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Resumen

La evaluacion de las proporciones histoldgicas presentes en la denticion humana ha des-
pertado un especial interés dentro de las ciencias forenses en lo que concierne a las di-
ferencias entre hombres y mujeres. Al mismo tiempo, la evaluacion de las dimensiones
del esmalte y la dentina se ha convertido en una rutina en los estudios taxonémicos en
evolucion humana. En esta tesis doctoral se emplean técnicas de analisis de imagenes
microtomograficas para evaluar las proporciones tridimensionales de los tejidos dentales
de los caninos permanentes pertenecientes a las poblaciones del Pleistoceno de la sierra
de Atapuerca (Espafia), asi como a una amplia muestra dental de humanos modernos de
sexo conocido. El objetivo principal de este estudio es explorar la variabilidad presente
en las dimensiones de los diferentes tejidos dentales de las poblaciones estudiadas,
prestando especial atencion al dimorfismo sexual. Nuestros resultados muestran que en
las poblaciones actuales el complejo dentino-pulpar es absoluta y relativamente mayor en
los caninos de los individuos masculinos que en los de los femeninos. Mientras que en los
individuos femeninos el esmalte es relativamente mas grueso. Este patron histologico tan
caracteristico nos ha permitido definir diversas variables que han sido empleadas para
el desarrollo de una nueva metodologia de estimacion sexual. Los porcentajes de acierto
obtenidos empleando dicha metodologia alcanzan valores de hasta el 92,3% en los seres
humanos modernos, precision comparable a la de otros métodos cominmente aplicados
al craneo o la pelvis. Por otro lado, la evaluacion del patrén histolégico de los caninos
permanentes de los hominidos del Pleistoceno Inferior y Medio de los yacimientos de
Atapuerca nos ha ayudado a mejorar nuestra comprensién sobre la polaridad del patrén
de esmalte fino descrito en la denticion de H. neanderthalensis, asi como a valorar la

evolucion de dicho rasgo en las poblaciones del Pleistoceno de Europa. En concreto, las
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similitudes apreciadas en las proporciones histolégicas de los caninos de Sima de los
Huesos (SH) y Krapina indican que el patron de esmalte fino no puede ser considerado
como un rasgo Unicamente presente en los neandertales clasicos, sino mas bien como
un rasgo compartido por todos los miembros del linaje Neandertal. Por otro lado, las
proporciones de los tejidos dentales de los caninos de Gran Dolina-TD6.2 son similares
a las de los neandertales y hominidos de SH, aunque los valores de su grosor relativo
de esmalte también solapan con la zona inferior del rango de variacién de los humanos
modernos. Esto podria indicar que el patron de esmalte fino surgié hace unos 800 ka en
los caninos H. antecessor, marcando el caracter primitivo del mismo en relacion con H.
neanderthalensis. Finalmente, el estudio de las dimensiones del esmalte y la dentina de
los caninos de la SH nos ha permitido, no sélo ratificar las estimaciones sexuales sugeridas
en estudios previos para algunos individuos de la muestra, sino también estimar el sexo de
los individuos mas jovenes de esta poblacion, de las piezas aisladas, asi como de los dientes
mas desgastados. Del mismo modo, se ha apreciado que el grado de dimorfismo sexual de
los tejidos dentales de SH no superaal de las poblaciones humanas recientes. En base a estos
resultados se puede concluir que las proporciones histoldgicas de los caninos permanentes
pueden ser empleadas de manera fiable para la estimacion del sexo en poblaciones extintas
y actuales, siendo especialmente Utiles en los contextos paleoantropolégicos, en los cuales
otras estructuras esqueléticas tienden a aparecer fragmentadas o estan ausentes, o cuando
lo que se pretende es estimar el sexo de individuos subadultos.

2 CECILIA GARCIA CAMPOS



Abstract

The assessment of the dental tissue proportions in the human dentition with a focus in the
analysis of differences between males and females has triggered a special interest within
forensic sciences. At the same time, the evaluation of the enamel and dentin dimensions
has become a routine in taxonomic studies in human evolution. In this PhD dissertation,
we employed microtomographic image analysis techniques to assess the three-dimen-
sional dental tissue proportions of the permanent canines belonging to the Pleistocene
populations of the Sierra de Atapuerca (Spain), as well as the canines of a large sample of
modern humans of known sex. The main objective of this study is to explore the variability
present in the dimensions of the different dental tissues of the populations under study
and its utility to assess sexual dimorphism. Our study reveals that the dentin-pulp com-
plex of permanent canines in modern humans is absolutely and relatively larger in males,
resulting in a relatively thicker enamel in females.. This histological pattern has allowed
us to define several variables that were used in the development of a new methodology for
sex estimation. The accuracy rates obtained using this methodology reach values of up to
92.3% in modern humans, a reliability comparable to that of other methods commonly ap-
plied to the skull or pelvis. On the other hand, the study of the dental tissue proportions of
the permanent canines of the Early and Middle Pleistocene hominins from the Atapuerca
sites has helped us to improve our understanding about the polarity of the thin enamel de-
scribed as typical of H. neanderthalensis dentition, as well as to assess the evolution of this
trait in the Pleistocene populations of Europe. In particular, the similarities observed in
the dental tissue proportions of the the Sima de los Huesos (SH) and the Krapina canines
indicate that the thinly enameled pattern cannot be considered as a feature only presentin
the classic Neandertals but a trait shared by all members of the Neandertal lineage. Fur-
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thermore, the proportions of the dental tissues of Gran Dolina-TD6.2 canines are similar
to those of the Neandertals and Sima de los Huesos hominins, although the values of their
relative enamel thickness also overlap with the lower range of variation of recent humans.
This finding could indicate that the thinly enameled pattern arose about 800 ka ago in
the canines H. antecessor and as such, this trait should be considered a primitive feature
retained by H. neanderthalensis. Finally, the study of the enamel and dentin dimensions
of SH canines has allowed us not only to ratify the sexual estimations suggested in previ-
ous studies for some individuals in the sample but also to estimate the sex of the youngest
individuals of this population, as well as that of isolated pieces and extensively worn teeth.
Likewise, it has been observed that the degree of sexual dimorphism in the dental tissues
of SH does not exceed that of recent human populations. In conclusion, the dental tissue
proportions of permanent canines can be reliably used for sex estimation in extinct and
extant populations, being especially useful in paleoanthropological contexts, where other
skeletal elements are absent or often appear fragmented, and when we intend to estimate
the sex of subadult individuals.
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Estructura de la tesis doctoral

La estructura de esta tesis doctoral sigue el modelo de tesis doctoral por compendio de
publicaciones, asi como el orden establecido por los objetivos de partida. En total, esta

tesis se compone de ocho capitulos que siguen el esquema que se describe a continuacion.

El primer capitulo, Marco Teodrico, incluye una aproximacién preliminar al estado de
la cuestion del tema central que ocupa esta tesis doctoral. En él se describe brevemente la
importancia de la histologia dental en el estudio de las poblaciones del presente y del pa-
sado. Asimismo, para ayudar a la comprension de esta disertacion, en este capitulo se ex-
plican los principales procesos ontogenéticos que dan lugar al desarrollo de los diferentes
tejidos dentales. Se describe, ademas, la influencia de los genes ligados a los cromosomas
sexuales y de las hormonas esteroideas sobre el desarrollo del esmalte y la dentina. A con-
tinuacion, se incluye una introduccion general sobre el dimorfismo sexual presente en las
poblaciones actuales y del pasado, centrandonos en las tendencias evolutivas del dimorfis-
mo sexual dental, asi como en la variabilidad intrapoblacional presente en las poblaciones

humanas modernas.

