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RESUMEN

El presente trabajo hace una revision de la evolucién de las tecnologias de andlisis de identificacidn genética humana, con especial énfasis
en los protocolos de estudio de restos humanos de épocas medievales, valorando las dificultades y retos existentes en su estudio. El trabajo
finaliza con una revisién de las aplicaciones a restos histdricos ya analizados por nuestro equipo de la Universidad de Granada y de modo
especial lo realizado en el caso de don Tello, Sefior de Vizcaya.

ABSTRACT

This paper reviews the evolution of human genetic identification analysis technologies, with special emphasis on protocols for the study
of human remains from medieval times, assessing the difficulties and challenges in their study. The work ends with a review of the applications
to historical remains already analyzed by our team at the University of Granada and especially what has been done in the case of Don Tello,
Lord of Vizcaya.
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LABURPENA

Artikulu honek giza identifikazio genetikoa aztertzeko teknologien bilakaera berrikusten du, Erdi Aroko giza aztarnak aztertzeko protoko-
loei arreta berezia jarriz, haien azterketaren zailtasunak eta erronkak ebaluatuz. Lana amaitzen da Granadako Unibertsitateko gure lantaldeak
dagoeneko aztertutako aztarna historikoei egindako aplikazioen errepasoarekin eta, batez ere, Don Tello, Bizkaiko Jaunaren kasuan, egindakoa.
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1. INTRODUCCION

La posibilidad de estudiar el acido desoxirribonucleico (univer-
salmente conocido por el acrénimo ADN) con fines de identificacién
humana, supuso toda una revolucién en 1985, afio del que data la
primera descripcién cientifica.

En ese momento se intuyeron las enormes posibilidades que
esto ofrecia a las ciencias forenses en general, tanto en el drea cri-
minal como en los aspectos civiles, basicamente para la determina-
cion de la paternidad.

El ADN permitié superar barreras entonces totalmente infran-
queables, como fueron, entre otras:

1.- El estudio genético de cantidades muy pequefias e incluso no
recientes de material bioldgico. Por ejemplo, una gota de sangre,
restos de saliva en un vaso, un pelo.

2.- Posibilidad de extraer y estudiar ADN de todo tipo de mues-
tras bioldgicas, y por lo tanto posibilidad de comparar entre si
resultados de ADN independientemente de su origen corporal, como
es el caso de sangre, semen, saliva, células epiteliales, orina, huesos,
etc. Alld donde tengamos una célula, habrd ADN que potencialmente
se podra estudiar.

3.- Tecnologias comunes y universales. Al ser todo nuevo se
generaron grupos nacionales e internacionales de trabajo (GEP-ISFG,
GITAD-AICEF, ASCLD, ENFSI, IFSA, etc.) que desde un principio senta-
ron las bases metodoldgicas, interpretativas y de calidad, que fue-
ron aceptadas progresivamente por todos los paises del mundo.

4.- Aumento de la probabilidad estadistica (en porcentaje o
razon de verosimilitud), llegdndose en términos clasicos a probabi-
lidades superiores al 99.9999% o a identificar en términos de 1entre
50.000 millones o a razones de verosimilitud de millones de veces.

5.- Posibilidad de analizar ADN de animales y plantas, que con algu-
na frecuencia pueden tener interés forense y criminalistica-policial.

6.- Creacion de bases de datos de interés criminal y civil, entre
las que la Universidad de Granada y el Ministerio del Interior fueron
pioneros en el mundo con la creacién del Programa FENIX de identi-
ficacion genética de personas desaparecidas en 1999, o el programa
DNA-PROKIDS (www.dna-prokids.org) para la identificacion y lucha
contra la trata de nifios en 2004.

Todo lo anterior, hoy no sélo es rutinario, sino que desde inicios
de los afios noventa ha sido superado tecnoldgicamente con la
introduccién masiva de las técnicas de andlisis basadas en la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) y lo serd con las técnicas de
nueva generacion (NGS).

Pero hace escasamente 40 afios esto no existia, y era algo no
impensable, pero si mas cercano al mundo de lo filoséfico y onirico
que a una realidad cientifica y metodoldgicamente aceptable.

Sin embargo, lo que muy pocos pudieron o supieron prever al
inicio de la era de la identificacién genética humana es la posibilidad
que el estudio de ADN de restos 6seos de cientos y hasta miles de afios
de antigliedad. Con esta posibilidad han sido diferentes las dreas:

1.- Genética forense, 0 sea, identificacién humana en el contexto
judicial y criminalistico. Esto permite la posibilidad de identificacio-
nes en casos de grandes catastrofes, fosas comunes tras guerras o
en conflictos, personas desaparecidas, etc.

2.- Antropologia molecular, referida de modo genérico al estudio
de ADN de restos de diversa antigliedad (desde cientos a miles de
afios), permitiendo reconstruir las migraciones poblacionales, el origen

de las mismas en las diversas regiones del planeta, el origen y la evo-
lucidn del ser humano hasta llegar al Homo sapiens sapiens actual, etc.

3.- Estudio genético de casos histéricos: la historia es una cien-
cia, con su metodologia, sus fuentes, sus medios de estudio y anali-
sis, hipdtesis y conclusiones, de eso no cabe duda. Y justo por ser
una ciencia, por tener campos de conocimiento variados y amplios,
tiene -como todas las ciencias- sus limitaciones, sobre las cudles
reflexionamos con posterioridad.

En todo caso, no es posible avanzar en el conocimiento pasado
ni en el desarrollo del futuro si no hay una colaboracién fluida entre
las diferentes ciencias y dreas de conocimiento, y la relacién ADN e
historia puede ser un ejemplo paradigmatico del siglo XXI, igual que
a lo largo del siglo XX lo fue de modo muy significativo la introduc-
cién de las técnicas de datacién con el radiocarbono o carbono
catorce (“C).

