyé una secuencia de estudio (PUXTABMEX009) y 235
secuencias reportadas previamente del nucledtido 16064 al 16569 revelaron un total de 133
haplotipos (Fig. 24). La muestra PUXTABMEX009 (H_133) haplogrupo D4 se diversifico del nodo
H_119 que agrupo poblaciones Han de China, Norte de Brasil y Asia.
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Figura 24. Red haplotipica del haplogrupo D construida con un fragmento de 508 pb, de la RHV-I del mtDNA
del nucledtido 16064 al 16569 con la muestra de estudio PUXTABMEX009 (H_133) y 235 secuencias
reportadas previamente. El tridngulo antes de C, CH, y P indican las secuencias antiguas de Cuba, Chile y

Perl respectivamente.

57. ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS DEL GENOMA MITOCONDRIAL
ASOCIADAS A DIABETES COMO FACTOR DE RIESGO

Se analizaron las variantes m.3243A>G, m.16189T>C y m.16519T>C de las secuencias del genoma
mitocondrial de las muestras prehispanicas de estudio con el programa IGV7280, encontrando
resultados en las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX004 vy
PUXTABMEX006.

No se ha reportado la presencia de estas variantes en poblaciones prehispanicas, sin embargo, en

estudios recientes la variante m.16519T>C se ha asociado a diferentes enfermedades, por esta
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razon para comprobar los resultados obtenidos en secuenciacion masiva se decidié confirmar la

variante m.16519T>C por PCR en Tiempo Real.

5.8. ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS DEL GENOMA NUCLEAR ASOCIADAS A
DIABETES COMO FACTOR DE RIESGO

Las variantes propuestas en la tabla 3 presentes en diferentes genes que han sido asociados como
factor de riesgo a DT2 en poblaciones contemporaneas mexicanas y asiaticas, fueron analizados en
el programa IGV7.80, E| Unico gen cubierto fue WFS1, las otras no fueron cubiertas en ninguna de

las muestras por NGS.

5.9. IDENTIFICACION DEL SEXO POR LA AMPLIFICACION DEL GEN AMELX/AMELY

Para determinar el sexo por la prueba de AMELX/AMELY, se amplificaron regiones especificas del
cromosoma X y Y, obteniendo un fragmento de 130 pb y 170 pb respectivamente (Fig. 25), sin
embargo, no fue posible determinar con exactitud el sexo, ya que el Chr-Y se encuentra mas degrado
que el Chr-X. Todas las muestras amplificaron para el Chr-X y las muestras (PUXTABMEX001-
PUXTABMEX004) amplificaron para el Chr-Y (Tabla 8, Fig. 26).

PUXTABMEXO001
PUXTABMEX002
PUXTABMEXO003
PUXTABMEX004
PUXTABMEXO005
PUXTABMEXO006
PUXTABMEX007
PUXTABMEXO008
PUXTABMEXO009
PUXTABMEXO010
PUXTABMEX002

MASCULINO
FEMENINO

XY XY XY XYXYXyY XYXYXYX Y XYyX yYyXxXyY
170 pb
—— 130pb

Figura 25. Amplificacion de regiones especificas del cromosoma X y Y para determinar el sexo en muestras

200 pb
100 pb

prehispanicas encontradas en la cueva de Puyil, obteniendo 4 muestras positivas para el sexo masculino
(PUXTABMEX001-PUXTABMEX004). Amplicén del Chr-X de 130 pb y del Chr-Y de 170 pb. Marcador de

Peso Molecular de 100 pb (carril 1) (Figura tomada del articulo Navarro-Romero et al., 2020).
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5.10. IDENTIFICACION DEL SEXO POR EL ANALISIS DEL CROMOSOMA X AND Y

Previamente se ha reportado que los genes TTTY14y TTTY4 son especificos para el Chr-Y 102103 g
analisis in silico mostré un 89% de identidad con el Chr-X o cromosomas autosémicos (Tabal 4), por
esta razon no se usaron para determinar el sexo masculino, en consecuencia se buscaron nuevas
secuencias en otros genes usando el programa IGV7980, | as secuencias analizadas fueron en los
genes del Chr-Y: TTTY7, TSPY3, TTTY2, TTTY22, USPYY, UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1,
AC007359.1, TTTY4, PBY2B, DAZ1, DAZ3y DAZ4.

Las secuencias que fueron especificas para evaluar el sexo masculino fueron en el gen TTTY7 del
nucledtido 6453472 al 6453552 y 6457811 al 6457861 correspondientes a fragmentos de DNA de
81 pby 51 pb respectivamente; en el gen TSPY3 del nucledtido 9712721 al 9712755, 9340012 al
9340052 y 9338261 al 9338286 correspondientes a fragmentos de DNA de 35 pb, 41 pb y 26 pb
respectivamente; en el gen TTTY2 del nucledtido 9738350 al 9738414 y 9740557 al 9740591
correspondientes a fragmentos de DNA de 65 pb y 35 pb respectivamente y en el gen TTTY22 del
nucledtido 9811090 al 9811129 y 9811192 al 9811267 correspondientes a fragmentos de DNA de
40 pb y 76 pb respectivamente (Tabla 4).

5.11. AMPLIFICACION DE SECUENCIAS POR PCR DE LOS GENES TTTY7, TSPY3,
TTTY2 AND TTTY22 EN MUESTRAS CONTEMPORANEAS

Para verificar la especificidad de las secuencias seleccionadas de cada gen para identificar el sexo
masculino se amplificé un fragmento de 140 pb del gen TTTY7 del nucleétido 6453443 al 6453582,
un fragmento de 121 pb del gen TSPY3 del nuclettido 9400901 al 9401021, un fragmento del gen
TTTY22 de 124 pb del nucledtido 9811189 al 9811312 y un fragmento del gen TTTY2 de 133 pb del
nucledtido 9738313 al 9738445. Se utilizaron muestras contemporaneas de sexo femenino y
masculino para comprobar la especificidad de la secuencia para el sexo masculino. El amplicon
especifico para cada gen se obtuvo en la muestra contemporanea masculina y la ausencia del
amplicon en la muestra contemporanea femenina (Fig. 26). La sensibilidad del método para

determinar el sexo masculino en muestras contemporaneas y antiguas es de 3 ng/ul de DNA.
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Figura 26. Amplificacion de la secuencia especifica de los genes TTTY22, TTTY7, TTTY2 y TSPY3 para
determinar el sexo en DNA humano contemporaneo, en las muestras contemporanea femenina hubo
ausencia del amplicon. FC: Control Femenino y MC: Control Masculino. Marcador de Peso Molecular de 100

pb (carril 1) (Figura tomada del articulo Navarro-Romero et al., 2020).

5.12. AMPLIFICACION DE SECUENCIAS POR PCR DE LOS GENES TTTY7, TSPY3,
TTTY2 AND TTTY22 EN MUESTRAS ANTIGUAS PREHISPANICAS

Para determinar el sexo en muestras prehispanicas encontradas en la Cueva de Puyil, se
amplificaron las regiones especificas de los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2y TTTY22 (Fig. 27, 28, 29
y Tabla 8). Los genes TTTY7, TSPY3y TTTYZ2 analizados en las muestras prehispanicas mostraron
los amplicones especificos del Chr-Y, que confirman que todos tienen sexo masculino, hubo
ausencia del amplicon en las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX004 y
PUXTABMEX005 para el gen TSPY3 (Fig. 29 y Tabla 8) y en la muestra PUXTABMEXO003 para el
gen TTTYZ2 (Fig. 30 y Tabla 8). La secuencia especifica del gen TTTY22 no amplifico para ninguna

de las diez muestras.

Q o
SR D

200 pp ——

oo —— R «—— |40 rb
Figura 27. Amplificacion de la secuencia especifica del gen TTTY7 en todas las muestras prehispanicas de
estudio (PUXTABMEX001-PUXTABMEX010) encontradas en la Cueva de Puyil, obteniendo un fragmento de

140 pb. FC: Control Femenino, MC: Control Masculino, C (-): Control negativo. Marcador de Peso Molecular

PUXTABMEX001
PUXTABMEX008
PUXTABMEXO007
PUXTABMEXO010
PUXTABMEX009
PUXTABMEX006
PUXTABMEXO005
PUXTABMEX004
PUXTABMEX002
PUXTABMEXO003

de 100 pb (carril 1) (Figura tomada del articulo Navarro-Romero et al., 2020).

ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE LOS RESTOS OSEOS ENCONTRADOS EN LA REGION DE PUXCATAN EN EL
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANALISIS DEL DNA MITOCONDRIAL



Tabla 8. Comparacion de tres métodos diferentes para identificar el sexo en muestras prehispanicas.
Amplificacién de las secuencias especificas de TTTY7, TSPY3y TTTY2, prueba AMELX/AMELY 'y Criterio

CINVESTAV-GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Antropométrico.

MUESTRA TTTY7  TSPYs  TTTY2  AMELNAMELY t:s:g;::ﬂco
PUXTABMEX001 + + + XY Masculino
PUXTABMEX002 ; - g XY Masculino
PUXTABMEX003 + - - XY Femenino
PUXTABMEX004 ; - g XY ND
PUXTABMEX005 + - + X Masculino
PUXTABMEX006 + + + X Masculino
PUXTABMEX007 + + + X Masculino
PUXTABMEX008 + + + X Masculino
PUXTABMEX009 + + + X Masculino
PUXTABMEX010 + + + X Femenino

ND: No se Determind. *Identificacién de sexo usando el Criterio Antropométrico.