En el segundo capitulo, La sierra de Atapuerca: historia y yacimientos, se describe el
contexto histoérico, litoestratigrafico y geocronologico de los yacimientos de Gran Doli-
na-TD6.2 y Sima de los Huesos. Asimismo, se incluye una descripcién de los principales
rasgos morfolégicos de las poblaciones halladas en dichos yacimientos junto con el debate
filogenético asociado a éstas. Todo ello, junto con el contenido del primer capitulo, nos
permite contextualizar los objetivos y las hipétesis de partida, los cuales se describen en el

tercer capitulo de esta tesis doctoral.
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En el tercer capitulo, Objetivos e hipdtesis de partida, se establecen los propésitos prin-
cipales de esta tesis doctoral, los cuales determinaran la estructura de esta disertacion.

En el cuarto capitulo, Material, se caracterizan las muestras forenses y fésiles analiza-
das en esta tesis doctoral. Ademas, en él se incluye la descripcion del contexto historico,
litoestratigrafico y geocronoldgico de las muestras comparativas de La Caune de I’Arago
(Francia) y Krapina (Croacia). Las tablas incluidas en este capitulo contienen los principa-

les datos descriptivos de las piezas dentales analizadas.

El quinto capitulo, Metodologia, hace referencia a la metodologia empleada en este estu-
dio, explicando los principios teéricos de la microtomografia computerizada (micro-CT) y su
utilidad en el estudio de las poblaciones actuales y del pasado. Este capitulo también incluye
los protocolos empleados para el escaneo y el procesado posterior de las imégenes, asi como
una descripcion tedricay de los protocolos de medida de las variables de estudio. Por ultimo,
se detallan los diferentes analisis estadisticos aplicados y los analisis de error de medida.

El sexto capitulo, Resultados, es el cuerpo de esta tesis doctoral. Esta seccion incluye
cuatro articulos (tres publicados y uno en proceso de revision) enviados a revistas indexa-
das en el Science Citation Index (SCI). Ademas, esta seccidn incluye resultados inéditos
obtenidos del estudio comparativo llevado a cabo sobre la denticién permanente de La
Caune de I'’Arago (Francia).

El séptimo capitulo, Discusion, esta dividido en tres secciones principales. La primera
trata sobre el dimorfismo sexual de los caninos permanentes de las poblaciones humanas
modernas. La segunda seccion discute el posible significado de las similitudes y diferen-
cias observadas entre las proporciones de los tejidos dentales de los caninos permanentes
de Gran Dolina-TD6.2 y Sima de los Huesos, y las de otras poblaciones del Pleistoceno
Medio de Europa. En ella nos centramos especialmente en la comparacién con H. nean-
derthalensis y H. sapiens. La tercera seccion trata sobre el dimorfismo sexual presente en

los tejidos dentales de los caninos permanentes de la poblacién de Sima de los Huesos.

El octavo capitulo contiene las Conclusiones. En él se exponen los resultados mas rele-
vantes de este trabajo de investigacion en relacion con cada uno de los objetivos e hipotesis
de partida planteados en el tercer capitulo.

La seccion de Bibliografia contiene la lista de publicaciones citadas en esta tesis doctoral.

Finalmente, la autora de esta tesis doctoral ha colaborado con otros investigadores en
la realizacién de diversos estudios durante el desarrollo de este proyecto de investigacion.
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Estas investigaciones se incluyen en la seccion de Anexos donde ademas se compilan las

presentaciones realizadas en congresos nacionales e internacionales durante este periodo.
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1.1

El papel de la histologia dental en el estudio
de las poblaciones actuales y del pasado

La antropologia dental ocupa un espacio central en el estudio de la evidencia fosil del linaje

evolutivo humano. Las razones por lo que esto es asi son numerosas.

Por un lado, los dientes estan formados por los dos tejidos mas duros del cuerpo hu-
mano. El esmalte es la estructura méas mineralizada del mismo, adaptado para absorber las
tensiones mecanicas y abrasivas producidas durante la alimentacion a lo largo de la vida
del individuo. La matriz de la dentina, por otro lado, se compone de alrededor de un 70%
de componente inorganico mineralizado, lo que la convierte en un tejido elastico pero a la
vez muy duro (Nanci, 2012). Todo ello, hace que la denticidn sea el elemento esquelético
mas susceptible de ser conservado en los depositos geoldgicos. Como resultado, los dientes
representan, con diferencia, el material disponible mas abundante para la documentacién
de las diferentes especies extintas de primates y hominidos no-humanos, por lo que gran
parte de lo que sabemos sobre estos taxones se basa en su anatomia dental.

Por otro lado, los rasgos dentales se consideran altamente hereditarios, selectiva-
mente neutros y conservadores desde un punto de vista evolutivo (Scott & Turner, 2000;
Rathmann et al., 2017). La morfologia y el tamafio dental presentan un alto componente
genético. A esto hay que afiadir que, a diferencia del tejido 6seo, el cual continuamente re-
modelado a través de la actividad de los osteoclastos y los osteoblastos, los tejidos dentales
conservan en gran medida su estructura original una vez finalizan su formacion. Esto se
debe a que la denticion no se ve influida de manera sustancial por los cambios mecanicos
y fisiologicos producidos a lo largo de la vida del individuo, actuando como una entidad
bioldgica aislada del entorno, mas alla del efecto de la erosion dental o de ciertas patolo-
gias (Scott & Turner, 2000). Por ello, los dientes son considerados como la verdadera “caja
negra” del codigo genético, cuya morfologia dental refleja el resultado de la interaccion
entre la herencia genética y la presién selectiva para las adaptaciones funcionales, repre-

sentando una herramienta muy 1til en estudios taxonoémicos y filogenéticos.

La gran cantidad de estudios realizados sobre las caracteristicas dentales de las espe-
cies de hominidos fosiles, evidencia el enorme interés despertado por la antropologia den-
tal entre los paleoantrop6logos (e.g., Bermudez De Castro, 1988; Martinén-Torres et al.,
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2007, 2012; Smith et al., 2007, 2012; Zanolli et al., 2015). En concreto, desde que en 1985
L.B. Martin incluyera en un estudio pionero los primeros protocolos de medida estanda-
rizados para la valoracién de las dimensiones del esmalte y dentina coronal, la evaluacion
bi y tridimensional de los tejidos dentales se ha convertido en una rutina en los estudios
taxonomicos en evolucion humana (e.g., Kono, 2004; Olejniczak et al., 2008a; b; Smith et
al., 2012; Macchiarelli et al., 2013; Skinner et al., 2015; Zanolli et al., 2015; Martin-Francés
etal., 2018). El grosor del esmalte, en particular, ha sido de gran utilidad a la hora de inferir
la identidad taxondmica y las relaciones filogenéticas de las especies de hominidos actuales
y del pasado, ademas ha aportado gran cantidad de informacion sobre el ciclo vital, la dieta
o el comportamiento de dichas poblaciones (e.g., Martin, 1983; Plavcan, 2000; Schwartz,
2000a; Kono, 2004; Grine, 2005; Smith et al., 2005). Para su valoracion se han empleado
dientes desgastados o naturalmente fracturados (e.g., Beynon & Wood, 1986, 1987; Smith
et al., 2003), radiografias laterales (e.g., Zilberman & Smith, 1992; Zilberman et al., 1992;
Faerman et al., 1994; Smith & Zilberman, 1994) y secciones fisicas transversales de la coro-
na (e.g., Martin, 1985; Macho & Berner, 1993; Dumont, 1995; Schwartz, 2000b; Schwartz
& Dean, 2005; Saunders et al., 2007). Sin embargo, en los ultimos afos, los avances en las
técnicas de visualizacién digital médica han permitido obtener medidas bidimensionales
y tridimensionales de las estructuras internas de los dientes empleando modelos digitales
generados a partir de imagenes microtomograficas (e.g., Olejniczak et al., 2008a; b; Feeney
etal., 2010; Zanolli et al., 2010; Buti et al., 2017; Martin-Francés et al., 2018).

