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RESUM

Des que es va recuperar per primer cop DNA d'una especie extingida, 'any 1984, 1a pale-
ogenomica ha experimentat una autentica revolucio, gracies a les tecniques d’ultraseqiien-
ciacié desenvolupades en els dos darrers anys. Aixo ha permes per primer cop assolir pro-
jectes genomics d’especies extingides com els mamuts i els neandertals. Aquest treball fa
un repas historic dels principals estudis paleogenomics i es discuteixen les possibles apli-
cacions, aixi com les problematiques metodologiques.
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PALAEOGENOMICS

SUMMARY

Since the first DNA retrievals from an extinct species, in 1984, palaeogenomics has expe-
rienced a real revolution, thanks to the new ultrasequencing techniques developed in the
last two years. These techniques have allowed the launching of genomic projects from ex-
tinct species such as mammoths and Neandertals. This work is an historical review of the
main paleogenomic studies. Possible applications as well as methodological problems are
also discussed.
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INTRODUCCIO fa al volum d’informaci6 genetica recupe-
rada, ha entrat de ple en l'era de la paleoge-

En els darrers anys, l'estudi del mate- nomica. Sentén per paleogenomica l'estu-
rial genetic de restes del passat, que s’ha-  di de la seqtiiencia, estructura i funcio dels
via anomenat DNA antic o ancient DNA, i  genomes extingits, tant del genoma nucle-
que va tenir inicis molt modestos pel que ar, que compren la immensa majoria del
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missatge genetic d'un organisme, com dels
genomes citoplasmatics, és a dir, el genoma
mitocondrial (mtDNA) i el genoma cloro-
plastic (cpDNA, present només en vegetals)
(Hofreiter, 2008). A causa del major nombre
de copies d’aquests genomes citoplasma-
tics comparat amb el genoma nuclear (fins
a diversos milers per només dues copies del
DNA nuclear), durant gairebé vint anys la
recerca en DNA antic s’ha basat a recuperar
fragments de mtDNA o cpDNA d’espécies
extingides amb finalitats filogenetiques.

El primer estudi de DNA antic oficial-
ment reconegut va tenir lloc el 1984, i va
permetre la recuperacié de dos fragments
de mtDNA d'un tipus de zebra sud-africana
extingida, el quagga, a partir d'un exemplar
naturalitzat conservat al museu d’historia
natural de Mainz (Higuchi et al., 1984). El
procediment técnic emprat era extraordina-
riament ineficient a causa de la seva inespe-
cificitat; els investigadors van extreure DNA
a partir d'una mostra de teixit i el van clo-
nar en bacteris emprant fags com a vectors
de clonatge. Després van examinar milers de
clons fins a trobar-ne dos que contenien
mtDNA i que posteriorment van identifi-
car com a seqiiencies d’equid per hibridacié
amb DNA de zebra. Com que el DNA nu-
clear esta molt més representat a la cellula
que I'mtDNA, ara sabem que per cada clon
que conté una seqiiéncia mitocondrial cal
esperar que n'hi hagi entre quaranta i mil
que contindran fragments de DNA nuclear.
Es a dir, encara que aixo no es va mirar mai,
és més que probable que en el primer estudi
de DNA antic ja tingués lloc una recupera-
cid de tipus paleogenomic. Perd amb aques-
ta técnica el DNA antic no hauria pogut
desenvolupar-se, en part per la impossibili-
tat de replicar els resultats, ja que que el clo-
natge no deixa de ser un mostreig genomic
a l'atzar. Només assolint elevades cobertu-
res genomiques —tecnicament i economi-
cament inviables en aquell temps— podri-

em esperar trobar diverses seqiiencies que
cobrissin la mateixa regio.