Figura 28. Amplificacién de la secuencia especifica del gen TSPY3 en seis muestras prehispanicas
(PUXTABMEX001, PUXTABMEX006-PUXTABMEX010) encontradas en la Cueva de Puyil, obteniendo un

fragmento de 121 pb. FC: Control Femenino, MC: Control Masculino, C (-): Control negativo. Marcador de

PUXTABMEX003

PUXTABMEXO005

PUXTABMEX006

PUXTABMEX009

PUXTABMEXO010

PUXTABMEXO007

PUXTABMEX008

Peso Molecular de 100 pb (carril 2) (Figura tomada del articulo Navarro-Romero et al., 2020).
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PUXTABMEXO001
PUXTABMEX002
PUXTABMEXO003
PUXTABMEX004
PUXTABMEXO005
PUXTABMEZX006
PUXTABMEX007
PUXTABMEXO008
PUXTABMEX009
PUXTABMEXO010

C(-)

®
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Figura 29. Amplificacion de la secuencia especifica del gen TTTY2 en nueve muestras prehispanicas
(PUXTABMEX001, PUXTABMEX002, PUXTABMEX004-PUXTABMEX010) encontradas en la Cueva de
Puyil, obteniendo un fragmento de 133 pb. FC: Control Femenino, MC: Control Masculino, C (-): Control

negativo. Marcador de Peso Molecular de 100 pb (carril 1) (Figura tomada del articulo Navarro-Romero et al.,
2020).
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6. DISCUSION

Las cuevas fueron utilizadas en las culturas mesoamericanas como centros ceremoniales, lo que ha
provocado un gran interés en el estudio de las muestras prehispanicas encontradas en la Cueva de
Puyil. cinco de las muestras tienen deformacién craneal intencional que sugieren diferencias
culturales y genéticas. La datacion por '“C mostro temporalidades dentro del periodo Arcaico y

Clasico.

De las diez muestras analizadas, los individuos PUXTABMEX004, PUXTABMEX006 vy
PUXTABMEX009 pertenecieron al periodo Arcaico, su haplogrupo fue C1, A, y D4, respectivamente.
Elindividuo PUXTABMEX004, con una edad de 5 a 10 afios, corresponde al craneo mutilado ubicado
en el punto 50 y genéticamente esta relacionado con poblaciones nativas contemporaneas de
México, Guatemala, Bolivia y Republica Dominicana (Fig. 30), estos resultados apoyan la teoria de
la ruta migratoria del continente Americano de Norte a Sur4'.104. El haplogrupo C1 tiene una edad
estimada de 21.4 £ 2.7 kya/ 16.4 + 1.5 kya*'.

El haplogrupo més comun identificado previamente en otras poblaciones prehispanicas fue el
A241.105 sin embargo, el haplogrupo A se ha encontrado en baja frecuencia en América; previamente
se ha identificado en un individuo prehispanico de Comalcalco en Tabasco?’, y también se identificd
en el individuo PUXTABMEXO006. La deformacion craneal intencional de este craneo se determind
como imperfecta y presentaba mutilacion dental, practicas comunes en la cultura Maya de
Guatemala y México. La deformacién craneal imperfecta sugirié una técnica incipiente utilizada en
ese momento, que posteriormente evoluciono con el tiempo. La deformacion intencional severa y la
mutilacion dental que se encuentra en el craneo del individuo PUXTABMEX006 desde el periodo
Arcaico son muy importantes, ya que no se han reportado resultados parecidos previamente, por lo
tanto, se requieren estudios adicionales para comprender mas sobre estas practicas, ya que solo
hay un estudio que describe una leve deformacién del craneo en Mesoamérica con una temporalidad
de ~8500-70001%, Debido a estos hallazgos y a su relacién con poblaciones mayas contemporaneas
de México y Guatemala (Fig. 31), se puede inferir que este individuo tiene un ancestro comun con

los antecesores de las poblaciones mayas.
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Figura 30. Relacion genética de las muestras PUXTABMEX001, PUXTABMEX002 y PUXTABMEX004 con
poblaciones nativas contemporaneas de México (Mayas de Chiapas, de Campeche, Yucatan y Quintana

Roo), Republica Dominicana y Bolivia (Movima).

El individuo PUXTABMEXO009 con deficiencias nutricional y una edad de 25-30 afios al morir,
haplogrupo D4, esta relacionado geograficamente con poblacién contemporaneas del Norte de
Brasil, Han en China y Asia, perteneci6 al periodo Arcaico, una época en la que se desarroll6 la
agricultura y se establecieron pueblos definidos, por lo tanto, se infiere que este individuo podria
pertenecer a un antecesor de la poblacioén Olmeca. La deformacion intencional cefalica fue perfecta,
lo que sugiere un refinamiento de la técnica a través del tiempo. Este tipo de deformacién ha sido
reportada previamente en el periodo Arcaico (2,500-2000 AC) en el centro Andino y al Norte de la
Patagonia'%’. En conjunto con la deformacién craneal, su relacién genética con las poblaciones de

América del Sur y Asia, la alta frecuencia del haplogrupo D en América del Surd244445 y |a
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identificacion por primera vez del haplogrupo en Monte Verde hace 14.5 kya*! sugieren una ancestro

comun que emigré del Norte a Sur de América.

Figura 31. Relacion genética de la muestra PUXTABMEX006 con poblaciones nativas contemporaneas de
México (Mayas de Chiapas), Guatemala (Mayas de Ladino, Verapaz y La Tinta) y Mongolia (no representado
en este mapa).

Los resultados de este estudio y la evidencia anterior sugirieron practicas funerarias y rituales
durante el periodo Arcaico por los predecesores de las poblaciones Olmeca, Maya y del Sur de
América’.108, Se infiere que desde que el hombre era némada y cazador-recolector comenz6 a usar
las cavernas como centros ceremoniales para hacer rituales religiosos, de esta manera las
tradiciones y costumbres se fueron heredando de generacién en generacion desde las civilizaciones

prehispanicas hasta nuestros tiempos.

Los individuos PUXTABMEX001, PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010
pertenecieron al periodo Clasico (200-800 DC). El individuo PUXTABMEXO001 con una edad al morir
de 20-25 afios, pertenecié al periodo Clasico-Medio, haplogrupo C1, estd relacionado con
poblaciones de México, Guatemala, Bolivia y Republica Dominicana (Fig. 30). El individuo
PUXTABMEX002 con una edad de 20-25 afios al morir, tenia una ofrenda asociada al periodo
Clasico-Tardio, que estd de acuerdo con la temporalidad de la muestra. Este individuo fue
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haplogrupo C1c, haplogrupo que muestra una edad estimada de 15.8 £ 4.7 kya/10.8 £ 2.0 kya*' y
esta también relacionado con poblaciones de México, Guatemala, Bolivia y Republica Dominicana
(Fig. 30), lo que sugiere un ancestro comun maya para el individuo PUXTABMEX001 y
PUXTABMEX002.

El individuo PUXTABMEXO007 con una edad al morir de 25-30 afios, con occipitalizacion del atlas,
haplogrupo A, esta relacionado geograficamente con poblaciones de México y Brasil (Fig. 32). La
deformacién intencional identificada en el craneo PUXTABMEX007 ha sido identificada en
aproximadamente el 50% de los mayas del periodo Clasico y en el 70% de los mayas del periodo
Clasico-Tardio (Nakbe, Uaxactun, Peten y Seiba)'0%. El individuo PUXTABMEX010 tenia 20-25 afios
al morir, haplogrupo A, que esta relacionado geograficamente con poblaciones de México y Brasil
(Fig. 32) y deformacion craneal intencional es del tipo Olmecoide, encontrada en baja proporcién en
Comalcalco en Tabasco y Palenque en Chiapas'%. Ambos individuos podrian haber sido personas
de alto rango social y econdmico en la civilizacion Maya, ya que en ambos casos las deformaciones
craneales eran perfectas. Teniendo en cuenta que estos individuos eran del mismo periodo de
tiempo y tenian una deformacién craneal intencional diferente, es posible que provengan de
diferentes regiones mayas en México. Los resultados también sugieren que la muerte de los
individuos PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010 ocurri6 en la misma época, ya
que tienen temporalidades parecidas, pero esto no significa que haya ocurrido en el mismo ritual

funerario.

El individuo PUXTABMEXO008 tenia 25-30 afios al morir, no se pudo determinar el haplogrupo debido
a que el rendimiento y calidad del DNA extraido fue muy baja. La deformacién craneal intencional
encontrada se ha observado en el 77% de las poblaciones ubicadas en los territorios que rodean el
rio Usumacinta en Petén y Copan'%, el individuo tenia desgaste dental, tabique nasal desviado,
indicando que recibid un golpe perimorten, debido a que la deformacion intencional no se realiz6
correctamente y su ubicacion en la cueva, se infiere que este individuo era de bajo rango, o un

acompafiante de alguno de los individuos de alto rango.

