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RESUMEN

Aqui se presentan los resultados obtenidos del analisis genético realizado sobre cuatro individuos exhumados en Horts de Can Torras (Cas-
tellar del Vallés, Barcelona) (4000-3800 cal BC). Esta sepultura colectiva es muy particular, pues son muy pocos los enterramientos con cuatro
individuos inhumados durante ese periodo en la region. En este caso se trata de dos individuos adultos y dos subadultos. El objetivo principal de
este estudio fue la obtencion de informacion genética con la que establecer si se trataba o no de una posible familia biolégica; asi como investigar
su posible origen biogeografico a través del linaje materno. Unicamente fue posible la obtencién de perfiles de ADN mitocondrial en dos de los
cuatro individuos estudiados; determinando sus respectivos haplogrupos mitocondriales (R6a2 y HVO). Los resultados demostraron que ambos
individuos no estaban emparentados entre si a través del linaje materno, lo cual no descarta otro tipo de relacion a través del linaje paterno.

LABURPENA

Horts de Can Torrasen (Castellar del Vallés, Bartzelona) (K.a. 4000-3800, gutxi gorabehera) hobitik ateratako lau banakotan egindako
azterketa genetikotik lortutako emaitzak azaltzen dira hemen. Oso berezia da ehorztoki hori; izan ere, eskualdean aldi hartan ehortzitako lau
banako dituzten hobiratzeak oso gutxi dira. Kasu honetan, bi banako heldu eta bi azpiheldu dira. Azterketa horren helburu nagusia familia
biologiko bat zen ala ez erabakitzeko informazio genetikoa lortzea eta amaren familiaren bidez jatorri biogeografiko posiblea ikertzea zen.
Baina aztertutako lau banakotatik bitan bakarrik atera izan ziren DNA mitokondrialeko profilak, haien haplotalde mitokondrialak zehaztuz (R6a2
eta HV0). Emaitzek agerian utzi zuten bi gizabanakoak ez zeudela elkarren artean ahaidetuta amaren familiaren bidez, baina horrek ez du
baztertzen aitaren familiaren bidez beste harreman motaren bat izan zezaketenik.

ABSTRACT

Here we present the results of the genetic analysis of four individuals exhumed from the Horts de Can Torras (Castellar del Vallés, Barce-
lona) (4000-3800 cal BC). This collective burial is very special, as there are very few burials of four individuals from this period in the region. In
this case, two adults and two sub-adults were buried. The main aim of this study was to obtain genetic information to establish whether or not
they were a possible biological family and to investigate their possible biogeographical origin through the maternal line. It was only possible to
obtain mitochondrial DNA profiles for two of the four individuals studied, which determined their respective mitochondrial haplogroups (R6a2
y HVO0). The results showed that the two individuals were not related through the maternal lineage, which does not rule out another type of
relationship through the paternal lineage.
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1. INTRODUCCION

El yacimiento de Horts de Can Torras se localiza
en la poblacion de Castellar del Vallés (comarca del
Valles Occidental, Barcelona, Espafia). Con motivo de
trabajos urbanisticos en el afio 2003 se inicia la inter-
vencion arqueoldgica bajo la direccion de Joan-M. Coll
y Jordi Roig, de la empresa Arrago, S.L. (Coll y Roig,
2005; Roig y Coll, 2018).

En dicha intervencion se documentaron estructuras
de dos periodos diferentes: 4 atribuibles al Neolitico y
31 a la antigliedad tardia y época visigoda (s. VI-VIII).
Centrandonos en las neoliticas, junto a tres cubetas de
planta oval (E17, E27 y E28), se hallé un silo aislado
(con un estrato inferior utilizado como basurero), que
fue reutilizado como sepultura de inhumacion mdltiple
con cuatro individuos (E11); cuya datacién fue estima-
da entre el 4000-3800 cal BC. Inhumacién multiple en la
que vamos a centrar el presente estudio.