La mayor parte del conocimiento sobre la variabilidad de las proporciones de los teji-
dos dentales del linaje evolutivo humano proviene del estudio de la denticién permanente,
especialmente de los molares (Figura 1.1) (e.g., Grine, 2002, 2005; Kono et al., 2002; Smith
et al., 2005; Kono & Suwa, 2008; Olejniczak et al., 2008b; Martin-Francés et al., 2018).
En estos estudios se pudo apreciar la presencia de un patrén histolégico muy concreto en
la denticion posterior de la mayor parte de los grupos de hominidos analizados, incluidos
los humanos modernos. Este patrén, caracterizado por la presencia de un esmalte grueso,
contrastaba con el que se observa en el resto de primates actuales, los cuales presentan un
esmalte relativamente fino (Martin, 1985; Grine & Martin, 1988; Kono, 2004; Tafforeau,
2004; Smith et al., 2005; Olejniczak et al., 2008c). Este engrosamiento del esmalte ya se
aprecia en la denticién de los Australopithecus (Beynon & Wood, 1986; Ramirez Rozzi,
1998; Olejniczak et al., 2008b; Smith et al., 2012; Skinner et al., 2015), marcando el ca-
racter primitivo de dicho rasgo en nuestro linaje. Por otro lado, estudios realizados sobre
la denticion de los primeros representantes africanos del género Homo (Beynon & Wood,

1986; Smith et al., 2012; Pan et al., 2016) asi como de los primeros H. erectus asiaticos
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(Smith et al., 2012; Xing et al., 2014; Zanolli et al., 2015, 2018), mostraron una tendencia
a la disminucién del espesor del esmalte en estos grupos con respecto a los hominidos del
Plio-Pleistoceno. Esta tendencia se mantuvo en las especies de Homo méas tempranas, como
en los neandertales, los H. sapiens fosiles o los humanos modernos (Olejniczak et al., 2008a;
Smith et al., 2012; Zanolli & Mazurier, 2013). Sin embargo, la evidencia del registro fosil su-
giere que durante la transicion entre el Pleistoceno Inferior y el Medio surgieron dos tenden-
cias en las proporciones histolégicas de los molares que se mantuvieron en las poblaciones
posteriores. Mientras en los H. erectus del Pleistoceno Inferior de Asia, asi como en H. an-
tecessor, se aprecia la presencia de un esmalte grueso, rasgo compartido con las poblaciones
posteriores de H. sapiens fésiles y los grupos actuales (Smith et al., 2012; Zanolli, 2014; Za-
nolli et al., 2015, 2018; Martin-Francés et al., 2018), en H. neanderthalensis se observa una
clara disminucion del grosor del esmalte (Macchiarelli et al., 2006, 2013; Olejniczak et al.,
2008a; Kupczik & Hublin, 2010), caracter presente solo en algunos especimenes del Pleisto-
ceno Inferior africano de Eritrea (Zanolli et al., 2014). El esmalte grueso seria, por tanto, la

condicién primitiva de dicho rasgo, mientras que el esmalte fino seria la condicién derivada.

Al contrario de lo ocurre con la denticion posterior, las proporciones del esmalte y
la dentina de la denticidn anterior apenas han sido estudiadas (Schwartz & Dean, 2005;
Saunders et al., 2007; Bayle et al., 2009a; b, 2017; Feeney et al., 2010; Smith et al., 2012;
Zanolli et al., 2014; Buti et al., 2017). Smith et al. (2012) fueron los primeros en evaluar las
dimensiones bidimensionales de los tejidos dentales de la denticion anterior en una mues-
tra fésil amplia. Mas recientemente, Buti et al. (2017) llevaron a cabo un extenso estudio
sobre la variabilidad del grosor del esmalte tridimensional en una muestra que incluia
caninos permanentes de humanos modernos y neandertales. Los resultados obtenidos por
ambos autores coincidieron con los obtenidos previamente del analisis de la denticion
posterior: los incisivos y los caninos de los neandertales presentaban un grosor de esmalte
significativamente menor que los de los humanos actuales. Las diferencias observadas en
la denticion de los miembros de los linajes evolutivos de H. sapiens y H. neanderthalesis
no parecen tener su origen en las dimensiones absolutas del esmalte, ya que su superficie
y/0 volumen parece ser similar en ambos grupos (Olejniczak et al., 2008a; Smith et al.,
2012). Més bien el origen parece encontrarse en el hecho de que en H. neanderthalensis el
esmalte se depositaba sobre una superficie de union entre el esmalte y la dentina méas com-
pleja y de mayores dimensiones, asociada a una expansion del complejo dentino-pulpar
(Smith et al., 2012). La unién de ambas circunstancias resultaria, por tanto, en un menor
grosor de esmalte en comparacion con los humanos modernos (Macchiarelli et al., 2006,
2013; Olejniczak et al., 2008a; Kupczik & Hublin, 2010).
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FIGURA 11 Grosor relativo del esmalte (2DRET) de trece especimenes/muestras medido por varios autores a partir de
secciones transversales de molares mandibulares. De izquierda a derecha: Australopithecus anamensis (AU ANA),
Au. afaransis (AU AFA) y Au. africanus (AU AFR) (Skinner et al., 2015); primeros Homo del este de Africa (EAH) y
del sur de Africa (SAH) (Smith et al., 2012); H. erectus de Java (HER AS) (Zanolli et al. 2015); H. erectus/ergaster
de Eritrea (HER AF) (Zanolli et al., 2014); H. antecessor (TD6) (Martin-Francés et al., 2018); H. heidelbergensis
de Africa (HHA) (Zanolli & Mazurier, 2013); individuos arcaicos del género Homo (HEA) (Smith et al., 2012);
H. neanderthalensis (NEA) (Smith et al. , 2012, Olejniczak et al., 2008a; Kupczik & Hublin, 2010; Macchiarelli,

2013); H. sapiens fosiles (SAP); y humanos modernos recientes (HMR) (Smith et al., 2012).

Por otro lado, el estudio de las dimensiones del esmalte y la dentina de la denticion
permanente de las poblaciones actuales también ha cobrado importancia en el &mbito de
las ciencias forenses. Esto se debe a que en determinados contextos, como en eventos ca-
tastroficos o cremaciones, la mayor parte de las estructuras esqueléticas, incluidas la pelvis
o el craneo, rara vez aparecen en buen estado de conservacién o completas. Los dientes
proporcionan una buena alternativa en estos casos, adquiriendo una especial importancia
cuando no se dispone de otros parametros esqueléticos, ni de ADN, para la identificacion

del individuo. El estudio de la denticion se ha empleado principalmente en las investiga-
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ciones forenses para la estimacion de la edad (e.g., Cameriere et al., 2006; Stavrianos et
al., 2008; Someda et al., 2009) y el sexo (e.g., Ates et al., 2006; Acharya & Mainali, 2007;
Pereira et al., 2010; Zorba et al., 2011). La aparicion de la microtomografia, asi como el
gran numero de trabajos que evidencian la existencia de una influencia de los cromosomas
y las hormonas sexuales sobre los tejidos dentales (e.g., Townsend & Alvesalo, 1985a; b;
Guatelli-Steinberg et al., 2008; Alvesalo, 2009; Ribeiro et al., 2012, 2013; Pentinpuro et
al., 2017), ha hecho que hayan proliferado los estudios sobre el dimorfismo sexual pre-
sente en la histologia dental (Stroud et al., 1994; Harris & Hicks, 1998; Schwartz & Dean,
2005; Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010). Estos estudios han
permitido identificar un patrén sexualmente dimoérfico en las proporciones del esmalte y
la dentina de la denticion permanente. Las piezas dentales de los individuos masculinos
tienden a presentar un mayor componente de dentina que las de los individuos femeninos,
sin embargo, en estos ultimos el esmalte es mas grueso (Stroud et al., 1994; Schwartz &
Dean, 2005; Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010).