El individuo PUXTABMEXO003 tenia 20-25 afios al morir, presento haplogrupo A2, que se distribuye
en alta frecuencia de Norte a Sur de América. La edad de coalescencia estimada para este
haplogrupo fue de 19.5 +/- 1.3 kya/ 16.1 +/- 1.5 kya*! y se ha identificado con alta frecuencia en las
poblaciones de Aleuts y Nativos Americanos. Realizando un analisis mas especifico el individuo
PUXTABMEX003 se relaciond geograficamente con poblaciones nativas Mayas de México y
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Guatemala, indicando que este individuo probablemente comparte un ancestro en comin con Mayas

de estas dos poblaciones.

Figura 32. Relaciéon genética de las muestras PUXTABMEX003, PUXTABMEX005, PUXTABMEX007 y
PUXTABMEX010, con poblaciones nativas contemporaneas de México (Mayas de Chiapas, Yucatan y
Quintana Roo), Guatemala (Mayas Kiche), Brasil (Xikrin y Amazonas) y China (Han) (no representado en este

mapa).

La frecuencia para cada haplogrupo que conjunta a todas las muestras es: A 55.55%, C 33.33%, y
D 11.11%, tienen una distribucién parecida a las frecuencias de haplogrupo reportadas previamente
para poblaciones mayas antiguas'” y poblaciones mayas contemporaneas de México y Guatemala.
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La ausencia del haplogrupo B puede apoyar la teoria que fue un haplogrupo que llego mas tarde al
continente americano'”. El analisis genético de los individuos prehispanicos de la cueva de Puyil nos
ayuda a tener mas informacion sobre las primeras poblaciones de nativos americanos que llegaron
a América con haplogrupos A, C y D, lo que respalda la presencia temprana de los predecesores de
los mayas, ademas de otras culturas como la olmeca o la zoque que se establecieron en Tabasco y

que probablemente fueron el resultado de la dispersidn de estos predecesores.

En conclusion, este estudio analizd muestras prehispanicas de los predecesores de las civilizaciones
mesoamericanas Olmeca, Maya y Zoque del periodo Arcaico y Clasico por NGS, contribuyendo al
conocimiento de las civilizaciones antiguos. Los resultados mostraron la estrecha relacion genética
entre los mayas de México y Guatemala, asi como la relacién entre las poblaciones nativas
contemporaneas de Bolivia, Brasil, Republica Dominicana, China, Mongolia y Asia, ademas, los
resultados respaldan la teoria de las rutas migratorias y el asentamiento de poblaciones antiguas de
Norte a Sur de América a través del Caribe, asi como el origen de los principales haplogrupos
fundadores nativo americanos A, C y D que provienen de Asia. Estos resultados también sugieren
que las practicas de deformacion cefalica intencional comenzaron en el periodo Arcaico y
persistieron hasta la conquista y que las cuevas se utilizaron como centros ceremoniales, influyendo

en su organizacién social, hasta nuestros tiempos.

El estudio de posibles marcadores genéticos que se han asociado en la actualidad a enfermedades
importantes como la diabetes también han sido de interés para identificarlos en poblaciones
prehispanicas y la posible influencia que tuvo el mestizaje durante la conquista. Por este motivo
también se buscaron variantes del mtDNA que se han asociado a diferentes enfermedades en
poblaciones contemporaneas mexicanas y asiaticos. Las variantes analizadas asociadas en la
actualidad como factor de riesgo a DT2, cancer pancreatico/hepatico0110 y a enfermedades del
mtDNA. fueron la m.3243A> G, m.16189T> C y m.16519C> T del mtDNA

La variante m.3243A>G se localiza en la parte codificante del mtDNA, afecta el tRNALeu (UUR) y esta
relacionada con enfermedades metabdlicas como Diabetes y Melas''""2.Esta variante no se
encontr6 en la muestra PUXTABMEXO006 y en el resto de las muestras prehispanicas no se cubrio
el fragmento de la secuencia. La variante m.16189T>C localizada en la region no codificante del
mtDNA se ha asociado con la resistencia a insulina''3114 no fue identificada en las muestras
PUXTABMEX003 y PUXTABMEXO004, y en el resto de las muestras prehispanicas no se cubri¢ la
secuencia de esa region. Las alteraciones mitocondriales actualmente se consideran parte
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importante del proceso carcinogénico, ya que favorece el crecimiento anormal celular y aumenta la
resistencia celular a la apoptosis'1®. La variante m.16519T>C se localiza en la regién no codificante
del mtDNA; se sabe que esta variante altera la produccion de proteinas que intervienen en la
fosforilacidn oxidativa a nivel transcripcional's. Estudios recientes han mostrado que la presencia
de esta variante en pacientes diabéticos con cancer de pancreas aumenta la agresividad de la
enfermedad?.115, Otros estudios recientes han asociado a las variantes m.16189T>C y m.16519T>C
con nuevos padecimientos crénicos como la hipertensién y la enfermedad coronaria. La variante
m.16519T>C fue identificada en las muestras PUXTABMEX002 y PUXTABMEX006 por NGS y PCR

en Tiempo Real, no se identificé en las ocho muestras prehispanicas restantes.

Se han descrito variantes de los genes nucleares (Tabla 3) que se han asociado como factor de
riesgo a DT2. Las secuencias de genes mostradas en la tabla 3 se buscaron en las secuencias
obtenidas por NGS y no fueron cubiertas para ninguna muestra prehispanica. Unicamente la variante
WFS1 rs6446482C>G se identifico en la muestra PUXTABMEX002. El gen WFS1 se localiza en el
brazo corto del cromosoma 448116 codifica para la proteina Wolframina que permite la regulacion de
calcio en las células, es importante para la comunicacion celular, contraccion muscular e interviene
en diferentes procesos proteicos, la proteina se encuentra en pancreas, cerebro, corazdn, huesos,
musculo, pulmon, higado y rifiones#8. Esta proteina participa en el funcionamiento de las células By
la variante rs6446482C>G se ha encontrado asociada a DT2 en poblacién mexicana%'17. La
muestra PUXTABMEX002 tuvo las variantes, en el DNA nuclear WFS1 rs6446482C>G y en el
mtDNA la variante m.16519T>C.

Desde que el hombre era recolector y antes de que se formaran lo que hoy se conoce como
civilizaciones, ya se tenian mutaciones que actualmente se consideran como factor de riesgo a
enfermedades actualmente estan influenciadas por su dieta, estilo de vida y factores ambientales,
es probable que estas variantes no tuvieran ningun impacto en la salud de los individuos

prehispanicos.

La identificacion del sexo en restos 6seos antiguos fue un factor importante a considerar en este
estudio, ya que era de interés identificar el sexo de los individuos de la cueva de Puyil pertenecientes
al periodo Arcaico y Clasico involucrados en las ceremonias religiosas de poblaciones prehispanicas,
incluyendo al individuo joven que se descubrié en esta cueva. Inicialmente usamos diferentes
técnicas con el objetivo de definir el sexo. En la publicacion de este trabajo!'8, se encontré que todos

los individuos de la cueva de Puyil eran de sexo masculino. Para llegar a esta conclusién se
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emplearon los siguientes métodos: analisis de los genes AMELX/AMELY, las mediciones

antropométricas y el andlisis del Chr-Y.

El Chr-Y es el tercer cromosomas mas pequefio en humanos'0".118.120 con el 2-3% del genoma
haploide, estd compuesto de una porcion pseudoautosomal (PAR) que se divide en dos regiones:
PAR1 localizada en la regién terminal del brazo corto (Yp11.32) y PAR2 localizada en el brazo largo
(Yq12) (Fig. 33), las regiones pseudoautosomales son las que se recombinan con la parte
pseudoautosomal del Chr-X (Xp22.3 and Xq28) durante la meiosis®>11%120, PAR1 y PAR2
representan el 5% de todo el cromosoma y el 95% es la region no recombinante Y (NRY), en esta
region los genes se pueden clasificar en 2 categorias, la primera comprende los genes que tienen
homologia con el Chr-X y su principal funcion es de mantenimiento y la segunda categoria incluye a
los genes con funciones especializadas que se expresan en los testiculos?®. Teniendo esta
informacién se seleccionaron secuencias de 15 genes localizados en el Chr-Y: TTTY7, TSPYS3,
TTTY2, TTTY22, USPYY, UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1, AC007359.1, TTTY4, PBY2B,
DAZ1, DAZ3Y DAZ4 (Fig. 33).

De los quince genes analizados los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 and TTTY22 se localizan en el
brazo corto del Chr-Y (Yp11.2)101.103 (Fig. 33). El andlisis de las secuencias por el programa I1GV/79.80

indicé que estas secuencias son exclusivas de individuos de sexo masculino.
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Figura 33. Representacion esquematica del Chr-Y donde se muestra las regiones PAR1, PAR2 y NRY, asi
como la ubicacion de los 15 genes utilizados para encontrar secuencias especificas para identificar el sexo

masculino en muestras antiguas (Figura tomada del articulo Navarro-Romero et al., 2020).
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De las muestras analizadas por el método AMELX/AMELY cuatro fueros positivos masculinos
(PUXTABMEX001-PUXTABMEX004) vy las seis muestras restantes (PUXTABMEX005-
PUXTABMEX010) dieron positivo para el amplicon del Chr-X, esto se debe a que los hombres
contienen ambos cromosomas. Los resultados sugieren que la region de DNA correspondiente a
AMELY probablemente sea mas susceptible a degradacién. Estos datos también indican que la
prueba AMELX/AMELY, no siempre es exitosa en la amplificaciéon de Chr-Y y en ocasiones puede
mostrar falsos positivos, por lo tanto, la evaluacién de los genes TTTY7, TSPY3 'y TTTY2 fue
importante para saber con precision el sexo de los individuos de estudio. La muestra
PUXTABMEX004 fue un nifio (5-10 afios) y no fue posible determinar su sexo por el criterio
antropométrico, sin embargo, se identificd como masculino utilizando los genes especificos TTTY7,
TTTY2y AMELX/AMELY (Tabla 8).