En base a la posicion de los individuos y las data-
ciones realizadas, parece que fue una inhumacion si-
multanea (Morell, 2019), lo cual resulta llamativo, dado
que son muy pocos los enterramientos con cuatro indi-
viduos enterrados de forma simultanea. La estructura
presenta 78 cm de profundidad, 105 cm de diametro
de boca conservada y 156 cm de diametro de fondo.
En su interior los cuatro individuos estan en conexion
anatéomica en la misma unidad estratigrafica. La infor-
macion arqueoldgica y antropologica indica que en
este yacimiento se encontraron dos adultos: uno mas-
culino (al que hemos denominado HCT-11-86) y otro de
sexo indeterminado (HCT-11-85), y dos infantiles: (un
nifio (HCT-11-87) y una nifia (HCT-11-88). Los adultos
se posicionaron en el centro, dandose la espalda entre
ellos, y a la vez viéndose de cara con los subadultos
que se localizan en los laterales (Gibaja et al., 2010). La
informacion completa sobre los individuos puede ser
consultada en la Tabla 1, asi como se puede visualizar
la posicion de los cuerpos en la Figura 1.

Este enterramiento tiene dos aspectos que no son
habituales en los contextos funerarios de este periodo
(Gibaja, 2003, Gibaja et al., 2018). Por un lado, son
pocas las sepulturas que acogen a mas de tres indi-
viduos. Por otro, sorprende que esa inhumacion colec-
tiva no esté asociada a ningun elemento de ajuar. Los
unicos materiales se han documentado en los niveles
de relleno: algunos restos de fauna, malacofauna, frag-

mentos de ceramica y silex. Segun los directores de la
excavacion, estos materiales nos indican un uso como
vertedero una vez el silo perdié su funcién inicial de
almacenaje. En la Tabla | se pueden observar las da-
taciones por C14 obtenidas en el analisis de cada de
muestras 6seas de uno de los individuos.

2. OBJETIVOS

El presente andlisis trata de estudiar las caracteris-
ticas genéticas de estos cuatro individuos. Enfocando
dicho analisis a través de los dos siguientes objetivos:

1.Investigar si los individuos inhumados de forma
conjunta pertenecian a un mismo nucleo familiar,
desde el punto de vista bioldgico.

2.Estudiar el origen biogeografico de los individuos
mediante el andlisis de su ADN mitocondrial.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material: Seleccion muestral

Se llevo a cabo la seleccion de 2 muestras de cada
uno de los 4 individuos analizados, con la finalidad de
poder realizar todo lo proceso analitico por duplicado,
cumpliendo de ese modo con uno de los criterios de
autenticidad basicos para el estudio de ADN antiguo
(Pa&bo et al.,, 2004; Llamas et al., 2016; Fulton y Sha-
piro, 2019). Tratando de seleccionar piezas dentales
completas, sin fisuras, roturas ni caries, y de colora-
cioén clara; de acuerdo con las recomendaciones de S.
Palomo-Diez et al., 2016. Sin embargo, no fue posible
evitar que algunas de las piezas presentaran pequenas
fisuras. Todas ellas consistieron en piezas molares, a
excepcion de una de las muestras del individuo HCT-
11-88 que fue un incisivo. A los individuos se les deno-
min6: HTC-11-86, HTC-11-85, HTC-11-87, HTC-11-88;
de acuerdo con la denominacion arqueoldgica.

De este modo, se aportd al Laboratorio de Gené-
tica Forense y Genética de Poblaciones del Departa-
mento de Medicina Legal, Psiquiatria y Patologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense
de Madrid, una seleccion de 8 muestras, pertenecien-
tes a los cuatro individuos citados. A partir de la llegada
de las muestras a nuestro laboratorio, éstas fueron ma-
nipuladas siempre con material de protecciéon personal
desechable; recogiéndose en bolsas estériles, tal como