Por tanto, tal y como ocurre en muchos otros casos, nos encontramos frente a un rasgo
que en H. sapiens permite diferenciar a los individuos masculinos de los femeninos, pero
que a su vez se emplea en paleoantropologia para establecer la identidad taxondmica de
los restos fésiles. Al igual que en el caso del tamafio del torus supraorbital o la prominencia
de la region glabelar (Ferembach et al., 1980), la presencia de un mayor componente de
dentina frente a un esmalte fino parece distinguir a los individuos masculinos de las pobla-
ciones actuales, pero al mismo tiempo ha sido identificado como un rasgo autopomorfico
del linaje Neandertal, el cual permitiria diferenciar a los miembros de este grupo de los de
otros taxones (Macchiarelli et al., 2006, 2013; Olejniczak et al., 2008a; Kupczik & Hublin,
2010). Todo ello, hace necesario explorar la variabilidad intrapoblacional de dicho rasgo
tanto en las poblaciones actuales como en las del pasado para que éste pueda ser empleado

con fiabilidad como un marcador taxonémico.

1.2
Odontogénesis: desarrollo y formacion

de los tejidos dentales

La denticidn de los vertebrados se compone de cuatro tipos de tejidos: esmalte, den-
tina, cemento y pulpa (Figura 1.2). El primero deriva del ectodermo, mientras que los

tres tipos restantes lo hacen del tejido mesenquimatico originado a partir de células de la
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cresta neural. Por otro lado, el esmalte, la dentinay el cemento son tejidos mineralizados,
mientras que la pulpa es un tejido no mineralizado. A pesar de que la dentina es un tejido
duroy la pulpa es un tejido blando, ambos estan relacionados embrionaria, histologica y
funcionalmente, por lo que a menudo se describen juntos como el complejo dentino-pul-
par coronal (McCauley & Somerman, 2012). En la corona, la dentina y el esmalte entran
en contacto a través de la superficie de unién esmalte-dentina (enamel-dentine junction
surface, EDJ), mientras que en la raiz la dentina contacta con el cemento a través de la su-
perficie de unién cemento-dentina. A diferencia del esmalte, la dentina es un tejido vivo
capaz de responder a diferentes estimulos y sefiales biolégicas aun cuando la formacion

del diente se ha completado.

FIGURA 1.2 Esquema de los tejidos dentales y periodontales. Fuente Gémez & Campos (2009).

El ciclo vital de los 6rganos dentarios comienza en la quinta semana de gestacion,
con el inicio de la formacién de la denticion decidua, y continda a largo de buena parte de
la vida del individuo. Dentro de los grandes hitos producidos durante el mismo, destacan
el inicio de la erupcidn de la denticion decidua a los seis meses y de los primeros dientes
permanentes a los 5-6 afos. Los ultimos dientes que se forman son los terceros molares,
cuya morfogénesis se inicia después del nacimiento, erupcionando en la cavidad bucal en
torno a los 23 afios de edad (Reid & Dean, 2006; McCauley & Somerman, 2012; Irish &
Scott, 2015).
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La odontogénesis es el proceso de desarrollo dental que conduce a la formacion de los
organos dentarios en el seno de los huesos maxilares. En la sexta semana de formacién del
embrién se produce una invaginacién del ectodermo en la region anterior del intestino,
lo que dara lugar a una cavidad bucal primitiva o estomodeo, que quedara limitada por
los procesos frontonasal y mandibular, asi como por los procesos maxilares (Figura 1.3)
(Cate, 1998; Gdmez & Campos, 2009; McCauley & Somerman, 2012). El desarrollo dental
se producira en el estomodeo a través de una serie de brotes epiteliales que se generaran
inicialmente en la region anterior de los procesos maxilares y mandibulares, y que avanzan
a continuacion hacia la region posterior (Irish & Scott, 2015). En el proceso de desarrollo
dental se distinguen dos fases principales: 1) la morfogénesis, que consiste en el desarrollo
y la formacidn de los patrones coronarios y radiculares; y 2) la histogénesis o citodiferen-
ciacion, que conlleva a la formacion de los distintos tejidos dentales. En ellas intervendran
dos capas germinativas: el epitelio ectodérmico, que finalmente formara el esmalte, y el
ectomesénquima, que originard el complejo dentino-pulpar, el cemento, los ligamentos

dentales y los huesos alveolares (Gomez & Campos, 2009).

FicurA 1.3 Vista frontal de un embrién de 27 dias. A los 27 dias el estomatodeo, o
boca primigenia, ya se ha formado y se encuentra delimitado en la parte superior
por la prominencia frontal, en la parte anterior por el proceso frontonasal, asi
como por el maxilar y los procesos mandibulares que se forman a partir del

primer arco braquial. Figura modificada de McCauley & Somerman (2012).

1.2
Proceso de morfogénesis

El ectomesénquima o mesénquima oral, tejido conectivo derivado de la cresta neural em-
brionaria, actia como érgano inductor del brote epitelial, produciendo la proliferacion de
las células basales del ectodermo, el engrosamiento del mismoy la formacion posterior de
la banda epitelial primaria o epitelio oral (Hillson, 1996). Este evento origina el proceso
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de formacion del germen dental que se divide en tres etapas principales: 1) etapa de brote
0 yema dentaria, 2) etapa de casquete y 3) etapa de campana (Figura 1.4) (McCauley &
Somerman, 2012).

FIcURA1.4 Las principales etapas del desarrollo dental. Figura modificada de McCauley & Somerman (2012).

La etapa de brote o yema dentaria comienza con la invaginacion del epitelio oral en
el ectomesénquima y la formacién de la lamina dental, que dara lugar a los érganos den-
tales, y la ldmina vestibular, que formara el vestibulo que separara el labio de la boca. En
la séptima semana de gestacion la lamina dental se alarga formando el primordio dental o
placode, que presenta una capa exterior de células cilindricas planas y una interna de célu-
las poligonales o estrelladas. El placode a su vez se encuentra rodeado por la papila dental,
una condensacion celular de tejido mesenquimatico que dara lugar a la pulpa dental. La
transicién desde la etapa de brote a la etapa de casquete se inicia con la invaginacion de
la zona apical del brote dental. En esta zona se formara el érgano de esmalte a partir de

una agregacion de células epiteliales. El epitelio lateral del brote crece hacia abajo, for-
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mando las asas cervicales a partir de las cuales se iniciara la extension de la corona. En la
novena semana de gestacion, el brote dental dara lugar, finalmente, al casquete dentario
que se dividira en tres estructuras principales: el epitelio interno, el epitelio externo y el
reticulo estrellado. Las células periféricas del mesénquima dental se condensan en esta
etapa en torno al érgano del esmalte y la papila dental, dando lugar al foliculo dental.
En la etapa de campana, el germen dental crece rapidamente adquiriendo la forma de la
corona dental. Surgen entonces los nédulos secundarios de esmalte en los puntos princi-
pales del pliegue epitelial que determinaran la posicion de las futuras clspides dentales.
La histogénesis comienza en esta etapa. Las células mesenquimaticas de la papila dental,
localizadas directamente debajo del epitelio del germen dental, se diferencian dando lugar
a los odontoblastos que formaran la matriz organica de la dentina. Las células epiteliales
yuxtapuestas se diferencian a su vez dando lugar a los ameloblastos que depositaran la
matriz del esmalte. La siguiente fase de secrecion matricial comienza entonces en la punta
de las futuras cuspides secundarias. Posteriormente, ambas matrices sufriran un proceso

de mineralizacion, dando lugar como resultado al esmalte y dentina definitivos.