2. EL ADN EN EL ESTUDIO DE MUESTRAS CRITICAS

Fue en el afio 1953 cuando (Watson y Crick 1953: 737-738) descri-
bieron por primera vez la estructura del ADN. EI ADN nuclear estéd
formado por una hélice de doble cadena, donde éstas permanecen
unidas mediante un proceso de hibridacidn. Estas dos hebras son
antiparalelas y complementarias, por lo que conociendo la secuen-
cia de una hebra podemos determinar la secuencia de la otra hebra.

El estudio del aADN (la “a” mindscula que precede al acrénimo
en espafiol o inglés significa “antiguo” o "ancient”) es un campo
apasionante, lleno de grandes retos y de esperanzas de poder obte-
ner informacidn objetiva sobre el ser humano en si mismo y sobre
personajes de la historia de la humanidad en aquellos casos en los
que hay dudas de sus origenes o lugar de enterramiento.

Estos estudios presentan cuatro grandes dificultades; la esca-
sez, la fragmentacion de las cadenas, las modificaciones molecula-
res y la presencia de inhibidores de la PCR en los extractos.

Ademas de éstos, la contaminacién del material genético anti-
guo con ADN exégeno moderno (normalmente de las personas que
han manejado las muestras), han puesto en duda la autenticidad de
muchas investigaciones, por lo que hay que ser especialmente pre-
cavido y prudente.

La "historia” del ADN antiguo (aDNA) comienza en la década de
los ochenta, cuando Higuchi publicé, en la revista Nature, la secuen-
cia de un fragmento de 229 pb de ADN mitocondrial (ADNmt) a partir
de piel momificada de un Fquus guagga; un animal extinguido rela-
cionado con las cebras, de aproximadamente 140 afios de antigiie-
dad (Higuchi et al. 1984: 282-284). Desde de este momento las
investigaciones con ADN recuperado de restos antiguos comenzaron
a hacerse cada vez mas numerosas.

Afinales de los 80, Hagelberg y posteriormente Hanni describie-
ron la extraccion de ADN humano y su posterior caracterizacion, el
primero en tejido dseo y el sequndo en dientes, de ADN procedente
de muestras con diferentes datas, desde 150 a 5500 afios de antigiie-
dad (Hagelberg y Clegg 1991: 45-50). Estos trabajos demostraban que
el ADN podia ser recuperado utilizando procedimientos de biologia
molecular en muestras de distinta indole y con distintas datas.

De forma simultanea a los estudios de Hagelberg y Hanni, Pddbo
present6 sus resultados al obtener secuencias de ADN a partir de
restos humanos antiguos mediante la clonacidn de secuencias repe-
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titivas Alu (elementos mdviles del ADN), a partir de piel de momias
egipcias de 2500 afios de antigiiedad (Pddbo 1985: 411-417 y 644-
645). Los avances en la recuperacién de ADN a partir de restos
arqueoldgicos suscitaron grandes expectativas en la comunidad
cientifica, pero rdpidamente fueron disuadidas debido a las dificul-
tades en su reproducibilidad.

Posteriormente y gracias a la aparicién de una nueva técnica
molecular basada en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
se proporcionaron nuevas perspectivas en este campo.

Segdn Su modo de herencia, distinguimos 3 tipos de ADN:
nuclear autosémico, mitocondrial y cromosoma V.

2.1. ADN nuclear

Se encuentra en el ndcleo de la célula mide aproximadamente
dos metros de longitud, pero se encuentra dividido y muy compac-
tado en 23 parejas de cromosomas, ya que cada persona hereda 23
de su madre y 23 del padre.

De los 23 pares, 22 son llamados autosémicos, mientras que la
pareja 23 la componen los llamados cromosomas sexuales, el X y el
Y. Como se sabe, la combinacién de ambos determina el sexo biol6-
gico o genético de la persona, siendo la combinacidn XX propia de la
mujer, y la XY del vardn.

Por ello, al hablar de herencia se debe considerar que el cromo-
soma Y es especial, porque al tenerlo sélo los varones, los hijos
varones sélo lo pueden recibir de su padre.

El resto de cromosomas autosémicos es una mezcla (mitad y
mitad) del padre y de la madre, y a través de su estudio se puede
identificar perfectamente a una persona. Ahora bien, en el contexto
histérico en el que nos encontramos hemos de considerar lo
siguiente, explicado de modo general. Un hijo tiene la mitad de sus
padres, que a su vez es la cuarta parte de cada uno de sus abuelos,
la octava parte de sus bisabuelos, y asi sucesivamente.

En la practica, esto implica que una vez que hayan transcurrido mas
de 3 generaciones, identificar a una persona con base en su ADN auto-
sémico va a ser mas dificil que una comparacion de familiares directos.

2.2. Cromosoma Y

El cromosoma Y se encuentra en el ndcleo de la célula, es parte
de la pareja 23 de cromosomas, pero al determinar el sexo masculi-
no sigue una herencia en blogue exclusivamente paterna por lo que
el estudio de este tipo de marcadores genéticos nos permite esta-
blecer el linaje paterno de las muestras, y normalmente tiene un
facil sequimiento o trazabilidad a través de documentos, porque se
hereda junto con el apellido paterno, que suele predominar como
“nombre familiar” en la mayorfa de las culturas.