La nueva metodologia desarrollada para identificar el sexo masculino por la amplificacion de TTTY7,
TSPY3y TTTY2 fue exitosa en la identificacion de sexo en poblaciones antiguas, cuando el sexo no
puede determinarse por mediciones antropométricas o la prueba AMELX/AMELY solo amplifique el
Chr-X es recomendable utilizar los genes propuestos en este estudio, estos genes se pueden buscar

in silico si se tienen resultados de secuenciacion masiva.

ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE LOS RESTOS OSEOS ENCONTRADOS EN LA REGION DE PUXCATAN EN EL
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANALISIS DEL DNA MITOCONDRIAL

&



CINVESTAV-GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

7. CONCLUSIONES

&+ De las siete muestras datadas, los individuos PUXTABMEX004, PUXTABMEX006 y
PUXTABMEXO009 pertenecen al periodo Arcaico y los individuos PUXTABMEXO001,
PUXTABEX002, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010 al periodo Clasico.

& Los haplogrupos identificados fueron A, A2, C1b C1c y D4, mientras el haplogrupo B no estuvo

presente en las muestras de estudio.

< El analisis de la red de haplotipos mostrd una estrecha relacion genética entre los mayas de
diferentes regiones de México y Guatemala, las poblaciones nativas contemporaneas de

Bolivia, Brasil, Republica Dominicana, China, Mongolia y Asia.

&+ Los resultados apoyan las teorias de rutas migratorias de Norte a Sur a través de las islas del
Caribe y confirman un ancestro en comln de las poblaciones asiaticas que emigraron a

América.

=+ Los individuos PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX005, PUXTABMEXO006,
PUXTABMEX007, PUXTABMEX008 y PUXTABMEXO010 posiblemente tuvieron un ancestro en
comun maya, mientras que la muestra PUXTABMEX009 posiblemente tuvo un ancestro en

comun Olmeca.

& Elindividuo PUXTABMEXX09 posiblemente perteneci6 a una poblacion que migro de Norte a
Sur de América, se infiere que algunos individuos se establecieron en diferentes regiones como
Puxcatan, lo que podria explicar la baja proporcion del haplogrupo D4 en el Norte y el Centro

del Continente Americano.

<+ La deformacion intencional cefalica imperfecta en las muestras Arcaicas (PUXTABMEX006 y
PUXTABMEX009) sugieren que con el tiempo la técnica de la deformacion craneal se fue

modificando, hasta lograr una deformacion intencional perfecta.

4+ Los resultados también sugieren que por su temporalidad, deformacién craneal y ubicacién
funeraria dentro de la cueva la muerte de los individuos PUXTABMEX002, PUXTABMEXO007 y
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PUXTABMEXO010 ocurrieron en la misma época, pero esto no indica que ocurrieran en el mismo

ritual funerario.

& La deformacién craneal en el individuo (PUXTABMEXO06) del periodo Arcaico sugiere que la
practica de deformacién craneal, limado dental y los rituales religiosos se practicaban desde el

periodo Arcaico hasta la conquista espafiola.

&+ La variante nuclear WFS1 rs6446482C>G y la variante mitocondrial m.16519T>C que se han
asociado como factor de riesgo a diabetes, se identificd en el individuo PUXTABMEX002.

4+ La muestra PUXTABMEX006 tuvo la variante mitocondrial m.16519T>C previamente asociada

como factor de riesgo en DT2.

&+ Se desarrollé una nueva metodologia molecular para determinar el sexo masculino, mediante
el andlisis de regiones cortas de los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 y TTTY22 presentes

solamente en el Chr-Y.

“+ Todas las muestras encontradas en la Cueva de Puyil fueron masculinas utilizando la nueva
metodologia y cuatro de ellas (PUXTABMEX001-PUXTABMEX004) se confirmaron mediante la
prueba AMELX/AMELY.

<+ La nueva metodologia desarrollada para identificar el sexo masculino mediante la amplificacién
de TTTY7, TSPY3y TTTY2 puede ser util en la identificacion de género en poblaciones
humanas antiguas o estudios forenses. El uso de la nueva metodologia se recomienda para

restos antiguos y medicina forense porque es rapida, facil y barata.

4+ Es recomendable utilizar los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2y AMEX/AMELY para determinar el

sexo de manera simultanea, ya que estas dos metodologias son complementarias.

ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE LOS RESTOS OSEOS ENCONTRADOS EN LA REGION DE PUXCATAN EN EL
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANALISIS DEL DNA MITOCONDRIAL



CINVESTAV-GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

8. PRESPECTIVAS

&+ Analizar a los individuos que se encontraban en la camara 6 sin craneo, para saber si los
craneos encontrados en la entrada de la camara 4 corresponden a los individuos dentro de la

camara 6 sin craneo.

&+ Analizar secuencias de individuos prehispanicos Olmecas y Zoques para poder seguir con la

linea genética materna.

<+ Extraccion de DNA y secuenciacion de comunidades nativas Zoques para enriquecer el

analisis de genética de poblaciones.

&+ Analizar una cantidad mayor de restos antiguos de diferentes culturas para ampliar los anélisis

de genotipo y fenotipo.
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Abstract Sex identification of ancient individuals is
important to understand aspects of the culture, demo-
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tion, and the history of the ancient civilizations. Sex
identification is performed using anthropometric mea-
surements and molecular genetics techniques, including
quantification of the X and Y chromosomes. These
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approaches are not always reliable in subadult, or
fragmented, incomplete skeletons or when the DNA is
highly degraded. Most of the methods include the iden-
tification of the male and female sexes, but the absence
of a specific marker for the males does not mean that the
sample obtained was from a female. This study aims (1)
to identify new male-specific regions that allow male
identification; (2) to contrast the effectiveness of these
markers against AMELX/AMELY and anthropometric
measurement procedures; and (3) to test the efficacy of
these markers in archaeological samples. For the first
two aims, we used known sex samples, and for the third
aim, we used samples from different archaeological
sites. A novel molecular technique to identify male-
specific regions by amplification of TTTY7, TSPY3,
TTTY2,and TTTY22 genes of the human'Y chromosome
was developed. The results showed amplification of the
specific DNA regions of Y chromosome in male indi-
viduals, with no amplification being observed in any of
the female samples, confirming their specificity for male
individuals. This approach complements the current
procedures, such as the AMELX/AMELY test and an-
thropometric principle.

Keywords Y chromosome; - Ancient DNA; - AMEL
test; - Male sex identification; - Pre-Hispanic bone
remains

Abbreviations

Chr-X X chromosome
Chr-Y Y chromosome
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Introduction

The current method used to sex determine ancient hu-
man remains is anthropometric measurements of the
bones, such as skull, pelvis, vertebrae, teeth, long bones,
and the pars petrosa ossis temporalis (Ovchinnikov et al.
1998; Graw et al. 2005; Veroni et al. 2010; Harris and
Case 2012; Krishan et al. 2016; Ubelaker and DeGaglia
2017; Hora and Sladek 2018; Garcia-Campos et al.
2018a, b). Sex determination using this method is more
accurate in adult whole-body skeletons, than in the
subadult skeletons, and very old or fragmented bone
remains (Alvarez-Sandoval et al. 2014) because the
anatomical differences between men and women are
more clearly distinguished after the onset of puberty
due to adolescent hormonal changes. These female char-
acteristics begin to develop at different ages and ageing
process can be affected by nutritional status and related
socioeconomic factors. In many cases, these anthropo-
metric methodologies do not yield conclusive results in
subadult individuals. On the other hand, in modern
humans, secondary sexual traits usually emerge in the
skull or postcranial skeleton during adolescence. Female
characteristics begin to develop at different ages with
the ageing process also being affected by nutritional
status and related socioeconomic factors (Moore 2013;
Candelas-Gonzalez et al. 2017).

Similar procedures are used in the sex identification
of newborns, and subadults, although the accuracy of
sex estimation is lower in subadult than adult skeletons
(Fazekas and Kosa 1978; Schutkowski 1987; Luna et al.
2017). Sexing can be also performed in 66% of the
specimens with skulls that have been largely destroyed,
using the usually well-preserved pars petrosa ossis
temporalis of skulls (Graw et al. 2005). Furthermore,
sex was correctly assigned in male maxillary canines of
subadults that contained greater amounts of dentine
(Garcia-Campos et al. 2018a, b). Still, these methods
are useless in very fragmented adult, and subadult
bones, or when the adequate bone remains are not
available (Alvarez-Sandoval et al. 2014).