El desenvolupament de la reaccid en ca-
dena de la polimerasa (PCR), aplicada per
primer cop el 1988 novament en la recu-
peracio dels dos fragments ja estudiats de
mtDNA del quagga, va permetre desco-
brir dos errors en les seqiiéncies recupera-
des per clonatge, atribuibles amb tota pro-
babilitat a danys quimics ocorreguts post
mortem en el DNA original (Paabo i Wilson,
1988). Pero secundariament, també va per-
metre 'aparicié a gran escala d’aquest camp
cientific, que al cap d'uns anys, el 1997, va
assolir una de les seves fites principals amb
la primera recuperaci6 de mtDNA d'una
especie humana extingida, els neandertals
(Krings et al., 1997).

DEL DNA MITOCONDRIAL
ALS GENS NUCLEARS

Cal remarcar que l'any 1999 un estudi
va fer servir la PCR per recuperar alguns
modestos fragments de DNA nuclear d’al-
guns mamifers plistocénics extingits: el
mamut, el peresos gegant i 1'0s de les caver-
nes (Greenwood et al., 1999). Tot i que les se-
qiiencies obtingudes no eren informatives
des del punt de vista funcional o fenotipic,
el principal interes de l'estudi va ser la de-
mostracié practica que no hi havia res, més
enlla de la quantitat de DNA (es calcula que
la proporci6 és d'u a mil), que impedis tec-
nicament accedir al genoma nuclear. Tot i
que en la majoria de les mostres antigues
només €s possible recuperar fragments de
mtDNA, en casos de conservacid excepcio-
nals, com la megafauna conservada en zo-
nes fredes, 'analisi especifica de gens nucle-
ars pot ser possible. En vegetals, un estudi
fet I'any 2003 amb mostres de blat de moro
d’alguns milers d’anys d’antiguitat, va per-
metre tragar un arrossegament selectiu en



un determinat gen associat al procés de do-
mesticacio (Jaenicke-Després et al., 2003).

De fet, el primer gen nuclear sencer no es
va recuperar fins a l'any 2006, a partir de
mostres de mamut siberianes; es tracta d'un
gen d'un sol ex6 de menys de mil nucleo-
tids, 'MCIR (receptor 1 de la melanocorti-
na), que, a més a més, té un clar efecte fe-
notipic en el color del cabell o del pelatge.
En el cas dels mamuts, va ser possible recu-
perar-lo per PCR mitjangant la superposi-
cié d'una vintena de fragments en dos labo-
ratoris diferents; a més, es va portar a terme
un estudi funcional per saber l'efecte feno-
tipic d"unes variants no descrites en el ma-
teix gen en els elefants (Rompler ef al., 2006).
Posteriorment, I'any 2007, es va fer el mateix
amb un fragment del gen MCIR que pre-
sentava una variant especifica en dues mos-
tres de neandertals, la qual cosa va perme-
tre confirmar una caiguda de funcid de la
proteina resultant d'una intensitat similar a
les variants que en humans moderns pro-
dueixen el fenotip pel-roig (Lalueza-Fox et
al., 2007). Aquest tipus d’aproximacié funci-
onal marca sens dubte el futur dels estudis
paleogenomics, després de l'obtencid d’es-
borranys genomics.

LA MITOGENOMICA

La PCR permet recuperar de manera es-
pecifica fragments de DNA, i a partir d'una
Unica o de poques copies inicials poden ge-
nerar-ne bilions de copies, la qual cosa per-
met posteriorment obtenir-ne la seqiién-
cia. Les principals dificultats consisteixen
a dissenyar encebadors que puguin unir-se
eficientment al DNA endogen que es pre-
tén recuperar (per la qual cosa es necessi-
ta disposar d’informacié genetica d’especi-
es vives emparentades) i el fet que l'elevada
fragmentacio del DNA original implica tre-
ballar amb fragments molt curts, general-
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ment entre cent i dos-cents nucleotids de
llargada. A priori, la quantitat d’enceba-
dors necessaris i la dificultat de superposar
nombrosos fragments sén les tiniques limi-
tacions que impedeixen la recuperacio de
genomes mitocondrials sencers, que tenen
una llargada d"uns 16.500 nucleotids.