2.3. ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) es el genoma eucariético mejor
estudiado, se conoce su estructura y secuencia completa en casi
todos los organismos. En el caso de la especie humana es doble,
circular cerrado y con una longitud de 16.569 pares de bases (pb).
Sus dos cadenas son complementarias y antiparalelas, asemejando-
se mas a un ADN bacteriano que al ADN nuclear que estd estrecha-
mente asociado con proteinas y repartido en cromosomas.
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La regién control tiene una alta variabilidad entre individuos
por lo que se ha convertido en objeto de andlisis en estudios antro-
poldgicos e investigacion en genética forense. Se divide en otras
regiones en funcién de su grado de variabilidad. Las més estudiadas
y conocidas por su alto grado de variabilidad son la regién hiperva-
riable 1, HV1, (16.024-16 365), la regidn hipervariable 2, HV2, (73 a la
340), y una tercera regidn hipervariable, menos utilizada, HV3, (440-
560) (Lutz et al. 2000: 155-161). Existe una mayor variabilidad en la
HV1 que en la HV2, por lo tanto, ha sido el més usado en estudios de
poblaciones humanas y del que se tiene una mayor informacion.

Este tipo de ADN presenta ciertas caracteristicas que lo hacen espe-
cialmente dtil para estudios de identificacién y evolucién molecular:

- Alto nimero de copias en cada individuo: Hay entre 10 y 100
mitocondrias por célula y dentro de cada mitocondria entre 10 y 100
copias de ADNmt. El resultado de este alto nimero de copias es que
al intentar obtener ADNmt de una muestra siempre es mucho mds
sencillo que obtener ADN nuclear, lo que le confiere una gran utili-
dad en muestras de restos minimos y/o antiguos.

- Transmisidn exclusiva por via materna: el ADNmt de hermanos,
de hijos y madre y en general de aquellos individuos relacionados
por via materna es idéntico siempre y cuando no se den mutaciones
(Parsons ef al. 1997: 362-367; Wallace 1992: 628-632; Wallace y Torroni
1992 :403-416).

- Caracterizacion completa de su genoma en 1980 por el grupo
de Frederick Sanger en Cambridge (Anderson et al., 1981: 457-465).

- Presencia de numerosos polimorfismos.

- Rdpida tasa de evolucion ADNmt tiene una alta tasa de muta-
cion, de 5-10 veces mayor que el ADN nuclear. Esta caracteristica
hace del ADNmt una herramienta muy Util para el andlisis con fines
de identificacion y también para el estudio del proceso evolutivo. La
facil aparicion de mutaciones y la fijacién de éstas produce una alta
hipervariabilidad entre la poblacién humana.

3. METODOLOGIA DE ESTUDIO DEL ADN DE
MUESTRAS CRITICAS

El éxito en la obtencién de informacién genética a partir de
material antiquo estd condicionado por factores como el tipo de
material de estudio, las condiciones del enterramiento y las condi-
ciones de la manipulacién arqueoldgica.

La toma de la muestra cuando se trata de muestras antiguas es
muy importante. A continuacion, se detallan unos pasos a sequir
cuando se manipulan este tipo de materiales.

3.1. Eleccion de las muestras

La muestra puede tener una cantidad limitada, estar degradada
y/o puede haber estado expuesta a agentes ambientales. Por ese
motivo, las técnicas empleadas en el laboratorio son criticas para la
maxima obtencién de ADN en muestras degradadas y limitadas.
Debido a ello, es de vital importancia el tipo de muestra disponible
para los andlisis de ADN (Collins ef al. 2002: 383-394).

Los tejidos de eleccidn para la determinacion de aDNA son hue-
sos y dientes. Ambos tejidos protegen el ADN de la degradacion y de
ataques biolégicos debido a su robustez fisica y quimica; en la
mayoria de los casos éstos son los dnicos tejidos que pueden ser
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Figura 1. Porcentaje de éxito, dependiendo del hueso de partida. Esquematiza la
informacion de los distintos estudios realizados sobre extraccion de
ADN en huesos. Imagen tomada de Martinez-Gonzalez et al. (2010).

analizados. Sin embargo, los mecanismos por los que el ADN es
preservado en el hueso no estan bien caracterizados.

Los dientes son el tejido mds duro del cuerpo humano debido al
esmalte dental y son una buena eleccién ya que el material genético
estd protegido por tejidos calcificados.

El tejido dseo se compone principalmente de proteinas y mine-
rales. Las dos proteinas mas abundantes en este tejido son el cold-
geno y la osteocalcina. Aproximadamente el 70% de la parte mineral
del hueso se compone de hidroxiapatita, que incluye fosfato célcico,
carbonato calcico, fluoruro calcico, hidréxido cdlcico y citrato.
Ademas, existen diferencias de densidad dsea en diferentes partes
del esqueleto, teniendo la regién media de los huesos niveles més
altos (Collins ef al. 2002: 383-394).

Los estudios mas recientes apuntan a que el hueso pars petrosa,
localizado en la regién temporal del craneo, tiene un rendimiento en
términos de cantidad de ADN mucho mayor que otros restos dseos,
debido a que el tejido es mucho mds compacto y a una mayor pre-
sencia de células.

Es muy complicado estimar el estado de conservacion del ADN
a través de una simple inspeccién macroscépica. Sin embargo, hay
varios rasgos caracteristicos de una buena muestra. Los huesos han
de ser duros, pesados y con una estructura compacta. Especialmente
para identificacién humana, los dientes con una raiz bien preserva-
da son de gran utilidad. Cuando se trabaja con un gran nimero de
individuos se recomienda tomar el mismo elemento anatémico para
evitar el doble tipado de los individuos.

3.2. Procedencia de las muestras

Se ha demostrado que las muestras extraidas en zonas célidas
estan peor preservadas y son mas vulnerables al estrés termal y a la
contaminacidn durante la excavacion. Por ello, las muestras se han de
mantener de forma constante a temperaturas relativamente bajas. Se
han de excavar rapidamente, puestas directamente en bolsas estériles
y almacenadas en cajas frias o un sitio sombrio. Los restos humanos se
contaminan facilmente por lo que se recomienda reducir el riesgo de
contaminacidn al méaximo llevando al menos guantes, bata, y mascarilla.