NOMENCLATURA UTILIZADA EN EL LABORATORIO | DENOMINACION DEL INDIVIDUO Ci4 C14STD | METODO | CALIBRACION (20)
CNA-1633 1(HTC-11-86) 5133 33 AMS 4035-3805
CNA-1634 2 (HTC-11-85) 5160 33 AMS 4045-3820
CNA-1635 3 (HTC-11-87) 5171 31 AMS 4045-3945
CNA-1636 4 (HTC-11-88) 5082 33 AMS 3960-3800

Tabl. 1: Dataciones realizadas en los cuatro individuos inhumados. Datos tomados de Morell 2019. La calibracién fue llevada a cabo mediante: CALIB RADIO-
CARBON CALIBRATION PROGRAM* Calib 7.0 Copyright. IntCal13 and MARINE13 radiocarbon age calibration curves 0-50000 years calBP Radiocarbon.
(Reimer et al. 2013). Dating of the four individuals buried from Morell 2019. Calibration was carried out using CALIB RADIOCARBON CALIBRATION PRO-
GRAM* Calib 7.0 Copyright. IntCal13 and MARINE13 radiocarbon age calibration curves 0-50000 years calBP Radiocarbon. (Reimer et al. 2013.).
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Fig. 1: Esquema y fotografia de la posicion de los cuerpos de los individuos inhumados en Hort de Can Torras. Autorfa de Jordi Roig y Joan Manel Coll de la
empresa Arrago, S.L. / Schematic view and photograph of the position of the bodies of the individuals buried at Hort de Can Torras.

indican las medidas de seguridad recomendadas para Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis genéti-
la manipulacién de muestras antiguas destinadas a co de los mismos marcadores en todo el personal que
su analisis genético (Paabo et al., 2004; Llamas et al., haya entrado en contacto con las muestras, ya haya
2016; Fulton y Shapiro, 2019). sido antes o durante el analisis genético de las mismas
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(personal de museo, arquedlogos, antropélogos, inves-
tigadores, etc.); para poder controlar las posibles fuen-
tes de ADN exdgeno.

3.2. Metodologia

a. Instalaciones del laboratorio, y precauciones durante
el andlisis y criterios de autenticidad

Debido a que el trabajo se ha realizado con mues-
tras muy antiguas y degradadas, el andlisis ha sido
llevado a cabo en un laboratorio exclusivo para ADN
critico, con areas de trabajo fisicamente separadas, de
acceso limitado; y durante el anédlisis se han seguido
una serie de medidas para detectar y minimizar, en la
medida de lo posible, la contaminacion con ADN exége-
noy la aparicion de artefactos (falsas amplificaciones).
Estas medidas se utilizan rutinariamente en laboratorios
de analisis de ADN antiguo y garantizan la autenticidad
de los resultados obtenidos (P&&bo et al., 2004; Llamas
et al., 2016; Fulton y Shapiro, 2019).

Las precauciones o criterios de autenticidad em-
pleados en el presente trabajo fueron:

- Andlisis en un laboratorio exclusivo de ADN antiguo
empleando material exclusivo para este fin.

- Separacion fisica de las areas de extraccion PCR y
post-PCR en diferentes salas del laboratorio.

- Eliminacion de la capa superficial del hueso/diente
previamente a la extraccion de su material genético.

- Empleo de material desechable.

- Limpieza periddica de las superficies con lejia e
irradiacion de las salas de extraccion y amplifica-
cion con luz UV antes y después de cada proceso
experimental.

- Uso de ropa protectora (guantes, buzo, mascarilla)
por parte de los investigadores durante las fases
de extraccion y amplificacion.

- Procesado de controles o blancos, a los que se
afiaden todos los reactivos excepto el tejido an-
tiguo, y que son procesados de forma paralela a
las muestras objeto de estudio durante las fases
de extraccion (controles de extraccion) y durante la
amplificacion (controles de amplificacion o PCR).

- Comparacién de los perfiles genéticos obtenidos
con los de los investigadores del laboratorio de Ge-
nética Forense y Genética de Poblaciones que han
manipulado la muestra.