Aixo0 és va portar a terme per primer cop
el 2001, amb la recuperacié dels genomes
mitocondrials sencers de dues especies de
moes, unes aus gegants de Nova Zelanda,
emparentades amb els actuals kiwis, estru-
¢os, emus, casuaris i nyandus, i que es van
extingir fa uns quatre-cents anys (Cooper
et al., 2001). Laparicié de la mitogenomica
va ser en part possible pel fet que la bona
conservacio del DNA va permetre recupe-
racions amb PCR de més de quatre-cents
nucleotids de llargada, pero aixi i tot va re-
querir la superposicié de gairebé vuitanta
fragments diferents i de més d'un any de
feina de laboratori. Una de les limitacions
d’aquesta aproximaci6 és la gran quantitat
d’extracte requerit. La consecucio6 del geno-
ma mitocondrial dels moes va necessitar el
processament d'uns quants grams d’os, un
fet que hauria estat impossible si s’hagués
tractat d'una resta inica o molt petita.

Es va trigar cinc anys a aconseguir un
nou genoma mitocondrial complet, i aquest
cop van ser tres estudis diferents, tots pu-
blicats 'any 2006, que van completar el ge-
noma mitocondrial de tres especimens de
mamut. Potser el més remarcable és que
tots tres estudis van emprar aproximaci-
ons metodologiques diferents. En un es va
fer servir 'aproximaci¢ «classica» de l'estu-
di dels moes, és a dir, el fet d'anar super-
posant amb paciencia dotzenes de frag-
ments recuperats amb la PCR (Rogaev et
al., 2006). En l'altre estudi, es van dissenyar
dues PCR de tipus multiplex fetes amb dues
passes (Krause et al., 2006). En el primer pas
de la PCR, es barregen una gran quantitat
d’encebadors (dissenyats per amplificar la
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meitat de tot el genoma mitocondrial, en
fragments que no se superposin) a molt bai-
xa concentracid; el producte d’aquesta PCR
es dilueix i cada fragment és amplificat de
manera individual en una segona PCR ge-
nerada a partir de la primera. Després, es
fa una segona PCR multiplex amb els ence-
badors dissenyats per omplir els forats que
hi ha entre la primera tanda d’encebadors.
Cal fer notar que aquesta estrategia permet
estalviar enormement el volum d’extracte.
Si en l'aproximacio classica es necessitaven
vuitanta reaccions diferents de PCR, pel que
fa al volum d’extracte emprat, I'aproximacio
de tipus multiplex equival només a dues re-
accions de PCR. Finalment, el darrer estudi
obtenia el genoma mitocondrial d'una ma-
nera completament nova i no basada en la
PCR: es tractava d'una nova aproximacio6
metagenomica (i per tant, inespecifica) de
tipus shotgun (Poinar et al., 2006).

SHOTGUN METAGENOMIC

S’entén per una aproximacié metageno-
mica la seqiienciacié una mostra en la qual
no ha estat possible aillar els organismes
que la componen, per la qual cosa cada se-
qliencia s’identifica posteriorment mitjan-
cant bases de dades geneétiques. Per exem-
ple, estudis fets a partir d’aigua de mar son
aproximacions metagenomiques, i produei-
xen seqiiéncies de bacteris, virus i microor-
ganismes diversos barrejades. Les mostres
ossies de fauna extingida contenen no sola-
ment el DNA d’aquell organisme quan es-
tava viu, sin6 també el DNA de bacteris del
sol, de fongs, etc., que viuen en el sediment
o han colonitzat l'os. Hi ha diverses meto-
dologies metagenomiques; l'enfocament
emprat en I'estudi original del quagga, I'any
1984, podria considerar-se metagenomic.
De fet, I'any 2005, un grup va portar la tec-
nica de clonatge d'un extracte de DNA antic