There are several molecular methods to determine
sex, such as the amelogenin test based on the amplifi-
cation of the AMEL gene in the X and Y chromosomes
(AMELX/AMELY) (Stone et al. 1996; Tschentscher et al.
2008; Gibbon et al. 2009: Alvarez-Sandoval et al.
2014). The AMEL locus has 2 homologous genes:
AMELX, which is located on the distal short arm of X
chromosome (Chr-X) (p22.1-p22.3), and AMELY,

@ Springer

which is located near the centromere of the Y chromo-
some (Chr-Y) (p11.2). These genes have 89% homolo-
gy, with there being a 6-bp deletion in the third intron of
AMELX which is absent in AMELY (Stone et al. 1996;
Butler and Li 2014; Alvarez-Sandoval etal. 2014; Dutta
et al. 2017). The amplification of other genes, such as
DXYS156, SOX3, STS, and TSPYL2 (Bashamboo et al.
2003; Butler and Li 2014), are also used for the sex
determination of ancient remains. However, the limita-
tion of this and other molecular methods is DNA deg-
radation, which depends on the archaeological context
and bone sample (Quincey et al. 2013; Alvarez-
Sandoval et al. 2014; Gaudio et al. 2019). Sex identifi-
cation of ancient human remains was recently per-
formed using the quantification of sequences that are
aligned with Chr-Y and Chr-X by considering that
males have half of the amount of DNA that corresponds
to Chr-X compared to females (Green et al. 2010;
Skoglund et al. 2012, 2013). Sex determination with
this methodology was obtained by massive sequencing
and the exclusion of the homologous regions in both
chromosomes (Green et al. 2010; Skoglund et al. 2013).
However, the read depth must be reasonably high to
avoid any confounding effects due to sequencing errors.
Chr-Y typically determines male sex in humans. It is
the third smallest chromosome comprising ~2-3% of
the haploid genome (Quintana-Murci and Fellous 2001;
Halder et al. 2017). It is composed of a
pseudoautosomal portion (PAR) that is divided into
the two regions: PARI, located in the terminal region
of the short arm (Yp11.32), and PAR2, located in the
long arm (Yql2). The pseudoautosomal regions can
recombine with the pseudoautosomal region of Chr-X
(Xp22.3 and Xq28) during meiosis (Quintana-Murci
and Fellous 2001; Bashamboo et al. 2003; Halder
et al. 2017). PARI and PAR2 represent ~5% of the
whole chromosome, with the remaining ~95% corre-
sponding to the non-recombinant region of human Chr-
Y (NRY). Genes in the NRY region are classified into
two categories. The first region is comprised of genes
that are ubiquitously expressed, show homology with
Chr-X, and exhibit housekeeping cellular functions. The
second region includes genes with specialized functions
that are expressed in the testes (Halder et al. 2017).
The development of new and improved methodolo-
gies for sex estimation and the revaluation of existing
methods is very important for both ancient and forensic
researchers to achieve more accurate results. The objec-
tive of this study was to develop an alternative
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technique. For this, we selected four genes from fifteen
Chr-Y-specific genes in contemporary male samples in
silico. These male-specific DNA markers were experi-
mentally tested in contemporary and ancient samples
from individuals found in Tacotalpa, Tabasco, Mexico.
The results confirmed that these regions were specific to
the male sex.

Materials and methods
Contemporary samples

The present study contained ten contemporary sam-
ples (five males and five females) from peripheral
blood obtained from the “Servicio de Medicina
Interna” of the Regional Hospital by Dr. Carlos
MacGregor Sanchez Navarro from the Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS). The samples
were registered to project number 2017-785-071,
and the National Ethics Commission (IMSS) ethics
committee approved the study with the number and
R-2017-785-071. The tests were performed by fol-
lowing the rules established in the Helsinki Decla-
ration. All data were kept strictly confidential, as
indicated by national and international regulations.
The participants were informed about the procedure
prior to providing their written consent.

Archaeological material

The study contained nineteen samples discovered in
three different archaeological sites in the municipality
of Tacotalpa in Southern Tabasco (Supplementary
Table 1). Ten of these samples were found at the Puyil
cave located at San Felipe Mountain in Puxcatan town at
the coordinates 17° 27" 38.04" N and 92° 39" 28.5" W;
seven samples were located at the Abrigo Rocoso
Fidencio Lopez, Ejido Lazaro Cérdenas, at the coordi-
nates 17° 31" 21.35” N and 92° 47" 54.21” W; and two
samples were located at the Sima Cuesta Chica, Ejido la
Pila, at the coordinates 17° 26" 33.59” N and 92° 44’
31.53" W. Figure 1 shows the geographic locations of
all ancient samples. The archaeological samples recov-
ered from the Puyil cave were found by Luis Alberto
Martos-Lopez in 2007 and Abrigo Rocoso Fidencio
Lopez and Sima Cuesta Chica by Eladio Terreros-
Espinosa in 2016.

The sex was determined in fifteen of the samples
using anthropometric measurements as described previ-
ously and according to conservation of the bone (Bass
1987; White and Folkens 2005; Blau and Ubelaker
2009; Ubelaker 2014).

Pretreatment of ancient samples

To eliminate exogenous DNA and surface contami-
nants, each sample was washed by rinsing in water,
and the samples then incubated for 5 min with 10%
full-strength Clorox bleach. The supernatant was
discarded, the sample was incubated in distilled water
for 5 min, and the water was then discarded. After the
3rd rinse with distilled water, the sample was dried by
incubation at 37 °C overnight.

All experiments were performed in a clean room,
according to the guidelines of working with ancient
remains (Adler et al. 2011; Campos et al. 2012). The
clean room was routinely cleaned with bleach and
equipped with a UV light. All containers were wiped
with bleach before and after being placed in the
laboratory.

DNA extraction

Contemporary DNA extraction was performed in
duplicate using magnetic beads (PerkinElmer, Wal-
tham, MA, USA) with the Prepito DNA Blood250
Kit (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) and the
Prepito-D instrument (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA) following the manufacturer’s instructions. The
extracted DNA was maintained at —70 °C. One
negative control without DNA was used during the
entire process.

Ancient DNA (Supplementary Table 1) was extract-
ed from 20 mg of bone powder by incubation in 200 ul
of lysis buffer and 6 ul proteinase K under gentle
rotation at 56 °C until lysis was completed, following
the manufacturer’s instructions (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA). Aliquots of the extracted DNA were main-
tained at —70 °C until use. Ancient DNA was also
extracted in duplicate from 50 mg of bone powder via
incubation in 500 pl ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA; pH 8, 0.5 M) and 20 ul proteinase K
(0.25 mg/ml) under gentle rotation at 37 °C overnight.
The supematant obtained following centrifugation was
used for DNA extraction with silica (silicon dioxide;
Sigma) as previously described by Rohland and
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ARFL: Abrigo Rocoso Fidencio Lopez
SCC: Sima Cuesta Chica
PC: Puyil cave

Fig. 1 Location of pre-Hispanic samples from Tacotalpa,
Tabasco, that belonged to individuals from the Mesoamerican
region. The samples were found in the ARLF (Abrigo Rocoso
Fidencio Lopez), SCC (Sima Cuesta Chica), and the PC (Puyil

Hofteiter (2007). Purified DNA was eluted in 50 ul TE
buffer, and 20 pl aliquots were stored at — 70 °C until
use. This method was also performed in the Insectary at
CINVESTAV-IPN, where human DNA is not handled.
One negative control without DNA was used during the
entire procedure. The ancient DNA extracted, amplified,
and then sequenced were used for haplogroup identifi-
cation and replication in four samples from Puyil cave in
the Department of Anthropology, University of Kansas,
Lawrence, KS. This laboratory is specific to work with
ancient DNA. Results were the same from both
laboratories.
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Tacotalpa

Puxcatan

cave) at the coordinates 17° 31’ 21.35” N and 92° 47’ 54.21” W;
17° 26" 33.59” N and 92° 44’ 31.53” W; and 17° 27’ 38.04” N and
92° 39" 28.5" W, respectively

Analysis of the Y chromosome in silico

The non-homologous regions of the X and Y chromo-
somes of the reference sequence CRs_human_hg38/Chr
Y (NC_000024.10) were analysed using IGV software
(Thorvaldsdottir et al. 2013; Integrative Genomics
Viewer 2018) to identify the regions specific to Chr-Y.
Table 1 shows the sequences identified in the following
fifteen genes: TTTY7, TSPY3, TTTY2, TTTY22, USPY9Y,
UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1, AC007359.1,
TTTY4, PBY2B, DAZI, DAZ3, and DAZ4. The se-
quences were classified into the following 3 groups:
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(1) the sequence was present only in Chr-Y; (2) the
sequence showed similarity with Chr-X; and (3) the
sequence was also identified in autosomal chromosomes
(Fig. 2).

Male identification using specific Chr-Y sequences

To demonstrate that the region identified in this
study was specific to male individuals, a pair of
primers (F_TTTY7-R_TTTY7) specific for the
TTTY7 gene were designed to amplify a 140-bp
fragment from nucleotides 6453443-6453582. A
specific pair of primers (F_TSPY3-R TSPY3) for
TSPY3 amplified a fragment of 121 bp from nucle-
otides 9400901-9401021. A specific pair of primers
(F_ TTTY22-R _TTTY22) for TTTY22 amplified a
fragment of 124 bp from nucleotides 9811189
9811312, and a specific pair of primers
(F_TTTY2-R _TTTY2) for T7TTY2 amplified a frag-
ment of 133 bp from nucleotides 9738313-9738445
(Table 2). All primer sets were designed using the
program PrimerX-Bioinformatics.org. The
contemporary DNA samples were tested with the
primer set designed to target the Chr-Y-specific
regions to confirm the effectiveness of male sex
identification. The following PCR conditions using
the enzyme Phusion Hot Start II Fidelity DNA Po-
lymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) were used: 98 °C for 30 s; 35 cycles at 98 °C
for 10 s, 60.5 °C or 61.5 °C (according to the primer
pair used; Table 2) for 30 s, and 72 °C for 20 s; and
72 °C for 10 min. After optimization and confirma-
tion of this procedure in the contemporary samples,
this assay was tested on the DNA of ancient bone
samples at least in triplicate.