- Replicacion del experimento dentro del mismo la-
boratorio mediante la realizacion de, al menos, dos
extracciones a partir de diferentes muestras del
mismo individuo, y dos amplificaciones a partir del
mismo extracto.

b. Limpieza y trituracién de las muestras

En primer lugar, se llevo a cabo una limpieza super-
ficial de las muestras con una “Arenadora” o Sand-blas-

ter Dentalfarm, modelo Base 1 Plus, que inyecta 6xido
de aluminio a presion. Mediante este procedimiento se
elimina la capa superficial del diente por abrasion, y
con ello la parte de la suciedad procedente del ente-
rramiento y posibles moléculas de ADN contaminante.

Una vez realizada la limpieza, las muestras se irra-
diaron con luz ultravioleta (UV) durante 30 minutos por
cada superficie en el interior de una campana de se-
guridad bioldgica. De este modo la luz ultravioleta se
encarga de inhabilitar el ADN que haya podido ser in-
troducido durante la fase de limpieza, y todas aquellas
moléculas de ADN contaminante que hayan sobrevivi-
do a dicha fase.

Una vez limpias, las muestras se trituraron en un
molino refrigerado con nitrégeno liquido, obteniéndose
como resultado polvo de diente.

c. Extraccion del material genético

El polvo de diente resultante de la trituracion fue
procesado para extraer a partir de él una cantidad sufi-
ciente de ADN. Para ello se tomaron 250 mg. de polvo
de diente, y se incubaron durante una noche en una So-
lucién de Extraccién, compuesta por EDTA en alta con-
centracion, compuesto quelante que favorece la des-
mineralizacion del diente o hueso. Asi mismo, contiene
proteinasa K, para digerir las proteinas; favoreciendo la
liberacién del ADN.

La extraccion del ADN total se realizd segun el
protocolo para extraccion de ADN a partir de muestras
Oseas y dentales antiguas de Rohland y Hofreiter (2009).

Se trata de una técnica de extraccion basada en el
empleo de silica (Dioxido de silicona). Los extractos de
ADN se guardaron en un congelador a -20°C hasta su
procesado.

d. Amplificacién y analisis del ADN mitocondrial

La region objeto de estudio corresponde a un
fragmento de 244 pares de bases de la Region Hi-
pervariable | (HVRI) del ADN mitocondrial (posiciones
16126-16369). Esta region fue seleccionada y amplifi-
cada mediante la amplificacion independiente de dos
regiones mas cortas, solapantes mediante la Reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores
especificos que proporcionan dos productos de ampli-
ficacion de 133 y 112 pares de bases.

La técnica empleada para la amplificacién de di-
chos fragmentos solapantes consiste en una reaccion
de amplificacion de 40 ciclos utilizando el Multiplex
PCR Kit de la casa comercial Qiagen®.

Los productos de amplificaciéon obtenidos se se-
cuenciaron, mediante secuenciacion Sanger, en la
Unidad de Secuenciacion del Campus de Cantoblanco
(Madrid) perteneciente al Parque Cientifico de Madrid.
Las secuencias asi obtenidas se compararon con la
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secuencia consenso de Cambridge revisada (rCRS)
(Anderson et al. 1981; Andrews et al. 1999), a la que
se hace referencia a la hora de determinar el haplotipo
(conjunto de mutaciones que caracterizan al ADN de
un individuo concreto, en el caso del ADN mitocondrial
el haplotipo viene definido por las mutaciones caracte-
risticas de dicho ADN que lo diferencian de la secuen-
cia consenso de Cambridge revisada (rCRS).

Los resultados se consideraron consistentes sola-
mente si fue posible obtener por duplicado la misma
secuencia a través de dos amplificaciones indepen-
dientes a partir del mismo extracto de ADN. Ademas,
de solo considerarlos como validos en caso de que los
controles negativos realizados durante la amplificacion
de ADN mitocondrial y la extraccién aportaran un re-
sultado negativo. Y se veran mas soportados si este
mismo resultado se obtiene a partir de dos muestras
independientes del mismo individuo.