en bacteris fins a I'extrem de produir vint-i-
set mil nucleotids del genoma de dues mos-
tres d'0s de les cavernes datades en fa uns
quaranta mil anys. Basicament van proces-
sar grans mostres de quaranta grams d’os i
ho van concentrar en un petit volum, van
modificar quimicament els extrems de tot
el DNA contingut en I'extracte final, es van
dedicar a clonar-lo en bacteris i després es
van seqiienciar milers de colonies (Noonan
et al., 2005). Aquesta tecnica és terriblement
ineficag; per obtenir 389 clons de la primera
mostra amb DNA d’6s de les cavernes, van
haver de seqiienciar prop de deu mil clons.
Es a dir, l'eficiéncia estava prop de 1'1 % (tot
i que era una mica més alta per a la segona
mostra, que arribava al 6 %). A més a més,
l'analisi de milers de colonies és un procés
dificil d’automatitzar, i tot plegat es fa difi-
cil imaginar que amb aquesta tecnica es pu-
gui recuperar mai un genoma sencer.

La tecnica del shotqun metagenomic del
tercer genoma mitocondrial de mamut ha-
via estat desenvolupada feia pocs mesos i
s’havia aplicat primer a la seqiienciacié de
genomes bacterians: la piroseqiienciacié
454 de la companyia Life Sciences (Mar-
gulies et al., 2005). Per comengar el procés,
es necessiten fragments curts de DNA de
cadena doble i extrems roms. Com que el
DNA antic ja esta degradat, aquest primer
pas de fragmentacié no cal dur-lo a terme.
Primer, se reparen els extrems, i s’estén l'ex-
trem 3’ (quan sobresurt el 5°) o es retalla
quan és el 3" el que sobresurt. Després s’afe-
geixen dos adaptadors (que sén seqiienci-
es curtes especifiques de cada projecte) a
cada fragment de DNA, als extrems 3" i 5
un dels adaptadors esta biotinilat i aixo fa-
ra que s‘uneixi a unes microesferes de poli-
mer. Després es trenquen les dobles cade-
nes amb NaOH (darrerament s’ha vist que
és més eficient fer-ho senzillament amb ca-
lor) i ens quedem amb una sola cadena de
cada fragment inicial de DNA (les que es-



tan unides al polimer s’eliminen). A conti-
nuacio, aquestes cadenes de DNA sén am-
plificades en una PCR emulsionada, que
consisteix en milions d’esferes de polimer
microscopiques que tenen la seva superfi-
cie recoberta per una seqiiencia comple-
mentaria a un dels adaptadors. La PCR té
lloc en un tnic tub, on els reactius estan en
solucié aquosa i on s‘afegeix oli, que que-
da emulsionat i envoltant cada microesfera,
que té una sola cadena inicial de DNA. Al
final de la reaccid, s'obtenen centenars de
milers de microesferes que estan literal-
ment recobertes de milers de copies de ca-
dena tnica de cada fragment de DNA ori-
ginal. A continuacid, tot aix0 se centrifuga
en una microplaca que té més dun mili6
de pous que, pel seu diametre, iinicament
podran contenir una microesfera en el seu
interior. Finalment, s'obté la seqiiencia del
DNA de cada pou, partint des de l'adap-
tador extern, mitjan¢ant una seqiienciacio6
per sintesi (sequencing by synthesis, SBS) ba-
sada en una pirofosfatasa que, en presen-
cia d’'una luciferasa, emet llum cada cop
que un determinat nucleotid s'afegeix a la
cadena. Cada nucleotid s'allibera de mane-
ra seqiiencial (T, A, C, G,idenou T, A, C,
G, etc.); si un nucleotid s’incorpora a la se-
qtiencia, la maquina detecta llum en aquell
pou concret. D'aquesta manera és possible
fer al voltant de 250.000 seqiiencies en una
sola reaccio (cada una pot arribar a uns cent
nucleotids, la qual cosa vol dir que es ge-
neren uns 20-30 milions de nucleotids en
poques hores). La nova generacié de ma-
quines de piroseqiienciacié ha augmentat
aquesta productivitat fins a uns cent mili-
ons, tant perqué han aconseguit allargar les
seqliencies fins a uns dos-cents nucleotids
(aix0 és una mica irrellevant en DNA antic,
ja que sol estar degradat a longituds infe-
riors), com perqué han augmentat el nom-
bre de micropous per reaccid. Una de les
principals limitacions de la técnica es dona
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quan una seqiiéncia presenta una repeticié
del mateix nucleotid; en principi el feix de
[lum resultant ha de ser proporcionalment
intens al nombre de nucleotids incorporats,
pero en la practica es poden produir errors
a partir de cinc nucleotids identics.