Las herramientas se han de limpiar con lejia diluida y los guantes
se han de cambiar tras la manipulacidn de cada muestra para evitar
contaminacidn entre ellas. Se han realizado estudios donde relacionan
el tipo de muestra tomada con el riesgo de contaminacion de la
misma, asi como con el procesado de la muestra por parte de los
investigadores en el momento de lo toma para analisis genéticos,
cada muestra se ha de extraer por duplicado para su autentificacion.

3.3. Tratamiento y almacenamiento de las muestras

Siempre que sea posible se han de usar guantes para la manipu-
lacién de la muestra. Cada espécimen se ha de depositar en una
bolsa independiente para evitar contaminaciones entre muestras.
En caso de que las muestras se encuentren hlimedas y no se puedan
transportar refrigeradas, se han de preservar en bolsas de papel,
para evitar el deterioro de las mismas. Se recomienda no lavar las
muestras, ya que es una fuente de contaminacion.

3.4. Manejo de las muestras en el laboratorio

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio, se han de
identificar y anonimizar. Se recomienda tomar fotografias de todos
los restos recibidos, ya que en muchas ocasiones se ha de destruir
por completo la muestra para poder realizar los analisis de ADN.
Para poder extraer ADN de restos dseos o dientes, primero se ha de
limpiar y pulverizar la muestra. Los huesos se cortan en fragmentos
de aproximadamente 1 cm? con un disco de corte y se limpia la
superficie externa e interna con intensidad.

A continuacidn, se procede al pulverizado de las muestras para
un mejor rendimiento de la extraccién, utilizandose para ello viales
con esferas de acero en su interior, bien refrigerados con nitrégeno
liquido o bien en pulsaciones cortas, evitando en todo caso un calen-
tamiento de la muestra.

Figura 2. Limpieza y corte de las muestras en el laboratorio.
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Figura 3. Condiciones de trabajo con muestras de aDNA.

3.5. Criterios de autenticidad al trabajar con aDNA

Hay establecidos una serie de criterios para autentificar que el
ADN obtenido es enddgeno (el propio de la muestra) y no enddgeno
(contaminacién externa), como son:

1. Toma de las muestras. Como ya se ha explicado anteriormente,
se ha de tener mucho cuidado en la toma de muestras e intentar
evitar todo tipo de contaminaciones. Una vez en el laboratorio, las
muestras se han de dividir y -de ser posible- realizar réplicas del
andlisis en laboratorios independientes.

2.- Preservacion bioquimica. El principal componente molecular
del diente y el hueso es coldgeno. Las proteinas y el ADN sufren
procesos similares de oxidacién e hidrdlisis. Por ello, el andlisis de
las alteraciones en las proteinas del hueso o diente permitird a los
investigadores escoger aquellas muestras que presentan caracteris-
ticas favorables a la preservacion del ADN.

3.- Controles de extraccién y amplificacidn. El andlisis del aDNA
se ha de llevar a cabo en laboratorios empleados exclusivamente
para la extraccion de muestras con bajo nimero de copias de ADN.
Se han de realizar extracciones en blanco y controles de PCR
exhaustivos para monitorizar los niveles de contaminacién.

4.- Comportamiento molecular. El ADN de restos fdsiles esta
degradado en pequefios fragmentos (150 pares de bases). Una
manera de comprobar la autenticidad del extracto de aDNA es
observar la presencia de fragmentos mayores de 300 pares de
bases.

5.- Cuantificacién. Conocer la cantidad de ADN presente en el
extracto ofrece gran informacidn sobre el estado de preservacién de
la muestra.

6.- Amplificacion: Se han de amplificar fragmentos solapantes
pequefios (<150 pares de bases). De esta manera se asegura una
mayor amplificacion del ADN degradado frente a moléculas de ADN
contaminantes de mayor tamafio. Las amplificaciones se han de
realizar por duplicado y cada amplificacién se ha de secuenciar en
varias ocasiones.

7.- Reproducibilidad. Se han de reproducir los resultados de la
misma muestra en el laboratorio y de otras submuestras en otros
laboratorios.
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8.- Andlisis de fauna. En caso de restos de hominidos, donde
puede ser complicado determinar la secuencia enddgena, es conve-
niente tener muestras de la fauna del mismo sitio que puedan dar
informacion indirecta sobre la preservacion del ADN.

9.- Confirmacion filogenética. Se han de analizar las secuencias
de ADN filogenéticamente. La presencia de nuevas secuencias que
no se encuentran en la base de datos, sobre todo de ADN mitocon-
drial, no asequran su autenticidad (Jobling ef al. 2003).

6. INCONVENIENTES DE LOS ESTUDIOS CON ADNA

El aDNA presenta un conjunto de caracteristicas fisicoquimicas
que lo diferencian del organismo vivo: escasez, fragmentacion de las
cadenas, modificaciones moleculares y presencia de inhibidores de
la PCR. La suma de estas caracteristicas impone ciertas limitaciones
técnicas a la hora de recuperar ADN de restos antiguos (Haarkotter
et al. 2022).

6.1. Degradacion del ADN

El grado de degradacion de la muestra varia en funcién de la
exposicion a la luz, humedad y temperatura. La contaminacién bac-
teriana y flngica y la répida colonizacién de los mismos, derivardn
en la degradacion fisica, quimica y bioquimica del ADN gendmico del
espécimen de interés.