Finalmente, se llevd a cabo la de los haplotipos
obtenidos en las bases de datos EMPOP y Phylotree
(Parson y Dur, 2007; van Oven y Kayser, 2008), con la
finalidad de conocer su distribucién de frecuencia en
diferentes poblaciones actuales, asi como para poder
determinar los correspondientes haplogrupos mitocon-
driales a los que pertenece cada individuo.

e. Andlisis de fragmentos autosémicos

El analisis de fragmentos autosémicos fue realizado
utilizando el kit AmpFLSTR MiniFiler PCR Amplification
Kit (Applied Biosystems™), de acuerdo con el manual
del utilizador. El analisis fue realizado por duplicado, en
cada una de las muestras de cada individuo.

Del mismo modo que ocurria con la amplificacion
de ADN mitocondrial, en este caso también se consi-
deraron vélidos unicamente los resultados replicantes,
con ausencia de resultado en controles negativos de
extraccion y amplificacion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto al estudio de relaciones de parentesco
cercano, no fue posible confirmar el parentesco cerca-
no entre los individuos, debido al mal estado de pre-
servacion del ADN nuclear. No ha sido viable amplificar
este tipo de informacion, posiblemente debido al esta-
do critico, elevada fragmentacion de las cadenas de
ADN, y degradacion de las muestras. Por este motivo,
no existen datos relativos a informacién de marcadores
nucleares y no ha sido factible determinar la probabili-
dad asociada a una posible familia biolégica. Asimismo,
tampoco se ha podido confirmar y/o determinar el sexo
biolégico de cada individuo; ni amplificar cromosoma Y.

Sin embargo, si fue posible la amplificacion de re-
sultados de ADN mitocondrial sélidos y replicables; que
nos han permitido dar respuesta a algunas cuestiones
a cerca del linaje materno de los individuos. Ademas,

se obtuvieron controles de extraccion y amplificacion
limpios en todos los casos, lo cual aporta solidez a los
resultados obtenidos.

En relacion al estudio de ADN mitocondrial, solo fue
posible obtener resultados sobre dos de los individuos,
el adulto masculino (HCT-11-86) y la nifia (HCT-11-88).
Podemos observar los resultados en la Tabla Il.

En cada caso se realizd un numero determinado
de amplificaciones para los dos fragmentos de cada
muestra. Sin embargo, tras estos dos ensayos, se obtu-
vo un elevado nimero de resultados discordantes y no
se obtuvo amplificacion en algunas PCRs. Por ello se
repitieron las pruebas, hasta un maximo de 5 amplifica-
ciones. Tras las multiples repeticiones, no fue posible
obtener secuencias completas (de los dos fragmentos)
de la Region Hipervariable | que fueran reproducibles
en practicamente ningun caso. Posiblemente ello se
debe a la escasez de ADN y/o al dafio molecular.

Una vez determinado el haplotipo de dos de los
individuos, los respectivos haplogrupos mitocondriales
fueron estimados utilizando la herramienta y base de
datos de EMPOP, vinculada al Phylotree (Parson y Dur,
2007; van Oven y Kayser, 2008). De este modo, fue po-
sible hacer una estimacion del haplogrupo mitocondrial
correspondiente a cada haplotipo secuenciado (Tabla
II). Cada haplogrupo se define como un cluster de ha-
plotipos que presentan ciertas mutaciones comunes. A
su vez, cada haplogrupo tiene una distribucion étnica 'y
geografica caracteristica.

Ademas, en la ultima columna de la tabla Il también
se recoge un resumen de la distribucion de los haplo-
grupos determinados durante el Neolitico. Para poder
conocer esta distribucion se utilizo la base de datos
AmtDB (https.//amtdb.org/).