Tornant al genoma mitocondrial del ma-
mut, els investigadors van produir al vol-
tant de setze milions de nucleotids del ge-
noma del mamut, la qual cosa constitueix
una eficiencia increible del voltant del 50 %
(Poinar et al., 2006). La resta de seqiienci-
es obtingudes eren fongs, bacteris o sim-
plement desconegudes (probablement, sén
bacteris no descrits perque no poden créi-
xer en plaques de cultiu). Com que aques-
ta mostra contenia al voltant de deu mili-
ons de copies de DNA mitocondrial per
cada gram d'os, indirectament, els inves-
tigadors van poder obtenir tot el genoma
mitocondrial amb una gran cobertura ge-
nomica. Amb unes quantes reaccions més,
s’ha aconseguit completar el genoma nucle-
ar sencer dels mamuts (encara sense publi-
car). Val a dir que es tracta de mostres an-
tigues que tenen un caracter excepcional, ja
que han estat extretes de permafrost siberia
(sol permanentment congelat per sota de la
superficie), que conserva molt bé el DNA, i
es van mantenir congelades fins a arribar al
laboratori, la qual cosa va limitar enorme-
ment la colonitzacié de l'os per part de mi-
croorganismes.

Estudis posteriors realitzats amb la ma-
teixa tecnica, pero a partir de pels de mamut
conservats en algunes carcasses, han mos-
trat també eficiencies forca altes (sembla
que l'estructura empaquetada i queratinit-
zada, altament hidrofoba, del cabell, impe-
deix la proliferacié de microorganismes) i
la possibilitat d’obtenir genomes mitocon-
drials amb cobertures genomiques de qua-
ranta amb una sola reaccié de piroseqiien-
ciacio 454.
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EL PROJECTE GENOMA
NEANDERTAL

Amb les técniques d'ultraseqiienciacio
com la piroseqiienciacié 454 és possible,
per primer cop des que existeixen els estu-
dis paleogenetics, afrontar projectes de re-
cuperacié de genomes sencers d’especies
extingides. El més ambicids d’aquests pro-
jectes, i el més complicat tecnicament, és el
Projecte Genoma Neandertal, endegat l'any
2006 pel director del Departament de Ge-
netica Evolutiva de I'Institut Max Planck
de Leipzig, Svante Paabo, amb un consor-
ci amb la companyia 454 Life Sciences. El
projecte ha finalitzat oficialment el 12 de fe-
brer de 2009, amb l'obtenci6é d"un esborrany
genomic for¢a complet (les regions repeti-
tives no es podran recuperar mai) d'un ne-
andertal, una especie humana que va viure
a Europa fa entre 400.000 i uns 28.000 anys,
quan es van extingir els darrers, després de
l'entrada a Europa dels nostres avantpas-
sats provinents d’Africa. Per portar a ter-
me aquest projecte hi ha algunes dificultats
afegides. Primer, quan es treballa amb mos-
tres de I'Europa temperada, com les que es
fan servir en el Projecte Genoma Neander-
tal, les eficiencies obtingudes no s’acosten
mai a les del mamut. En l'estudi pilot, por-
tat a terme amb la mostra Vi33.16 del jaci-
ment croata de Vindija, només un 6 % de les
seqliencies obtingudes eren de tipus huma
(Green et al., 2006; Noonan et al., 2006). Pos-
teriorment, es va determinar que hi havia
una contaminacié amb DNA huma modern
que estava al voltant d'un 30-50 % (segons
algunes estimacions), la qual cosa baixaria
el percentatge una mica més, fins al 3-4 %.
Aix0 és forca coherent amb posteriors re-
accions amb mostres de Vindija, que gaire-
bé sempre han donat valors entre el 2 i el
4 %. Les mostres de El Sidron (un jaciment
asturia datat de fa uns 43.000 anys) només
han arribat a eficiéncies del 0,1 %. L'extrema