La morfogénesis radicular comienza cuando la corona se ha completado, guiada por
el crecimiento de la regién cervical del epitelio dental (Nanci, 2012). El reticulo estrellado
desaparece en las asas cervicales y los epitelios interior y exterior del esmalte entran en
contacto, formando la vaina radicular epitelial de Hertwig (the Hertwig epithelial root
sheath, HERS). La formacién de la raiz se regula entonces por la interaccion entre la HERS
y el mesénquima dental. Las células de la HERS proliferan, pero no se diferencian en ame-
loblastos, sino que se desintegran generando los restos de células epiteliales de Malassez
(the epithelial cell rests of Malassez, ERM) que formaran una matriz reticular en la super-
ficie de la raiz. Las células del foliculo dental que estan en contacto con la dentina radicular
se diferencian en cementoblastos. El resto de las células foliculares formaran los ligamen-
tos periodontales que uniran el diente con el hueso alveolar. La erupcion del diente en la
cavidad bucal se produce poco después del inicio de la formacion de la raiz. EIl esmalte co-
ronal en este momento todavia esta cubierto por las células epiteliales del 6rgano de esmal-
te. Estas se eliminaran por apoptosis a medida que el diente es empujado hacia el exterior.

1.2.2
Formacion del esmalte y la dentina coronales

La histogénesis, o proceso de diferenciacion de los diferentes tejidos dentales, se inicia
durante la etapa de campana tardia y da como resultado formacién de esmalte (amelogé-
nesis) y la dentina (dentinogénesis). Tras un proceso de diferenciacion celular inicial en la
membrana basal, se produce una interaccién reciproca entre el epitelio interno del érgano
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de esmalte y las células de la papila dental. Las primeras inducen a las segundas a formar
los odontoblastos, que generan la matriz de pre-dentina, y que a su vez induciran a los
ameloblastos a formar el esmalte (Figura 1.5).

FIGURA 1.5 El proceso de histogénesis. Varias capas histoldgicas, que se diferencian durante la etapa de campana
tardia, dan como resultado la formacidn del esmalte (amelogénesis) y la dentina (dentinogénesis). Tras un proceso
de diferenciacion celular inicial en la membrana basal, se produce la secrecion de las matrices orgénicas del es-
malte y la dentina que posteriormente se mineralizan. La membrana basal se convertira entonces en la superficie
de unioén entre el esmalte y la dentina (Enamel and dentine juntion surface, EDJS). Figura modificada de Irish &

Scott (2015).

En el érgano de esmalte las células ectodérmicas se diferencian dando lugar a los
preameloblastos, que se localizan frente a los odontoblastos, separados por la membra-
na basal. Los preameloblastos daran lugar a los ameloblastos que sintetizaran y secreta-
ran una matriz proteica que saldra al espacio extracelular, anteriormente ocupado por la
membrana basal, a través de los procesos de Tome (Figura 1.5) (Brownell & Slavkin, 1980).
La matriz extracelular del esmalte, compuesta principalmente por amelogenina y amelo-
blastina, actuara de interfaz activa en la posterior deposicion de los cristales de hidroxia-
patita (Fincham et al., 1999). Una vez producida dicha deposicién, una gran variedad de
proteinas se encargardn de eliminar la mayor parte de esta matriz proteica degradando la
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amelogeninay laameloblastina (Bartlett et al., 2004; Simmer & Bartlett, 2004). Cuando la
formacion del esmalte finaliza, su componente proteico sera menor al 0,5% (Smith, 1998),
siento el 99,5% restante cristales inorganicos de hidroxiapatita (Simmer & Fincham, 1995;
Robinson et al., 1998; Smith, 1998; Fincham et al., 1999).

La formacion de la dentina sigue los mismos principios que guian la formacion de
otros tejidos duros como el cemento o el tejido 6seo. Durante la dentinogénesis, los odon-
toblastos se diferencian a partir de las células ectomesenquimales derivadas de la cresta
neural, presentes en la papila dental. Los ameloblastos del epitelio interno del 6rgano de
esmalte envian sefales a las células ectomesenquimales no diferenciadas que se elongaran
dando en primer lugar a los preodontoblastos y mas tarde a los odontoblastos. Los odonto-
blastos sintetizan y secretan entonces una matriz extracelular de tipo I, no mineralizada 'y
rica en colageno, o predentina, que posteriormente se mineraliza a través de la deposicion
de los cristales de hidroxiapatita. La matriz final de la dentina se compone, aproximada-
mente, de un 70% de cristales de hidroxiapatita, un 20% de componentes organicos (de los
cuales el 90% es colageno) y un 10% de agua (Nanci, 2012). El resultado es un tejido elas-
tico mas duro que el cemento o el tejido 6seo, pero mas blando que el esmalte. A pesar de
que la formacion de la dentina radicular se produce también a partir de los odontoblastos,
su estructura y composicién es diferente a la de la dentina coronal. Ademas de la dentina
primaria, formada durante el desarrollo dental y a lo largo de la vida del individuo, se for-
maran también una dentina secundaria, en la cavidad pulpar, y una dentina terciaria, ge-
nerada en respuesta a estimulos externos como la erosion o las caries. La dentina primaria
y la secundaria (dentinas fisiologicas) son casi idénticas, sin embargo la dentina terciaria
(dentina patolégica) difiere de ambas tanto morfologicamente como en su composicion
guimica (D’Souza et al., 1995; Moses et al., 2006).

1.2.3

El papel de los cromosomas sexuales y otros factores epigenéticos en el
desarrollo de los tejidos dentales

El desarrollo dental es un proceso multifactorial, multinivel y multidimensional, que ocu-
rre de manera progresiva a lo largo del tiempo (Brook, 2009; Brook et al., 2014). Por una
parte, es el resultado de una compleja interaccion de factores genéticos, ambientales y
epigenéticos, modificaciones estables y hereditarias del genoma que pueden alterar la ex-
presion génica, pero que no alteran la secuencia de ADN subyacente (Russo et al., 1996).
Estas interacciones pueden darse tanto a nivel molecular como celular, o incluso extrace-

lular, generando diversos resultados macroscopicos que quedan reflejados en la anatomia
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externa e interna de la denticion de cada grupo. El desarrollo dental es también multidi-
mensional, ya que implica cambios en el tamafio y la forma de los gérmenes dentales que
ocurren en las tres dimensiones. La cuarta dimensién es el tiempo. El desarrollo dental es
un proceso progresivo que ocurre durante largos periodos de tiempo, aunque existen cier-
tas etapas mas determinantes. En resumen, y tal y como indicé Brook en 2009, las diferen-
tes interacciones, gradientes y efectos espaciales de multiples genes, factores epigenéticos
y ambientales influyen en el desarrollo de los dientes individuales, grupos de dientes y la

denticion en su conjunto.

FIGURA 1.6 Espesor medio del esmalte (A) y la dentina (B) de los caninos maxilares permanentes de la mujeres y
hombres cromosémicamente normales (46,XX y 46, XY, respectivamente) y de individuos con varias anomalias
cromosomicas sexuales incluyendo: mujeres 45,X y 47,XXX; y hombres 47,XXY y 47,XYYY. Los espesores del
esmalte y la dentina se midieron empleando a partir de radiografias estandarizadas. Figura obtenida de Alvesalo

(2009) que se incluyen datos de varios estudios.
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Segun muestran diversos estudios, la proporcién en la que se expresan los diferentes
tejidos en la denticion humana tiene un importante componente génetico, asimismo se ve
fuertemente influenciada por la accion de las hormonas sexuales (e.g., Townsend & Alve-
salo, 1985a; b; Guatelli-Steinberg et al., 2008; Alvesalo, 2009; Ribeiro et al., 2012, 2013;
Pentinpuro et al., 2017).