Sanger sequencing was performed using the forward
and reverse primers (Table 2) following the manufac-
turer’s instructions for the BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Female and male sex identification using the AMEL
gene (AMELX/AMELY)

Sex was determined via amplification of the AMEL gene
(AMELX/AMELY) in contemporary human samples
using the specific pairs of primers shown in Table 2.
Amplicons of 130 bp and 170 bp indicated female and
male sex, respectively. After sex identification of the

contemporary samples, the test was performed on the
ancient bone samples. PCR amplification was per-
formed using the enzyme Phusion Hot Start II Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) with the following conditions: 98 °C for
30 s; 35 cycles at 98 °C for 10 s, 52 °C for 30 s
(Table 2), and 72 °C for 20 s; and 72 °C for 10 min
(Lin et al. 1995).

Results

Analyses of X and Y chromosomes for male sex
identification

The TTTY7, TSPY3, TTTY2, TTTY22, USPYY, UTY,
NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1, AC007359.1,
TTTY4, PBY2B, DAZI, DAZ3, and DAZ4 genes spe-
cific for Chr-Y (Stelzer et al. 2016; GeneCards-
Human Genes n.d.) were analysed using IGV soft-
ware (Thorvaldsdottir et al. 2013; Integrative
Genomics Viewer 2018) to identify the regions not
homologous with Chr-X and autosomal chromo-
somes (Table 1). The regions specific to Chr-Y,
selected to identify the male sex, were in the fol-
lowing genes: TTTY7 from nucleotide sites
6453472-6453552 and 6457811-6457861; TSPY3
from nucleotide sites 9712721-9712755, 9340012
9340052, and 9338261-9338286; TTTY2 from nu-
cleotide sites 9738350-9738414 and 9740557-
9740591; and TTTY22 from nucleotide sites
9811090-9811129 and 9811192-9811267 (Table 1).

Amplification of TTTY7, TSPY3, TTTY2, and TTTY22
gene-specific regions for Chr-Y in contemporary
human samples using PCR

To verify the specificity of the sequences selected for
each gene in identifying males, amplicons of 140, 121,
124, and 133 bp were obtained for 777TY7 (from nucle-
otides 6453443-6453582), TSPY3 (from nucleotides
9400901-9401021), TTTY22 (from nucleotides
9811189-9811312), and T7TTY2 (from nucleotides
9738313-9738445), respectively. Female and male
contemporary samples were used to optimize the test.
The expected molecular band size for each gene in the
male samples and the absence of the band in the female
samples were observed, as shown in Fig. 3. This test was
also repeated in ten contemporary DNA samples from
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Table 1 Description of 15 genes of Chr-Y analysed to select specific sequences that allow the identification of the male sex

“Chr-Y Gen Sequence Sequence Function of gene Query cover with “Autosomal
length (bp) Chr-X (bp) Chr’s
TTTY7 6453472-6453552 81 #Testis-specific transcript Y-linked 7 0 0
6449468-6457906 4578116457861 51 0 0
8439 bp
TSPY3 9712721-9712755 35 Testis-specific Y-encoded protein 3 0 0
‘2’382451“9401223 9340012-9340052 41 0 0
8 P 9338261-9338286 26 0 0
TTTY2 9738350-9738414 65 ¢Testis-specific transcript Y-linked 2 0 0
9736286-9758476  9740557-9740591 35 0 0
22,191 bp
TTTY22 9811090-9811129 40 ¢Testis-specific transcript Y-linked 22 0 0
9801153-9813245 9111929811267 76 0 0
12,093 bp
USP9Y 12761218-12761250 33 Ubiquitin-specific peptidase 9 Y-linked 100.0% (33) 0
123211%43}1;12860344 12852196-12852244 49 95.91% (47) 0
» p 12783154-12783189 36 51.28% (20) 0
UTY 13283351-13283407 57 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide ~ 85.96% (49) 0
; ‘3123735‘22(;13480673 13356296-13356423 128 repeat Y-linked 89.06% (114) 0
Y P 13479887-13479942 56 42.86% (24) 0
13378902-13378976 75 76.00% (57) 0
NLGN4Y 14564733-14564782 50 Neuroligin 4 Y-linked 90.00% (45) 0
; 32202453731)—14845650 14641102-14641191 90 92.22% (83) 0
: P 14530587-14530660 74 85.14% (63) 0
14602714-14602806 93 43.01% (40) 0
TTTY14 18993204-18993243 40 #Testis-specific transcript Y-linked 14 82.50% (33) 0
18872501-19077547  19040591-19040663 73 89.04% (65) 0
205,047 bp
19051191-19051266 76 71.05% (54) 0
19076468-19076542 75 28.00% (21) 0
FAM41AY1 18390242-18390268 27 ¢Family with sequence similarity 41 0 S5and 16
17500958-17516742 17514463-17514535 73 member A, Y-linked 1 0 1. 3. 4. 9.
15,785 bp and 18
18391477-18391549 73 0 1,3,4,9,
and 18
AC007359.1 22122477-22122552 76 #Uncharacterized LOC101929148 0 7,9, 16, and
22100814-22147484 17
46,671 bp 22108467-22108519 53 0 7,11, and
17
22477887-22477939 53 0 7, 11, and
17
22102367-22102415 49 0 7,12, and
17
TTTY4 22960559-22960618 60 ¢Testis-specific transcript Y-linked 4 0 2,7, 8, and
22936455-22973284 19
36,830 bp 24586517-24586573 57 0 7and 8
24587660-24587731 72 0 7.8, 16, and
19
25070310-25070384 75 0 7-9, 14, 17,
and 20
@ Springer
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Table 1 (continued)

“Chr-Y Gen Sequence Sequence "Function of gene Query cover with “Autosomal
length (bp) Chr-X (bp) Chr’s
BPY2B 23005338-23005470 133 Encodes a protein that interacts with 0 7 and 8
24607560-24639207 54619544-24619592 49 ubiquitin protein ligase E3A 0 21-and 2
Lk 24622023-24622064 42 0 8
23000633-23000734 102 0 7,8, and 19
DAZI1 23139613-23139688 76 Encodes an RNA-binding protein thatis 0 3and 4
23129355-23199123 important for spermatogenesis
69,769 bp
DAZ3 23267233-23267285 53 Encodes an RNA-binding protein thatis 0 3and 8
24763069-24813505 24773336-24773411 76 imponant for spelmatogencsis 0 3.7 and 4
50, ,
Garte 23257864-23257932 69 0 3
24771932-24772044 113 0 1.7, and 10
DAZ4 24835630-24835705 76 Encodes an RNA-binding protein thatis 0 2and 3
24833800-24907040  54896627-24896702 76 important for spermatogenesis 0 2,7.8. and
73.241 bp 12
24851394-24851450 57 0 3

“The genomic locations of GRCh38.p12
" The information of GeneCards (Stelzer et al. 2016)

“ The sequence was covered in a percentage between 20 and 50% of the autosomal chromosomes

#This region is transcribed as a non-coding RNA

five males and five females to confirm our results. The
minimal amount of DNA needed to obtain a reliable
determination of males with contemporary DNA was
3 ng/ul. The PCR products were sequenced by Sanger,
which confirmed the specific amplification of the
TTTY7, TSPY3, TTTY2, and TTTY22 gene regions
(GenBank accession numbers: MEXCHRYTTTY?22,
MN385559; MEXCHRYTTTY7, MN385560;
MEXCHRYTSPY3, MN385561; MEXCHRYTTTY2,
MN385562).

Chr-Y

— o~
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a = T T T
= B E i f
Z : 828 3
< z

ql1.223

PCR amplification of TTTY7, TSPY3, TTTY?2,
and T7TTY22 sequences from ancient pre-Hispanic
samples

The bone remains of this study were discovered in
2007 and 2016 at the following sites: Puyil cave,
Abrigo Rocoso Fidencio Lopez, and Sima Cuesta
Chica in Tacotalpa, Tabasco, Mexico. Due to the
archaeological context, cave environmental condi-
tions, and body-skeleton integrity, the sex

ql1.23

ql2

PAR2

NRY

Fig. 2 Schematic representation of Chr-Y shown in the PAR1, PAR2, and NRY regions, and the location of the 15 genes used to find

specific sequences to identify the male sex in ancient samples
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Table 2 Primers used to identify the male sex in contemporary and ancient human samples

Primer Sequence 5'—3' Fragment size (bp) Tm (°C) Reference
F_rcaX, AATCATCAAATGGAGATTTG AMELX 130 52 Lin et al. 1995
R_rcaX, GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA

F_rcaY, ATGATAGAAACGGAAATATG AMELY 170 52 Lin et al. 1995
R_rcaY, AGTAGAATGCAAAGGGCTC

F_TTTY7 CTGAGGCTGTGTGTTTGTGC TTTY7 140 60.5 Used in this study
R _TTTY7 CCTGGGAGTTGTAGGGTTGA

F_TSPY3 CACAAATGGGGAAGGGATA 121 61.5 Used in this study
R_TSPY3 ACAACTGGGAGTCCCCTAGA

F_TTTY22 GGGGAGTGATGTAGCTGTGG ITTY22 124 61.5 Used in this study
R_TTTY22 ITTTTGGTCTTTTCATAAACATCAT

E-TTTY2 AGAACCCTCAACGACACACC 133 60.5 Used in this study
R_TTTY2 AGGGAGAGGCATTTCCAGAC

Primer sequences used for AMELX amplification for female sex identification, and AMELY, TTTY7, TSPY3, TTTY22, and TTTY2

amplification for male sex identification

identification was determined in all samples using
the new molecular approach developed in this study,
the AMEL test, and anthropometric measurements.