ineficiencia de les mostres de neandertals
ha significat només que s’ha hagut d’aug-
mentar la capacitat de seqiienciacio. A par-
tir del mes de juny de I'any 2008, la compa-
nyia Life Sciences ha posat totes les seves
maquines de piroseqiienciacié 454 a dispo-
sicié del projecte.

Pero el problema principal del Projecte
Neandertal és un altre: la contaminacio de
les mostres amb DNA huma modernilaim-
possibilitat de distingir gran part d’aques-
tes seqiiencies contaminants de les endoge-
nes. Totes les mostres antigues excavades,
tocades i netejades, tenen un cert grau de
contaminacié del DNA dels investigadors
(normalment arqueolegs) que han realit-
zat aquestes tasques. Tant els ossos com les
dents sén permeables i permeten l'entra-
da de DNA a l'interior dels teixits, especi-
alment en presencia d’aigua. Per exemple,
en un estudi preliminar de piroseqiiencia-
ci6 454 portat a terme amb el caprid extin-
git de les illes Balears Myotragus balearicus, i
recuperat sense guants pels excavadors, hi
ha al voltant d'un 1 % de seqiiencies huma-
nes contaminants, tantes com seqiiencies
de bovid i, per tant, endogenes. Tot aixo no
constitueix obviament un problema quan
es treballa amb altres especies com mamuts
0 0ss0s de les cavernes, ja que les seqiienci-
es humanes son prou diferents i poden ser
distingides, pero cal recordar que neander-
tals i humans moderns deuen ser identics
en potser un 99,5 % del genoma. Una possi-
bilitat que hem assajat al jaciment de EI Si-
dron és la de controlar a priori la contami-
nacio, extraient les mostres amb vestits de
laboratori esterils, congelant-les immediata-
ment i també genotipant les persones invo-
lucrades en l'excavacid. En algunes mostres
de neandertals ha estat possible demostrar,
mitjangant 'amplificacié amb PCR de frag-
ments de DNA mitocondrial, que la conta-
minacié humana és molt petita, entre un 10
iun 15 %. Les mostres de Vindija tenen un



grau similar de contaminaci6 per un feno-
men d’atzar: quan es va excavar el jaciment,
I'any 1980, alguns fragments ossis eren tan
petits que van ser confosos amb els d'6s de
les cavernes i van ser desats en un calaix
a part, on ningt no els va estudiar. Es re-
marcable també que els individus dels dos
jaciments (que ara mateix son els jaciments
amb les restes que conserven més DNA
d’Europa) van ser victimes del canibalisme.
Podria ser que aix0, secundariament, ha-
gués evitat una major degradacié del DNA
per una menor intervencié de bacteris asso-
ciats a la descomposicio dels teixits tous. En
tot cas, el genoma de neandertal sera una
especie de genoma probabilistic, en que no
sera possible descartar una contaminacié
humana residual en alguns punts. Per aixo
en el futur s’hauran de portar a terme pro-
jectes de diversitat genomica neandertal, o
fins i tot intentar l'analisi d’algunes restes
d’hominins anteriors, com els Homo erectus
que es trobin dins el rang temporal d'unes
desenes de milers d’anys.