FIGURA1.7 Representacion de los genes AMELX y AMELY, y de sus productos transcripcionales. A izquierda se mues-
tra la ubicacion del gen AMELX y el pseuodogen AMELY en los cromosomas X e Y humanos, respectivamente. En
el gel de agarosa que se muestra a la derecha se observan los resultados de la PCR con los primers de amelogenina
producidos por el ADN femenino (carril izquierdo) y el masculino (carril central). El carril derecho contiene mar-

cadores de tamafo del ADN. Figura modificada de Brown & Brown (2011).

Se han identificado mas de 300 genes implicados en el proceso de odontogénesis
(Thesleff, 2006). En concreto, los numerosos estudios realizados durante las décadas de
1980 y 1990 por Lassi Alvesalo y Grant C. Townsend, entre otros, sobre individuos con
diferentes anomalias cromosdmicas asociadas a los cromosomas sexuales, permitieron
describir la influencia de los genes ligados a estos cromosomas sobre los tejidos dentales,
asi como sobre el tamafio dental general (e.g., Alvesalo & Tammisalo, 1981; Alvesalo et al.,
1985, 1987, 1991). En estos trabajos se observo que mientras que los genes asociados al
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cromosoma X parecian influir solo en el crecimiento del esmalte, aquellos ligados al cro-
mosoma Y parecian tener efecto tanto en la amelogénesis (formacion del esmalte) como en
la dentinogénesis (formacion de la dentina), aumentando la actividad mitética dentro de
la lamina dental (Alvesalo, 2009; ver también la Figura 1.6). De este modo, por ejemplo,
se observo que la denticion permanente y decidua de los hombres 47,XYY (con un cromo-
soma Y de mas), era por lo general mas grande que la de los hombres cromosémicamente
normales (46,XY) y presentaba un mayor grosor de esmalte y de dentina (e.g., Alvesalo et
al., 1975; Alvesalo & Kari, 1977; Alvesalo & Portin, 1980; Townsend & Alvesalo, 1985a; b;
ver también la Figura 1.6). Asimismo, los hombres 47,XXY (con un cromosoma X de mas)
también presentaban una denticion de mayor tamafio, pero en este caso destacaba prin-
cipalmente el importante aumento de su grosor de esmalte, que superaba al observado en
mujeres y hombres cromosémicamente normales (e.g., Alvesalo et al., 1975, 1991; Alvesalo
& Portin, 1980; ver también la Figura 1.6). Por otro lado, la denticion de las mujeres 45,X
(con un cromosoma X de menos) era mas pequena y con un esmalte mas fino que la de las
mujeres control (46,XX) (e.g., Filipsson et al., 1965; Kari et al., 1980; Alvesalo & Tammisa-
lo, 1981; Townsend et al., 1984; Zilberman et al., 2000; ver también la Figura 1.6).

En la mayor parte de estos estudios se emplearon radiografias para la valoracion de
las dimensiones de los diferentes tejidos dentales, lo que dificult6 la aplicacion de los pro-
tocolos de medida de forma estandarizada. Esto hizo que sus resultados, a pesar de su
relevancia, tuvieran que ser considerados con cierta cautela. Sin embargo, las evidencias
obtenidas en investigaciones posteriores sobre los loci de la amelogenina humana, la cual
parece ser la principal intermediaria en la interaccion entre los cromosomas sexuales y los
tejidos dentales (Fincham et al., 1991, 1999; Salido et al., 1992), parecen apoyar los resulta-
dos obtenidos en estudios sobre aneuploidias de los cromosomas sexuales. La amelogeni-
naes el principal componente proteico de la matriz organica del esmalte, y sus genes se ex-
presan principalmente en el cromosoma X (AMELX), aunque también se ha detectado una
la copia de su gen en el cromosoma Y (AMELY)(Fincham et al., 1991, 1999; Salido et al.,
1992; ver Figura 1.7). Muchos estudios han evidenciado que AMELX y AMELY intervienen
no solo en la formacion del esmalte, sino que ademas actiian como una sefial molecular
influyendo sobre los procesos de mineralizacion de otros tejidos (Hammarstrom, 1997;
Zeichner-David et al., 1997; Nanci et al., 1998; Papagerakis et al., 1999; Veis et al., 2000).
Los productos transcripcionales de ambos genes interactlan con las células de mesénqui-
ma inmaduras, incidiendo sobre la maduracién del linaje condrogénico/osteogénico (Veis
et al., 2000). Asimismo, se han detectado receptores de los mismos tanto en el epitelio

radicular (Fong & Hammarstrom, 2000; Fukae et al., 2001) como en la dentina (Inai et al.,
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1991; Bronckers et al., 1993; Nakamura et al., 1994; Nanci et al., 1998). Como resultado,
las diferencias cuantitativas y cualitativas en los productos transcripcionales de AMELXy
AMELY influyen tanto en el esmalte como en la dentina, asi como en la proporcion en la
gue éstos se expresan en las piezas dentales (Salido et al., 1992; Schwartz & Dean, 2005).
Del mismo modo, las alteraciones genéticas que afecten a estos genes causan diferentes
defectos que pueden observarse en ambos tejidos (Hu et al., 2006; Cho et al., 2014).

Por otro lado, actualmente existe un debate abierto acerca de la influencia que las
hormonas sexuales tienen sobre el dimorfismo sexual de los dientes (e.g., Gingerich, 1974;
Kondo et al., 2005; Kondo & Townsend, 2006; Smith et al., 2006; Guatelli-Steinberg et al.,
2008). Por un lado, Guatelli-Steinberg et al. (2008), en un estudio basado en los niveles de
testosterona postnatal, sugirié que el dimorfismo sexual presente en la denticion humana
tenia principalmente relacion con el efecto promotor del cromosoma Y, atribuyendo a las
hormonas sexuales un rol menor en el desarrollo de los dientes. Sin embargo, estudios
realizados en mellizos permitieron evaluar el efecto de los niveles intrauterinos las hormo-
nas sexuales masculinas sobre el tamafio dental (Dempsey et al., 1999; Ribeiro et al., 2012,
2013). Estos estudios se basaron en la hipétesis de la Transferencia de testosterona entre
mellizos (TTT, the Twin Testosterone Transfer hypothesis).

FIGURA 1.8 Cambios en los niveles plasmaticos de hormonas sexuales esteroideas a lo largo de la vida de las mujeres
y los hombres. Los niveles hormonales aparecen representados como un porcentaje de los valores normales hor-
monales. Se puede apreciar la existencia de una mini pubertad transitoria durante la primera infancia, una bajada
de los niveles hormonales durante la infancia, que vuelven a incrementarse en la pubertad. Durante la menopausia
los niveles de estrogenos disminuyen en las mujeres, alcanzando valores similares a los de los hombres. Fuente:

Dorak (2017).
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La hipotesis TTT se propuso a partir de los resultados obtenidos en varios estudios que
demostraron que los andrégenos pueden difundirse de un feto masculino a uno femenino
dentro del Gtero, lo que altera sus rasgos morfologicos y comportamentales (e.g., Miller,
1994; Miller & Martin, 1995; Peper et al., 2009; Tapp et al., 2011; Mareckova et al., 2015).
Esta hipotesis se ha explorado comparando el desarrollo de ciertos rasgos sexualmente
dimorficos entre mujeres de parejas de mellizos del sexo opuesto (dizygotic opposite-sex
twin pairs, DZOS), mujeres de parejas de mellizos del mismo sexo (dizygotic same-sex
twin pairs, DZSS) y mujeres de parejas de gemelos (monozygotic twin pairs, MZ). En
estos estudios se apreciaron diferencias muy significativas en el tamafo de los dientes de
mujeres DZOS en comparacién con los de las mujeres DZSS o MZ (Dempsey et al., 1999;
Ribeiro et al., 2013).