The sex of the bone samples from Tabasco was
determined via amplification of the TTTY7, TSPY3,

TTTY2, and TTTY22 genes. The minimal amount of

DNA needed to amplify the specific region in Chr-Y
in human ancient samples was 15 ng/ul. None of the
ancient samples showed amplification of the
TTTY22 gene. From a total of nineteen ancient sam-
ples, fourteen showed amplification of 77TY2
(Fig. 4a), eleven showed amplification of T7TTY7
(Fig. 4b), and eight showed amplification of 7SPY3
(Fig. 4c), as shown in Table 3. These results indi-
cated that all samples from Puyil belonged to males
(Fig. 4). The samples from Abrigo Rocoso Fidencio
Lopez showed amplification of the specific
amplicon for Chr-Y in four of the samples, and
one sample from Sima Cuesta Chica was a male
positive (Fig. 4), which confirms that at least these

TTTY22

TTTY7

samples belonged to males. Four of the samples did
not show amplification of any of these genes.

Sex identification using the AMELX/AMELY test

To determine the sex of contemporary and ancient
samples using molecular techniques, specific regions
of the X and Y chromosomes were amplified ac-
cording to previous publications using the AMELX/
AMELY test as described in the “Materials and
methods” section (Lin et al. 1995; Ovchinnikov
et al. 1998; Tschentscher et al. 2008; Gibbon et al.
2009; Dutta et al. 2017). This procedure produced
amplicons of 130 bp for female and 130 and 170 bp
for male contemporary DNA samples. The
amplicons for Chr-X and Chr-Y in all contemporary
samples are shown in Fig. 5a. All ancient samples
from the Puyil cave were positive for Chr-X, and
four of the samples were positive for Chr-Y
(PUXTABMEX001-PUXTABMEXO004) (Fig. 5b).

TTTY2 TSPY3

FC MC

FC MC FC MC

I I

FC MC

140 bp 200bp—— 1B
I24bp 100bp IZlbp

Fig. 3 Amplification of specific regions in the 777Y22, TTTY7,
TTTY2, and TSPY3 genes to identify male sex in contemporary
human DNA samples. The DNA was amplified using the specific
primers to amplify each region of Chr-Y in contemporary human
samples. The specific amplicon size is indicated by the arrows on
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the right side, and the molecular marker is displayed on the left
side. (FC) Female DNA sample (negative control). The specific
amplifications for 777TY22, TTTY7, TTTY2, and TSPY3 genes with
sizes of 124, 140, 133, and 121 bp, respectively, are shown as
indicated in top of the figure

ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE LOS RESTOS OSEOS ENCONTRADOS EN LA REGION DE PUXCATAN EN EL
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANALISIS DEL DNA MITOCONDRIAL



CINVESTAV-GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

A novel method of male sex identification of human ancient skeletal remains

a)
TTTY?2

— Nt VO ® O
R R - - - -
S S SS3S3SS 3o
Kk KX XXX X XX
oo d oo oo
S 22222222
mMmMMMMMMAMM MM
< <L L <L € €<
HM~FFRREFHRBPBRM
i vy s PR PR B4 B BE K PR X B
- D DDRPR 22 P 22
O 2 R AAAEAR A& EA A& &K

200 bp ——
i [ e

b)
TITT?

PUXTABMEXO001
PUXTABMEXO008
PUXTABMEXO007
PUXTABMEXO010

200 bp ——
100 bp ——

ISPY3

T Q
g 2=
200 bp ——
100 bp ——

Fig. 4 Amplification of the specific regions in 77TY2, TTTY7,
and 7SPY3 genes to identify male sex in ancient human DNA
samples. The pre-Hispanic samples from the geographic areas
Puyil cave, Abrigo Rocoso Fidencio Lopez, and Sima Cuesta
Chica were tested to determine male sex via amplification of the
specific regions in T777Y2, TTTY7, and TSPY3 genes. a Amplifi-
cation of the specific region in 7772 gene displaying the specific
band of 133 bp. b Amplification of the specific region in T77Y7
gene displaying the specific band of 140 bp. ¢ Amplification ofthe
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specific region in 7SPY3 gene displaying the specific band of
121 bp. Female ancient DNA was used as a negative control
(FC), displayed an absence of any specific band, and male ancient
DNA was used as a positive control showing the amplification of
the specific band in each gene (MC), and the negative control with
no DNA shows the absence of any amplification band (—). The
size of the specific amplicon is indicated on the right side of each
panel and the molecular weight markers on the left side. The name
of each sample is indicated on the top of each line
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Table 3 Sex identification using different approaches in ancient
samples. Sex identification in pre-Hispanic samples from
Tacotalpa, Tabasco, was performed via amplification of the

specific regions in the T77TY2, TSPY3, TTTY7, and AMELX/
AMELY genes and the anthropometric measurement method as
indicated in each column

1D TTTY2 TTTY7 TSPY3 AMELX/ Sex determine by anthropometric measurement/bone sample Assigned sex
AMELY
Male X Y
PUXTABMEX001 + + + + +  Male/full skeleton* Male
PUXTABMEX006% + + + + —  Male/skull** Male
PUXTABMEX007 + + + + —  Male/skull** Male
PUXTABMEX008 + + + + —  Male/skull** Male
PUXTABMEX009% + + + + —  Male/skull** Male
PUXTABMEX010 + + + + —  Female/skull** Male
ARFLTABMEX004 + + + + —  Female/fragmented jaw Male
PUXTABMEX005 + + - + —  Male/full skeleton™ Male
PUXTABMEX004% + + - + +  ND/ fragmented skull Male
PUXTABMEX002 + + - + 4+ Male/full skeleton* Male
SCCTABMEX001 + - - + +  Male/coxal bone femur Male
PUXTABMEX003 - + - + +  Female/Vertebrae Male
ARFLTABMEXO005 + - + — —  Male /coxal bone femur Male
ARFLTABMEX002 + - - — —  Male/coxal bone femur Male
ARFLTABMEX003 + - - + —  ND/bone fragment Male
ARFLTABMEX001 — - - + +  Male/right iliac Male
ARFLTABMEX006 — - - + +  Male/coxal bone femur Male
ARFLTABMEX007 — - - + 4+  ND/bone fragment Male
SCCTABMEX002 - - - + +  ND/bone fragment Male

No label indicates that remains are from the Classic period. Supplementary Table 1 shows the bone remain used to obtain the DNA used in

the molecular studies

ND not determined because of bone fragmentation, poor preservation of bone fragment, or the remains were of a subadult very fragmented

bone remains
*Skeletons without skulls
#4#Skulls without skeletons

% Samples from the Archaic period

Five ancient samples from Abrigo Rocoso Fidencio
Lopez were positive for Chr-X
(ARFLTABMEXO001, ARFLTABMEXO003,
ARFLTABMEXO004, ARFLTABMEXO006, and
ARFLTABMEXO007), and three of these samples
were positive for Chr-Y (ARFLTABMEXO001,
ARFLTABMEX006, and ARFLTABMEX007)
(Fig. 5c¢). The two ancient samples from Sima Cues-
ta Chica were positive for Chr-X and Chr-Y
(SCCTABMEXO00! and SCCTABMEX002) (Fig.
5c¢). These results suggest that at least nine of the
nineteen samples corresponded to the males using
the AMELX/AMELY test (Fig. 5). The Chr-X
amplicon was observed in eight samples, but this

@ Springer

result does not indicate that these samples
corresponded to the females because DNA that
matches the Chr-Y region may be degraded.

Sex identification by anthropometric measurements

The bone remains used in this study for each sample and
the results of the sex identification of fifteen of the
samples that were subjected to anthropometric measure-
ments are displayed in Table 3 and Supplementary
Table 1. The sex was determined in fifteen of the sam-
ples using anthropometric measurements as described in
the “Materials and methods™ section and according to
conservation of the bone remains. Twelve of the fifteen
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Fig. 5 Sex identification using the AMELX/AMELY test. To
determine the sex of contemporary and ancient samples, specific
regions of the X and Y chromosomes of female and male genomes
were amplified according to previous publications using the
AMELX/AMELY test described in the “Materials and methods”
section. This procedure showed amplicons of 130 bp for females
and 130 and 170 bp for males in contemporary DNA samples. a
The amplicons for X and Y chromosomes in contemporary

bone samples characterized using this approach were

found to be from males. The sex identification of five of

these ancient samples was confirmed using the
amelogenin test, and ten of the samples were confirmed
using the anthropometric procedure.