PERSPECTIVES I PROBLEMES

Les noves tecniques d’ultraseqiienciacio,
no solament la versié millorada de la piro-
seqlienciacio, sind també les noves plata-
formes de Solexa-Illumina i d’Applied Bi-
osystems (Solid), permeten l'assoliment de
genomes sencers d’especies extingides, fins
i tot en el cas d'ambients relativament tem-
perats com Europa i amb eficiencies de re-
cuperaci6 tan baixes com un 10 % o menys.
Les limitacions de conservacié del DNA an-
tic fan que aix0 només sigui possible dins
un rang temporal de poques desenes de
milers d’anys, suficient, pero, per posar a
I'abast nostre un gran nombre d’espécies
extingides, especialment megafauna, a Eu-
rasia, America i Australia (i també, és clar,
per estudiar els avantpassats de les espécies
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domesticades i veure quins gens han estat
seleccionats artificialment pels humans des
del neolitic). Tot aix0 haura d’anar acompa-
nyat d'un coneixement genomic profund de
les especies actuals que hi estan emparen-
tades; per exemple, 'obtencié del genoma
del mamut ha posat de manifest que, per
coneixer quins gens poden estar implicats
en trets propis dels mamuts com el pelat-
ge llarg (els elefants actuals gairebé no te-
nen pel), s’ha de disposar també del geno-
ma de l'elefant africa i asiatic. Com en altres
vegades en paleogeneética, sorpréen que si-
gui possible acabar primer un genoma ex-
tingit que no els dels éssers que encara es-
tan vius (aix0 també va passar quan es va
aconseguir el genoma mitocondrial sencer
dels moes, ja que a continuaci6 es va haver
de seqiienciar el genoma del casuari, del
kiwi, del nyandu i de l'estrug).

Un problema dels estudis de tipus shot-
qun és que és impossible distingir quines
substitucions nucleotidiques sén degudes a
canvis evolutius en el llinatge que s'esta es-
tudiant i quines a danys quimics post mor-
tem del DNA original. La immensa majoria
d’aquests danys son canvis deguts a desa-
minacions de citosines a uracils, que que-
den en la seqiiencia final com a falsos can-
vis de citosines a timines (o0 de guanines a
adenines si la desaminacio de la citosina
s’ha donat en la cadena oposada). Per exem-
ple, els arbres filogenetics portats a terme
amb les seqiiencies shotgun de neandertals i
de mamuts sempre mostren branques anor-
malment llargues per a l'especie extingida
comparada amb les especies actuals empa-
rentades; quan s’han suprimit els canvis C-
T i G-A, aquest artefacte desapareix de 'ar-
bre. Per aconseguir esbrinar quins canvis
son reals i quins sén danys post mortem,
s’haura de recuperar especificament cada
un (p. ex,, amb centenars de PCR multiple-
xades) i repetir-ho diverses vegades per als
casos que puguin ser heterozigots per a de-
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terminades variants. Aixo pot ser una feina
gegantina perque, per exemple, entre nean-
dertals i humans moderns s’esperen trobar
entre un i quatre milions de diferencies (és
clar que només aquelles que es trobessin en
exons tindrien interes evolutiu). Alternati-
vament, no caldria fer-ho si s'aconseguissin
cobertures genomiques entre vint i cent (o
almenys més de dotze), quelcom que sem-
bla técnicament i economicament inviable,
excepte en el cas del genoma mitocondrial.

Finalment, aconseguir un esborrany ge-
nomic és un primer pas, pero per entendre
que volen dir els canvis trobats en els dife-
rents gens a escala evolutiva, s’hauran de
fer desenes d’estudis funcionals, semblants
als que ja s’han fet per al gen de la pigmen-
tacié en mamuts i neandertals. La genomica
funcional, ja sigui en estudis in vitro o a par-
tir de models animals (en el cas del genoma
de neandertal, és evident que s’hauran de
«neandertalitzar» ratolins) sera el segiient
pas en els futurs estudis paleogenomics i
marcara un nou horitzoé en el coneixement
dels processos evolutius passats.
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