En las células vivas, la integridad del ADN se mantiene mediante
procesos de reparacion enzimaticos. Tras la muerte de un organis-
mo, los compartimentos celulares que contienen enzimas cataliticas
se rompen. Como consecuencia, el ADN se degrada rdpidamente por
estas enzimas. Ademas, el ADN se ve sometido a procesos de degra-
dacidn causados por bacterias, hongos e insectos.

La exposicion al agua es probablemente la mayor fuerza des-
tructiva que actta sobre el ADN. Se ha demostrado que el agua inicia
la rotura de la cadena del ADN mediante la unidn a los enlaces glu-
cosidicos. Por ello, un paso critico en la preservacion del ADN es la
rapida deshidratacidn de los tejidos.

El pH del ambiente también juega un papel crucial en la preser-
vacion a largo plazo del ADN. Ambientes dcidos incrementan la ratio
de degradacidn del ADN.

La exposicioén a luz ultravioleta causa un gran dafio y degrada-
cion del ADN. Limitar la exposicion de la muestra a la luz ultravioleta,
como un rdpido enterramiento, es importante para minimizar las
consecuencias del dafio UV.

6.2. Contaminacion del ADN

La contaminacién con ADN de otros especimenes que no son el
estudiado (ADN ex6geno) es un problema complejo que aparecerd
en cualquier estudio con aDNA, debido a la limitada cantidad de ADN
que encontraremos en la muestra. Las fuentes de contaminacién
varian considerablemente dependiendo del tipo de material arqueo-
[6gico y de la investigacion a realizar y es probable que ambos (ADN
enddgeno y ADN contaminante) puedan ser coextraidos, por tanto,
también es probable que ambos puedan ser coamplificados o en el
peor de los casos amplificado, preferentemente, el ADN contaminan-
te por encontrarse en una proporcién mucho mayor.
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6.3. Inhibicion de la PCR

La presencia de inhibidores de la reaccidn de PCR es otro reto
que se ha de afrontar en el trabajo con muestras antiguas. Los
inhibidores pueden proceder de mltiples focos como la melanina,
el suelo y proteinas. Los inhibidores interfieren en la lisis celular
necesaria para la extraccion del ADN. Ademads, disminuyen la activi-
dad de la polimerasa y con ello dar lugar a resultados falsos-negati-
vos. Este tipo de muestras producen a menudo perfiles parciales que
son similares a muestras con ADN degradado. Los inhibidores de Ia
PCR pueden ser eliminados mediante la dilucién del extracto o con
un paso previo a la amplificacién que separe el ADN extraido del
compuesto inhibitorio.

7. HISTORIA, CIENCIA'Y ADN

La historia es una ciencia, englobada dentro del drea humanis-
tica entre las ciencias sociales. Y como todas las ciencias, tiene sus
fuentes propias y las auxiliares, sus limitaciones y sus evidencias.

No siendo historiadores los autores de este capitulo, si quere-
mos destacar qué es lo que nosotros entendemos que el ADN puede
aportar y qué es lo que no puede aportar.

Para comenzar, cualquier estudio genético histérico debe estar
asesorado y coordinado por historiadores, que son los que conocen
los problemas existentes y los que han de realizar (junto con paleon-
télogos, gedlogos, antropélogos, genealogistas, etc. segdn el caso)
toda la informacidn disponible, las diferentes alternativas existentes
y -muy importante- quiénes son y dénde estan los familiares que
habrén de servir de muestras de referencia.

Toda esta informacién debe de estudiarse a priori, en equipo,
porque ello ayudarad a definir la estrategia del estudio. A veces puede
que haya muestras de referencia que no sean adecuadas para un
estudio genético. Por ejemplo, la hija de un hermano de un varén a
identificar (una sobrina), es una muestra no muy alejada en el tiempo,
pero que ofrece informacién genética muy limitada, porque no com-
parte cromosoma Y ni ADN mitocondrial. Todas estas circunstancias
deben de ser manejadas con anticipacidn, antes de afrontar los estu-
dios como tales y antes de comenzar con la fase burocratica y de
autorizaciones, que suele ser lenta y que pudiese acabar con la para-
doja de que la muestra de referencia obtenida no es la adecuada.

Otro aspecto de especial importancia para nuestro equipo es el
respeto a los restos dseos de las personas, cuestion entendemos
basica de ética y de dignidad. Entendemos por lo tanto que los
estudios que impliguen el exhumar restos humanos deben de estar
plenamente justificados con base en las necesidades de conoci-
miento para mejor conocer la verdad de la historia. Sélo donde haya
grandes lagunas y donde la informacién aportada por los estudios
de tipo antropoldgico, forense y genético (u otros similares) supon-
ga o pueda suponer un cambio relevante en el conocimiento o en las
teorias que se manejan puede justificar el trabajar con restos huma-
nos. Del mismo modo, si hay informacién relevante que obtener,
entendemos que se justifica el estudio respetuoso y proporcionado
de unos restos para consequir su mejor preservacion o aprovechan-
do su movimiento en los casos de reubicacion de los mismos.

Queremos hacer esta acotacidn porque nuestra experiencia nos
ha llevado a rechazar propuestas de estudios en los que no habia

muestras de referencia adecuadas o en las que solamente se preten-
dia hacer estudios “por ver lo que pasaba” o “por ver si habia algdn
tipo de infidelidad" previamente no sospechada ni documentada.
Entendemos que dentro de un cddigo de ética y deontologia
profesional no tienen cabida estas propuestas de exhumaciones y
estudios simplemente por curiosidad, por ver si hay algo no conoci-
do previamente, pero sin que haya razones que lo avalen. No somos
pues partidarios, sino todo lo contrario, de estudios indiscriminados
y sistemdticos sin datos histéricos previos que avalen su necesidad.