Con respecto al efecto de las hormonas sexuales sobre los diferentes tejidos dentales,
Zilberman y Smith (2001) estudiaron la hipotesis de que la actividad odontobléstica es-
tuviera influenciada por las hormonas sexuales, lo que les permiti6 apreciar variaciones
en el grosor de dentina a lo largo de la vida de los individuos. Por otro lado, en un estudio
realizado por Schwartz et al. (2001) en el que se evaluaron los tejidos dentales de los ca-
ninos de diferentes especies de hominoidos actuales, incluido el ser humano, se llegé a la
conclusion de que: “las diferencias sexualmente dimorficas en las tasas de secrecion son
mas evidentes a nivel de la EDJ e inexistentes en el esmalte exterior”. Todo ello abrio la
puerta a la hipétesis de que las diferencias en las proporciones de los tejidos dentales en-
tre ambos sexos podria deberse a las diferencias en las tasas de deposiciéon de la dentina
secundaria que surgen a lo largo de la vida de los hombres y las mujeres (Zilberman &
Smith, 2001). La presencia de receptores para la hormona de crecimiento (growth hor-
mone, GH) en la ldmina dental podria proporcionar una pista adicional acerca del proce-
so a través del cual las hormonas sexuales podrian estar influyendo en el desarrollo de los
distintos tejidos dentales (Zhang et al., 1997). Esta hormona es el principal regulador del
crecimiento y desarrollo postnatal (Giustina & Veldhuis, 1998) y tiene una fuerte influen-
cia en el desarrollo de los tejidos orales (Slootweg, 1993). En particular, GH es capaz de
inducir la proliferacion de las células madre epiteliales, la diferenciacién preameloblasti-
cay la formacién de la matriz extracelular de la dentina (Young et al., 1992). Numerosos
estudios sostienen la existencia de una influencia de los estrogenos, asi como de otras
hormonas esteroideas sexuales, sobre la secrecion de GH (Saggese et al., 1997; Alonso
& Rosenfield, 2002; Meinhardt & Ho, 2006). Mientras que a concentraciones bajas de
estrégenos se induce la secrecion de GH, a concentraciones mas altas se inhibe dicha

secrecion (Alonso & Rosenfield, 2002). Zilberman y Smith (2001) observaron que las di-
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ferencias en el espesor de la dentina entre hombres y mujeres eran mas marcadas durante
la pubertad, cuando los niveles de estrégeno son mas altos en las mujeres, sin embargo
la formacion de la dentina parecia aumentar repentinamente en las mujeres durante su
cuarta década de vida, cuando los niveles de estrégeno disminuyen (Woods et al., 1990;

ver también la Figura 1.8).

Todos estos estudios han aportado evidencias que apoyan que los cromosomas sexua-
les y las hormonas sexuales, conforman un complejo sistema adaptativo que interviene en
el desarrollo de los tejidos dentales, afectando al dimorfismo sexual presente en el tamafio
general de la denticién. Sin embargo, ain quedan muchas preguntas sin responder sobre
la formay el alcance de la influencia que ambos factores pueden llegar a tener sobre las di-
mensiones de los diferentes tejidos dentales. La respuesta a estas preguntas puede hallarse
en futuros estudios sobre la denticién decidua y permanente de individuos con diversas
patologias cromosdmicas, asi como de la de sus parientes de primer grado. Del mismo
modo, es necesario investigar acerca de como las diferentes combinaciones de hormonas
sexuales, asi como los cambios en sus niveles de concentracion, afectan a la actividad de

los odontoblastos en las diferentes clases dentales.

1.3
El dimorfismo sexual en las poblaciones humanas

El dimorfismo sexual se define como las diferencias en tamafio y forma entre los machos
y hembras de la misma especie. Desde un punto de vista biolégico pueden distinguirse
dos tipos de caracteres sexuales: los caracteres sexuales primarios y los caracteres se-
xuales secundarios. Los primeros se relacionan con los procesos de apareamiento y/o
reproduccion, mientras que los segundos son todas aquellas diferencias existentes entre
los machos y hembras de una especie que no se asocian directamente con los procesos de
reproduccidon. El término “dimorfismo sexual” suele reservarse para las diferencias se-
xuales secundarias, particularmente si se cree que surgen de la seleccién sexual (Crook,
1972).

Todos los primates antropoideos, incluidos los humanos, son sexualmente dimérficos
en mayor o menor medida. Los caracteres sexuales secundarios mas obvios en los prima-

tes son el dimorfismo presente en la masa corporal y en el tamafo de los caninos (Plavecan,
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2001). Los machos presentan dimensiones més grandes que las hembras en ambos casos
(Plavcan, 2001). Las especies que presentan diferencias mas marcadas en la masa corpo-
ral son los gorilas, orangutanes, mandriles, babuinos y monos probdscidos, llegando los
machos a duplicar en tamafio a las hembras (e.g., Crook, 1972; Clutton-Brock et al., 1977;
Leutenegger & Kelly, 1977; Plavcan & van Schaik, 1997; Smith & Jungers, 1997). En el lina-
je evolutivo del ser humano, las diferencias en la masa corporal entre ambos sexos parecen
haber disminuido desde los primeros representantes del género Austhralopithecus hasta
las poblaciones actuales (e.g., McHenry, 1991, 1994a; b; Richmond & Jungers, 1995; Loc-
kwood et al., 1996; Harmon, 2006; Gordon et al., 2008; Kimbel & Delezene, 2009; Ruff
et al., 2018). Del mismo modo, la reducciéon del tamano y del dimorfismo de la corona de
los caninos es uno de los principales rasgos que caracterizan a los hominidos (e.g., Hai-
le-Selassie, 2001; Senut et al., 2001; Brunet et al., 2002; Haile-Selassie et al., 2004; White
et al., 2006). Como resultado, las poblaciones humanas de hoy en dia presentan un grado
modesto de dimorfismo sexual, ligeramente superior al que se observa en los chimpancés
(Gordon et al., 2008).

Una de las principales preocupaciones de los paleoantropdlogos es llevar a cabo una
correcta interpretacion de la variabilidad observada en el registro fosil. El dimorfismo se-
xual es una parte importante de dicha variabilidad, por lo que desempefia un papel clave
en los estudios taxonémicos, dificultando, en algunos casos, en el establecimiento de re-
laciones filogenéticas entre los grupos (e.g., Stringer, 1986; Johanson et al., 1987; Wood,
1992b; Antdén, 2003; Skinner et al., 2006). En este sentido, el dimorfismo sexual ha jugado
un papel clave en los debates sobre el significado biologico de la variabilidad presente en
los primeros representantes del género Homo, especialmente Homo habilis, Homo ru-
dolfensis y Homo erectus (e.g., Wood, 1992; Miller, 2000; Anton, 2003; Skinner et al.,
2006; Rightmire et al., 2008). El estudio de la variabilidad sexual de las poblaciones del
pasado puede, por tanto, resultar una herramienta muy util que permite a los investiga-
dores determinar si las diferencias o similitudes observadas en el registro fosil son méas
consistentes con niveles de variacion intraespecificos, o, si por el contrario, se encuentran
frente a dos especies diferentes. Por ello, tanto la arqueologia como la paleoantropologia
han mostrado un gran interés en este tema, no sélo porque permite reconstruir los perfiles
demograficos de poblaciones antiguas, sino porque ademas proporciona informacién muy
util sobre el ciclo vital, la evolucion o el comportamiento de las poblaciones (e.g., Alt et al.,
1998; Plavcan, 2000, 2012; Irish & Scott, 2018).