Discussion

To correctly identify males in ancient samples, we de-
veloped a new approach to identify males in ancient
samples using the amplification of four specific regions
inthe TTTY7, TSPY3, TTTY2, or TTTY22 genes of Chr-
Y that are absent in the Chr-X and autosomes. The
analysis of these four genes using IGV software
(Thorvaldsdottir et al. 2013; Integrative Genomics
Viewer 2018) indicated that they are exclusively found
in males. The results of this study confirmed the speci-

ficity of this region for the male sex in samples of
contemporary human DNA (Fig. 3). Confirmation of

the specificity for male was demonstrated as well as the

samples using the AMELX/AMELY test are shown; the arows
show amplicons of 130 bp for females (Chr-X) or 130 (Chr-X) and
170 bp (Chr-Y) for males. The amplicons in ancient samples from
the archacological sites are shown in b the Puyil cave, ¢ Abrigo
Rocoso Fidencio Lopez, and Sima Cuesta Chica. The amplicon
sizes are shown by the arrows on the right side, and the molecular
weighs are shown on the left side

absence of the amplification of these genes in contem-
porary DNA samples from females.

The TTTY7 gene region encodes a non-coding RNA
(Y-linked 7) (Stelzer et al. 2016; GeneCards-Human
Genes n.d.) and was amplified from contemporary and
ancient human DNA samples from Mexico (Fig. 4b),
confirming the male sex in eleven of the ancient sam-
ples, nine from the Puyil cave, and two from Abrigo
Rocoso Fidencio Lopez.

The TSPY3 gene, which encodes the male-specific
protein Y-linked 3 gene (Stelzer etal. 2016; GeneCards-
Human Genes n.d.) showed amplification of the specific
region in eight of the ancient samples, six from the Puyil
cave, and two from Abrigo Rocoso Fidencio Lopez
(Fig. 4¢), indicating that they were males.

The TTTY2 gene, which is transcribed into a non-
coding RNA (Y-linked 2) (Stelzer et al. 2016;
GeneCards-Human Genes n.d.), was amplified in nine
samples from the Puyil cave, four samples from Abrigo
Rocoso Fidencio Lopez, and one sample from Sima
Cuesta Chica (Fig. 4a).
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The TTTY22 gene, which is transcribed into a testis-
specific non-coding RNA (Y-linked 22) (Stelzer et al.
2016; GeneCards-Human Genes n.d.), did not amplify
in any of the ancient samples, which may be related to
allelic dropout (Takayama et al. 2009; Kim et al. 2013;
Stevens et al. 2017) or DNA degradation in ancient
DNA samples. Ancient DNA degradation depends on
the environmental conditions and the microbial activity
in the decaying tissues (Lindahl 1993). Environmental
conditions that favour ancient DNA survival from tis-
sues are low temperatures and dryness, which would
limit hydrolytic and oxidative processes (Lindahl 1993;
Dabney et al. 2013). Overrepresented purines
(depurination) at positions adjacent to the breaks in the
ancient DNA may also contribute to its degradation
(Willerslev and Cooper 2005; Briggs et al. 2007). Con-
sequently, this DNA region is not a good candidate to
determine the male sex in ancient samples.

AMELX/AMELY was also tested to specifically
identify sex (Stone et al. 1996; Esteve-Codina et al.
2008; Butler and Li 2014; Dutta et al. 2017). The results
from using the AMELX/AMELY method indicated that
nine of the samples were males, and eight samples may
be females.

Anthropometric measurements of bones (Stone
et al. 1996; Veroni et al. 2010; Harris and Case
2012; Krishan et al. 2016; Ubelaker and DeGaglia
2017; Hora and Sladek 2018; Garcia-Campos et al.
2018a, b) have been largely used to identify sex.
Fifteen of the nineteen samples were tested for sex
determination using the anthropometric measure-
ments and results showed twelve males and three
females. It is worth emphasizing that the method of
sex identification using anthropometric measure-
ments of full adult skeletons, a coxal femur bone,
a right iliac bone, and three out of four skulls cor-
rectly identified males. These results are in agree-
ment with previous studies that successfully identi-
fied the sex of adult full skeletons and coxal femur
bones (Ovchinnikov et al. 1998; Veroni et al. 2010;
Harris and Case 2012; Krishan et al. 2016; Ubelaker
and DeGaglia 2017; Hora and Sladek 2018; Garcia-
Campos et al. 2018a, b). Similar approaches have
been also used in the sex determination of newborns
and subadults. However, they are more laborious
than the sex identification of adult skeletons and
their accuracy of sex identification estimation is
lower in subadult than in adult skeletons (Fazekas
and Koésa 1978; Schutkowski 1987; Luna et al.
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2017). Therefore, the molecular procedures should
be preferred when skeletons or useful bone remains
are not available for sex determination.

Amplification of the specific regions in the 77TY7,
TSPY3, or TTTY2 genes from ancient bone samples was
positive in fifteen of the nineteen samples (Table 3).
Four of these fifteen samples were also positive using
the AMELX/AMELY procedure, and nine samples
were positive using the anthropometric measurement
method. Four samples that were negative for all the
male-specific DNA markers proposed to identify males
in the ancient samples were positive for the AMELX/
AMELY test, and two of these samples were also pos-
itive using the anthropometric measurement method.

The molecular procedures developed in this study
used along with the AMELX/AMELY and anthropo-
metric measurements are very useful in confirming the
male sex from the samples. From a total of nineteen
samples in the present study that were identified as
males, seven samples showed the specific amplicons
for the three genes of this study; four samples showed
two of the specific gene regions; and four samples
showed one of the specific gene regions, which gives a
total of fifteen samples positive for male identification.
Four samples of a total of nineteen which were not
amplified any of the three new gene regions proposed
in this study tested positive for Chr-Y using the
AMELX/AMELY method. Although seventeen sam-
ples showed the amplicon for Chr-X, only nine of these
samples were identified as males using the AMELX/
AMELY method (Table 3). Therefore, the method de-
veloped here is complementary and accurate in identi-
fying males from ancient samples and/or useful for
forensic analysis. These results also indicate that the
AMELX/AMELY method is not always accurate in
identifying males. This may be due to deletion of a large
fragment and mutations of the amelogenin gene in the
Y-homologue, which results in the process known as
allelic dropout that leads to gender typing errors
(Esteve-Codina et al. 2008; Takayama et al. 2009;
Kim et al. 2013; Stevens et al. 2017). This depends on
the type of population, possibly specific to the lineage,
and inherited deletions (Kashyap et al. 2006). Similarly,
failure of the amplification of the 777TY22 gene may be
due to allelic dropout or DNA degradation of ancient
DNA samples.

Molecular procedures are very important to iden-
tify sex in ancient and forensic samples using the
specific TTTY7, TSPY3, or TTTY2 genes and the
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AMELX/AMELY test (Table 3) in addition to an-
thropometric measurements when a correct bone
sample is available. Therefore, we recommend sex
identification by the simultaneous use of molecular
procedures for the T7TTY7, TSPY3, or TTTY2 gene
male-specific DNA markers identified in this study
and the AMELX/AMELY test.

The molecular identification method has certain ad-
vantages over morphometric methods, because it is not
affected by individual variation in the size and the
morphology of skeletal materials. It can be used to
identify sex from foetal and subadult remains and is
not restricted by physical fragmentation, requiring only
one complete bone or tooth for sex determination. How-
ever, molecular methods have several constraints: (a)
molecular contamination, which can usually be avoided
by using strict laboratory conditions (Llamas et al.
2017); (b) molecular preservation of the specimen,
which is the greatest challenge for molecular methods,
because of the difficulty in predicting the level of pres-
ervation (Lindahl 1993); (¢) environmental factors,
which can induce molecular degradation that severely
impairs the process of obtaining DNA for forensic anal-
ysis (Dabney et al. 2013); (d) molecular methods can be
costly and thus their use is often restricted to forensic
material where other methods are not useful; and (¢)
molecular methods are destructive in obtaining DNA
from an ancient bone remain. However, it is possible to
extract DNA from bones with minimal damage to the
ancient bone because ancient DNA extraction needs
minimal quantities (25-700 mg). Of importance is that
bone destruction is justifiable in cases when the results
are likely to inform on debates to test hypotheses, and/or
when their destruction is not detrimental to other re-
search areas (Kaestle and Horsburgh 2002).

The anthropometric methods are usually based on the
assessment of more than one anatomical feature from
the skeleton, and their effectiveness depends, to a great
extent, on the state of conservation of the anatomical
structures, which in many cases are of poor quality, with
these methods not yielding conclusive results from sub-
adult skeletons.

Conclusions
The new approach developed to identify male sex in

ancient samples via amplification of the male-specific
regions of the TTTY7, TSPY3, or TTTY2 genes is a

useful tool to confirm male sex in ancient human re-
mains and/or forensic studies when sex cannot be deter-
mined using anthropometric measurements or the
AMELX/AMELY test. This approach is especially im-
portant in ancient samples and forensic research when
the age of the individual is unknown, the availability of
the bone under study is limited, or the DNA is highly
damaged. Furthermore, these genes may also be
searched in silico to identify sex if massive sequencing
is developed. Since male sex identification was not
assessed in all used samples, we would like to stress
the value of using complementary approaches in sex
identification of human remains, especially when
methods applied in one study may not be applicable to
others with the same level of confidence.
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