8. APLICACIONES EN LA IDENTIFICACION DE
PERSONAJES HISTORICOS

Como ya destacamos, es obvio que la historia es una ciencia que
ha sabido aprovechar las nuevas tecnologias para aumentar el
nimero de elementos que apoyen una teoria. EI ADN no es la prime-
ra, se ha utilizado el carbono-14 desde hace afios para datar piezas
y asi recomponer hipétesis en investigaciones de sucesos histéri-
Cos.

Dentro de las metodologias de la historia, el ADN no es una
herramienta para reinterpretarla, sino un instrumento mas para
ayudar al resto de las fuentes de trabajo (textos, grabados, materia-
les...). EI ADN puede avalar de modo objetivo una serie de hipétesis
y descartar otras, ayudard mejor a los historiadores a entender a
una persona o0 a sus acciones y decisiones, pero pocas veces va a
cambiar Ia historia.

Tomando como ejemplo a los estudios de Cristdbal Coldn, sobre
el que luego incidiremos, el que sus restos estén en un lugar o en
otro, 0 en ambos o en ninguno, o el que su origen sea italiano, espa-
fiol, portugués o de otro lugar, resulte lo que resulte no va a cambiar
lo que es trascendente en la historia, que es lo que hizo, cuando y
cémo lo hizo y para quién lo hizo.

Si puede haber datos que ayuden a reinterpretar el por qué lo
hizo de un modo determinado o en un contexto determinado, el por
qué tuvo una serie de ayudas o de negativas a apoyarlo, etc. Si que
ayudard a los historiadores a reinterpretar ciertos pasajes de su
vida, comentarios y decisiones, pero no va a cambiar la historia.

No queremos obviamente minusvalorar de ningdn modo los
resultados de los estudios cientificos de cualquier tipo aplicados a
la historia, pero si queremos encajarlos dentro del contexto global
en el que se desarrollan, y queremos otorgar el margen de libertad
que los historiadores como profesionales pueden tener a la hora de
interpretar ciertos acontecimientos.

Uno de los primeros casos histéricos donde la identificacién
genética se convirtié en una herramienta decisiva fue estudio del
Zar Nicolds Il de Rusia y su familia. El ADN mitocondrial y el cromo-
soma Y permitieron la identificacién del Zar Nicolds Il Rusia y de sus
familiares, siendo este el fin de su dinastia, sequn publicaron sus
autores principales, Ivanov y Gill (Gill ef al. 1994:130-135; Ivanov 1996:
310-316; Ivanov et al. 1996: 417-420).

A partir de este primer caso, serian muchos los casos donde se
usaria el ADN para descifrar enigmas de la historia, como pueden
ser el caso de Maria Antonieta de Austria, para buscar la filiacién
con su hijo Luis XVII (Jehaes ef al. 1998: 383-395), o el de la
Universidad de Leicester que identificd el esqueleto del Rey Ricardo
[l 'en Londres.
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9. LA EXPERIENCIA DE LA UNIVERSIDAD DE
GRANADA

Desde 1994 hasta este momento, nuestra Universidad, a través
del Laboratorio de Identificacién Genética del Departamento de
Medicina Legal, Toxicologia y Antropologia Fisica, ha intervenido en
la identificacion de diversos personajes histéricos. Algunos de estos
estudios adn contintian y otros estan comenzando.

Cronoldgicamente, el primer estudio de gran perfil y relevancia
fue en 1994 el de la identificacidn de dofia Blanca | de Navarra y del
Principe de Viana, al que siguieron el de Cristobal Coldn, el de Simén
Bolivar, Francisco de Miranda o el mds recientemente comenzado
sobre Leonardo da Vinci.

Hay otros muchos en marcha o ya realizados, junto a proyectos
de tipo humanitario y de derechos humanos, que no vamos a abor-
dar en este capitulo.

9.1. Estudio de los restos de doiia Blanca de Navarra y
del Principe de Viana

Por encargo del Gobierno Foral de Navarra, en 1994 iniciamos el
mencionado estudio con el objeto de poder identificar unos restos
dseos encontrados en Santa Maria de Nieva (Segovia), que tras ser
analizados antropolégicamente por el profesor Reverté Coma se
llegd a la conclusidn que podian ser los de la mencionada reina, pero
que serfa necesario certificarlo por medio de un analisis de ADN.

Los equipos de historiadores concluyeron que las muestras con
las que se podia comparar eran las de don Carlos de Evreux, Principe
de Viana, sepultado en el Monasterio de Poblet, en Tarragona. El
principe, como hijo de dofia Blanca, deberia tener idéntico ADN
mitocondrial y la mitad del ADN autosémico (asi como uno de los
cromosomas X, si bien en aguel momento no se podia estudiar de
modo especifico).

Surgi6 entonces un problema, esperable pero ciertamente ines-
perado, porque en la tumba, en el féretro del principe se encontra-
ron restos 6seos de hasta tres personas diferentes, como posterior-
mente certificaron los andlisis de ADN. Es histéricamente conocido
que las tumbas reales de Poblet fueron violadas y saqueadas a lo
largo de la historia, y que los huesos de los diferentes personajes
estuvieron durante afios literalmente amontonados juntos hasta que
fueron redistribuidos utilizando protocolos que el tiempo ha venido
a demostrar que no fueron los mas exactos o adecuados.

En el féretro de Poblet llegamos a encontrar huesos que por su
nlmero, tamafio y caracteristicas, podian corresponder hasta a 3
personas diferentes. Se procedié a hacer el andlisis de ADN de todos
ellos porque alguno podia ser el principe, sobre todo un conjunto de
huesos parcialmente momificado.

Sin embargo, el estudio puso de manifiesto que ninguno de los
ADN de tipo mitocondrial de los diferentes restos analizados coinci-
dia con los de Blanca de Navarra, madre del principe. Todas las
secuencias de ADN mitocondrial editadas pertenecian a tres indivi-
duos distintos. Por ello, los restos de Santa Maria de Nieva, quedaron
sin identificar, y aunque bien pudieran ser los de dofia Blanca, no
hay pruebas cientificas objetivas y exactas de ello.