El haplogrupo R6a2, determinado para el individuo
HTC-11-86 no se ha encontrado en otros yacimientos
del Neolitico recogidos en la base de datos AmtDB, sin
embargo, otras ramas del macrohaplogrupo R parecen
haber mostrado una amplia distribucion por Asia occi-
dental durante el Neolitico (Tabla Il), de acuerdo con la
base de datos AmtDB. En cuanto al haplogrupo HVO,
se ha encontrado en un unico individuo de la base de
datos AmtDB, concretamente ubicado también en la
Peninsula Ibérica, concretamente en el yacimiento de
Camino de las Yeseras (cerca de la actual Coslada,
Madrid).

Si llevamos a cabo una busqueda de los haploti-
pos y haplogrupos determinados en bases de datos de
poblacion actual, como es el caso de la base de datos
EMPOP y Phylotree (Parson y Dur, 2007; van Oven y
Kayser, 2008), podemos decir que la distribucion del
haplotipo de HCT-11-86 (individuo 1) actualmente esta
extendida fundamentalmente por el sur y sureste asia-
tico, concretamente Tailandia y Pakistan, con una fre-
cuencia relativamente baja en la actualidad (4/43642).
Podemos observar la distribucion de dicho haplogrupo
en la Figura 2 (a, parte superior). En cuanto al indivi-
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- No se han encontrado individuos R6a2.

(16105-16399) Pero si algunos de otros clados dentro de R:
HTC-11-86 16129A, 16213A, 6/57917 R6A2 - 4 individuos R2 en Iran
16355Y, 16362Y -1 individuo R1e1 en Hungria

- 2 individuos ROa en Jordania

- HVOd: 1 en Espafia (Coslada, Madrid) (2460-2921 B.P.)
HTc-11g8 | (16105:16399) 533/57917 HVO - HVOa: 5 en Polonia
- HVO + 195: 1 en Gran Bretafia

Tabl. 2: Resultados del andlisis de ADN mitocondrial. En la tabla se muestra el haplotipo obtenido para los individuos HTC-11-86 y HTC-11-88, asi como
sus respectivos haplogrupos mitocondriales estimados con la base de datos de EMPOP. / Results of the mitochondrial DNA analysis. The table shows the
haplotype obtained for individuals HTC-11-86 and HTC-11-88, as well as their corresponding mitochondrial haplogroups estimated with EMPOP database.
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Fig. 2: Distribucion de los haplogrupos: R6a2 (en el mapa de la parte superior (a)) determinado para el individuo HCT-11-86; y HVO (en el mapa de la parte
inferior (b)), determinado para el individuo HCT-11-88. Ambos de acuerdo con la poblacién actual registrada en la base de datos de EMPOP (Parson and Dur,
2007). / Haplogroup distribution: R6a2 (in the map at the top (a)) determined for individual HCT-11-86; and HVO (in the map at the bottom (b)), determined for
individual HCT-11-88. Both according to the current population recorded in the EMPOP database (Parson and Dur, 2007).
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duo HCT-11-88 la distribucién actual de su haplogrupo
(HVO) es ampliamente distribuido por Europa, pudien-
do observar la distribucion actual en la Figura 2 (b, par-
te inferior).

5. CONCLUSIONES

1.Teniendo en cuenta que se trata de un individuo
masculino adulto (HCT-11-86) y un individuo suba-
dulto femenino (HCT-11-88), no podemos descar-
tar que pudiera tratarse de una relacion padre-hija,
o cualquier otro tipo de parentesco por via paterna,;
dado que en estos casos los individuos no tienen
por qué compartir el ADN mitocondrial. Lo que si
podemos confirmar con certeza es que no existian
lazos bioldgicos por via materna entre los dos.

2.Respecto al origen biogeografico, se determind
que el individuo HCT-11-86 pertenecia al haplogru-
po mitocondrial R6a2, en la actualidad distribuido
fundamentalmente por el sur y sureste asiatico, no
habiendo encontrado indicios del mismo durante el
Neolitico en las bases de datso disponibles. Res-
pecto al individuo HCT-11-88 perteneciente al ha-
plogrupo HVO, frecuente en la region mediterranea.
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