Estudios realizados en el afio 2008 por otros grupos -dentro de
un contexto mds amplio de analisis de muchos de los restos de
Poblet- corroboran los datos que se obtuvieron en nuestro laborato-
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rio a mediados de la década de los noventa, confirmando la existen-
cia de mas de un individuo en la momia del principe.

Surgen aqui dos reflexiones de especial importancia en este
marco de ADN e Historia. Uno, la necesidad de que cuando se lleque
a una conclusién, la misma esté perfectamente avalada, con una
base cientifica sélida de varios expertos, de modo que estudios
posteriores no la pongan en duda o, incluso peor, la contradigan,
porque esto conllevaria discusiones que incluso afectarian a la
aceptacion de la tecnologia en si.

En sequndo lugar, hay que ser especialmente cauto y estudiar a
fondo los acontecimientos y circunstancias histéricas, porque el
hecho de que -como fue aqui el caso- los huesos apareciesen mez-
clados tiene relevancia. Los historiadores nos informaron de esta
posibilidad, y lamentablemente la misma se dio.

Sin embargo, imaginemos que una falta de conocimiento o rigor
histdrico, unido a una circunstancia que podia haberse dado, como
es el hecho de que sélo hubiese habido los huesos momificados de
una persona (en vez de los tres que de modo manifiesto se podia ver
que habia sin ni siquiera ser un experto), podria habernos llevado a
cometer un error. El error surgiria porque hubiésemos tomado esa
momia como la del principe, el ADN no habria coincidido y, a partir
de ahi, se habrian generado dos graves errores.

El primero, se habria concluido que los restos de Santa Maria de
Nieva no son los de dofia Blanca, lo cual no hubiese sido correcto.

El sequndo, habria hecho publica una secuencia de ADN mitocon-
drial, incluso de cromosoma Y o de autosémico, que seria errénea. Se
le habria dado validez como referencia del Principe de Viana y de toda
la genealogia de los Trastdmara (incluyendo su padre Juan Il de
Aragdn y su hermanastro, el Rey Fernando el Catélico), lo cual podria
haber inducido a graves errores en identificaciones pasadas y futuras.

9.2. Estudio de los restos del Almirante don Cristobal
Colon

Uno de los proyectos mas importantes y de mayor repercusion
es el de la identificacién genética de Cristébal Coldn y sus familia-
res, un proyecto internacional y multidisciplinar con el objetivo de
descifrar algunos de los enigmas del famoso almirante. Promovido
en 2002 por el historiador D. Marcial Castro, el objetivo principal de
este proyecto era en si doble.

En primer lugar, tratar de determinar el lugar donde se encon-
traban sus restos, si Repiblica Dominicana y/o Sevilla. EI sequndo
objetivo, con el que alin estamos trabajando, es el de tratar de saber
algo sobre los origenes del mismo, ya que existen diferentes teorias
(evidentemente que unas son mds sélidas y aceptadas que otras),
pero algunas de ellas podrian, cuando menos, descartarse con el
estudio genético, y al menos una de ellas podria darse como correc-
ta o muy aproximada.

En la primera fase de este proyecto (2003-2005), ademas de la
Universidad de Granada, participaron los laboratorios de la
Universidad de Barcelona (profesor Daniel Turbdn), Santiago de
Compostela (profesor Angel Carracedo) en Espafia, asi como los
laboratorios de la profesora Olga Rickards de la Universidad “Tor
Vergata” de Roma (Italia), el laboratorio del profesor Mark Stoneking
del Instituto Max Planck de Leipzig (Alemania) y el Laboratorio de Ia
empresa Orchid-Cellmark de Dallas, Texas (EE.UU.). Para esta Gltima
fase en la que nos encontramos estudiando los origenes del almiran-
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Figura 4. Restos de don Hernando Coldn.

te (comenzada en 2021), se han incluido los equipos de los laborato-
rios de la Universidad de Florencia (Prof. David Caramelli),
Universidad del Norte de Texas (Prof. Bruce Budowle y Magdalena
Bus), Innogenomics (Dr. Sudhir Sinha), D.C. ZOGBI - LORGEN de México
(Ing. Jorge Zogbi y Mtra. Erika Ramirez), y la Universidad de Coimbra
(profesor Francisco Corte-Real).

En una primera fase (2003-2005) se estudiaron los restos de
Cristdbal Coldn, los de su hermano Diego y los de su hijo Hernando
(Fig. 4), este dltimo enterrado en la Catedral sevillana tras su muer-
te acaecida en 1539, y a pocas decenas de metros del lugar donde
los restos de su padre reposan desde 1898 cuando fueron traslada-
dos desde Cuba.

El estado de conservacion de los huesos de don Cristébal Coldn,
como puede verse en la figura 5 es bastante deficiente, si bien es en
parte bastante l6gico teniendo en cuenta no sélo el tiempo transcu-
rrido, sino el nimero de veces que sus restos fueron trasladados (4
en total: de Valladolid a Sevilla; de Sevilla a Santo Domingo; de Santo
Domingo a La Habana, y de La Habana a Sevilla), y las malas condi-
ciones de conservacion en sus tumbas (por la humedad y exceso de
agua en algunas de ellas).

Igualmente, los restos de Diego Coldn, debido a las filtraciones
de agua, se encontraban en un estado muy deteriorado. De todos los
laboratorios participantes en el proyecto, solo en algunos se obtu-
vieron resultados. Se encontraron coincidencia en los resultados,
pero los fragmentos de ADN mitocondrial obtenidos fueron muy
pequefios y la informacién limitada, pero los datos genéticos suma-
dos a los obtenidos por todos los participantes antropélogos, ento-
mélogos e historiadores permitieron concluir que los restos encon-
trados en la catedral de Sevilla pertenecian al almirante.

Es muy importante destacar que si bien los restos que hay en la
Catedral de Sevilla son de Cristdbal Coldn, es obvio y evidente
(obsérvese la fotografia) que en dicha urna no se encuentran todos
los huesos que corresponden al esqueleto completo de una persona,
sino que hay un ndmero significativamente menor.

Es bien sabido, desde que en 1959 el Dr. Charles W. Goff, de la
Universidad de Yale, estudid los huesos de Colén que hay en la
Republica Dominicana, que en este lugar tampoco se encuentra el
esqueleto completo de una persona, por lo que la ausencia de hue-
sos en la tumba de Sevilla podria ser debida a una divisién de los

Figura 5. Restos de don Cristébal Coldn.

restos en el momento de su traslado a La Habana. Seria necesario
estudiar con ADN los restos que hay en Santo Domingo para poder
tener mds informacidn objetiva.

La dltima fase del proyecto de identificacidn de los restos de
Cristdbal Coldn, su hermano Diego y su hijo Hernando se esta reali-
zando, desde mayo de 2021, con las dltimas técnicas y avances en
genética forense. Se refiere a tratar de arrojar informacion objetiva
sobre los origenes de tan egregio personaje, que si bien es universal
y mayoritariamente aceptado que es de origen italiano (genovés),
también es cierto que existen diferentes teorias sobre su origen
espafiol (en diversas ubicaciones) o portugués que podrian confir-
marse o0 descartarse en el caso de poder hacer estudios comparati-
vos directos con ADN.

10. EL ESTUDIO GENETICO DE LOS RESTOS DE DON
TELLO, SENOR DE VIZCAYA

El estudio de los restos dseos de don Tello, Sefior de Vizcaya, se
enmarca pues en el contexto del anélisis de personajes histdricos de
la Edad Media espafiola, concretamente en la baja Edad Media, al ser
este el caso de un personaje fallecido en 1370.

Tras su exhumacidn en julio de 2012 y el estudio antropoldgico
por parte del Dr. D. Juan Manuel Guijo Mauri, un hueso (fémur) (Fig.
7) y restos de piel momificada (Fig. 6) fueron trasladados al
Laboratorio de Identificacién Genética de la Universidad de Granada
para su estudio.

El interés del estudio genético de los restos de don Tello no era
inicialmente a efectos de su identificacion, en tanto en cuanto no
habia familiares cercanos o lejanos con los que comparar su ADN,
pero si el de poder tener datos genéticos que en un momento deter-
minado pudiesen servir de referencia para la identificacién de per-
sonajes contemporaneos suyos ligados a la Casa de los Trastdmara,
tan amplia y de tan gran importancia en la historia espafiola.

En paralelo, el estudio de algunas regiones del cromosoma Y asi
como del ADN mitocondrial podria ofrecernos informacién intere-
sante sobre los origenes de la familia al poder compararlo con las
grandes bases de datos de ambos tipos de ADN mencionados que
existen en la actualidad.
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Figura 6. Restos parcialmente momificados de don Tello.

El estudio genético de los restos del Sefior de Vizcaya, con los
que estamos trabajando en este momento, se ve muy limitado por la
antigiiedad de los mismos. Pese al aparente buen estado de los
restos dseos, los andlisis preliminares que se han realizado se
encontraron con que la calidad y cantidad del ADN eran muy limita-
das, como se puede observar en la figura 7, el material estaba
deteriorado por el paso de los casi 700 afios.

Sobre la calidad del ADN, o sea, sobre la preservacion del mismo,
influyen factores a veces desconocidos tras tanto tiempo, como son
las infecciones en el momento de la muerte, infecciones que no tienen
por qué ser la causa, pero si que suponen la presencia de mayor
cantidad sobre todo de bacterias que degradan con avidez el ADN; sin
duda alguna, el extremo de mayor degradacién del material genético
se produce en los casos de muerte por una causa infecciosa aguda o
un shock séptico, que influyen acelerando e incrementando los proce-
sos de putrefaccion, o sea, de degradacién del material bioldgico.

En la época medieval la infeccidén como causa o concausa de
muerte era ciertamente frecuente, teniendo en cuenta las numero-
sas heridas que se producian en labores de todo tipo -no necesaria-
mente en casos de heridas de guerra- y la ausencia casi total de
sustancias con efecto bactericida (recordemos que los antibiéticos
se usaron a partir de los hallazgos de la penicilina por Fleming, pero
ya casi a mediados del siglo XX).

Cada vez mas laboratorios forenses estan implementando lo
que se ha denominado secuenciacién de nueva generacién (NGS,
next generation sequencing), sofisticados equipos que permiten la
secuenciacion de varios marcadores al mismo tiempo, no sélo de
tipo STR, sino también variaciones en un solo nucleétido (SNPs, sin-
gle nucleotide polymorphism), que permiten no solamente identifi-
car a un individuo, sino incluso analizar su linaje paterno o materno,
su ancestralidad u origen geografico, o incluso caracteristicas
fenotipicas como el color de los 0jos, el tono de la piel o la forma del
pelo, sefialdndose la utilidad de esta tecnologia para el andlisis de
muestras minimas o muy degradadas.

Entendemos que la prudencia debe ser la méxima en este caso
-como en todos los estudios de tipo histdrico- para evitar generar
datos que pueden ser extrapolados a la identificacién de otros per-
sonajes conduciendo a errores, como explicamos anteriormente que
podia haber pasado en el caso del Principe de Viana.
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