Asimismo, la estimacion del sexo es un aspecto fundamental en la investigacion fo-

rense, siendo uno de los pasos mas importantes en la reconstruccion del perfil biologico
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de los restos humanos, permitiendo excluir aproximadamente a la mitad de la poblacion
durante los procesos de identificacion (e.g., Stewart, 1979; Buikstra & Ubelaker, 1994; Ro-
bling & Ubelaker, 1997; Wescott, 2000; Kimmerle et al., 2008; Bytheway & Ross, 2010;
Gonzalez et al., 2011).

1.31
Tendencias evolutivas del dimorfismo sexual dental

En su libro The Descent of Man, and Selection in Relation to Sex (El origen del hombre y
la seleccion en relacion al sexo), publicado en 1872, Darwin escribio que “En los anima-
les cuyos sexos estan separados, los machos difieren necesariamente de las hembras por
sus distintos 6rganos de reproduccion, que constituyen los caracteres sexuales prima-
rios. Pero, ademas, los sexos difieren por lo que Hunter ha llamado caracteres sexuales
secundarios, los cuales no estan directamente relacionados con el acto de la reproduc-
cion...” (Darwin, 1872, pag. 194). En esta publicacion, Darwin destacé que muchos de
estos caracteres sexuales no eran ventajosos desde un punto de vista ecolégico, por lo
gue sugirié que la seleccién natural podia no estar detras de la aparicién de los mismos.
Darwin defini6 entonces lo que él denomin6 como “la seleccion sexual”, escribiendo que:
“depende no de una lucha por la existencia en relacion con otros seres organicos o con-
diciones externas, sino de una lucha entre los individuos de un sexo, generalmente los
machos, por la posesion del otro sexo” (Darwin, 1872, pag. 465). Sus estudios sobre los
mecanismos de seleccién intra e intersexual que actian en animales llevaron a Darwin a
proponer que estos mismos procesos debieron haber influido, también, en la evolucion
de los rasgos sexualmente dimorficos en los seres humanos. Esto le llevo a especular
sobre el papel de la seleccion sexual en la variabilidad observada en las poblaciones
humanas actuales. Desde que Darwin realizara sus descubrimientos concernientes a las
leyes de la seleccion natural y sexual (1859; 1872) hasta la actualidad, el registro fosil se
ha incrementado de manera sustancial, tanto en lo que respecta a los primeros homini-
dos de Africa como a la posterior evolucion del género Homo en Africay Eurasia, lo que
ha permitido completar el complejo arbol filogenético al que pertenecemos los humanos

modernos recientes.

Muchos expertos sostienen que el dimorfismo sexual en el tamafo corporal fue mu-
cho mayor en los primeros hominidos que en la actualidad, habiéndose producido una
reduccion gradual del mismo, de manera mas o menos constante, durante el curso de la
evolucion humana (Wolpoff et al., 1976; Brace & Ryan, 1980; Wood, 1992b). Sin embar-

go, cuando tratamos de verificar esta hipotesis surgen varios problemas. Por un lado, la
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notable escasez de fésiles disponibles, en particular del esqueleto postcraneal, ha hecho
que los investigadores se hayan visto obligados a combinar los restos de yacimientos dis-
tanciados geograficamente y cronolégicamente para estimar el tamano corporal de una
especie (e.g., Wolpoff et al., 1976; Trinkaus, 1980; McHenry, 1992, 1994a; b). Esto les ha
llevado a arriesgarse, en muchos casos, a que la variacion interpoblacional o las fluctua-
ciones diacrénicas puedan estar contribuyendo mas a la variacion de la muestra que el
propio dimorfismo sexual. Por ello, a pesar de que las estimaciones del tamafo corporal
y del dimorfismo sexual en los hominidos fésiles se citan a menudo en la literatura antro-
poldgica, éstas deben ser tratadas con considerable precaucion. Otro problema consiste
en establecer si un espécimen en particular es un macho o una hembra. Ciertos rasgos,
como el tamafio del torus supraorbital, la prominencia de la regién glabelar, la morfo-
logia de la pelvis o la robustez de ciertas inserciones musculares, que en H. sapiens son
excelentes marcadores de dimorfismo sexual (Ferembach et al., 1980), se han empleado
también para diferenciar a los diferentes taxones dentro del linaje humano (e.g., Brace,
1962; Brose & Wolpoff, 1971; Trinkaus, 1976). En este punto, el desconocimiento de la
variabilidad intrapoblacional de las especies/ poblaciones del pasado puede resultar un
handicap importante. Por ello, el criterio més simple, y generalmente extendido, para
diferenciar los machos y las hembras consiste es establecer que dentro de la muestra
aquellos elementos esqueléticos de mayor tamafio y robustez pertenecen a individuos
masculinos y aquellos de menor tamafio y mas graciles a individuos femeninos (Plavcan,
2012). Sin embargo, cuando s6lo se dispone de pequefios fragmentos del esqueleto para
su determinacion o cuando el dimorfismo sexual es escaso, la estimacion del sexo puede

llegar a complicarse de manera notable.

Estos problemas se hacen especialmente patentes cuando se pretende estudiar los
primeros hominidos africanos. En la base del arbol filogenético humano, cuyas raices
africanas incluyen los antepasados comunes de los humanos y los chimpancés, se encuen-
tran varios géneros de primates fésiles descritos a través de unos pocos restos fragmen-
tarios: Sahelanthropus, Orrorin y Ardipithecus (Stringer & Andrews, 2005). Un craneo
con una capacidad relativamente pequefa (360 cc) y algunos rasgos en su anatomia que
sugieren bipedestaciéon y postura erguida (posicion del foramen magno) es el Unico resto
conocido de la especie Sahelanthropus tchadensis (Brunet et al., 1995, 2002; Zollikofer
et al., 2005). Esta especie vivié en la region del Sahara que actualmente corresponde al
Chad hace 7 Ma (Brunet et al., 2004; Lebatard et al., 2008). Aan menos conocidas son las
especies Orrorin tugenensis (6 Ma), Ardipithecus ramidus (4,4 Ma) y A. kadabba (5,5
Ma), las cuales han sido descritas a través de algunos fragmentos de mandibulay del es-
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queleto postcraneal (Haile-Selassie, 2001; Senut et al., 2001; Haile-Selassie et al., 2004;
Richmond & Jungers, 2008).

Los escasos restos pertenecientes a estos taxones no permiten llevar a cabo una es-
timacion precisa del dimorfismo sexual de su tamano corporal. Sin embargo, ya en estos

primeros especimenes se puede apreciar un patron dental que les diferencia del resto de

FiIcurAa 1.9 Cambios producidos en el tamafio de los caninos y en el canine-premolar honing complex en los primeros
hominidos africanos. En la parte superior se aprecian ilustraciones de la vista lateral de un macho y una hembra
del género Macaca, asi como del canine-premolar honing complex de ambos individuos (Plavcan, 2001). Este
tax6n muestra el marcado dimorfismo sexual que caracteriza a los primates cercopitécidos. En la zona inferior
encontramos ilustraciones de la vista lateral del craneo y el canine-premolar honing complex los géneros: Pongo;
Ardipithecus, reconstruccion realizada por Suwa et al. (2009) a partir del craneo ARA-VP-6/500 y las mandibulas
ARA-VP-1/401y ARA-VP-6/500; Australopithecus, reconstruccion realizada por Kimbel et al. (2005). Imagen mo-

dificada de Hunt (2015), Plavcan (2001) y Haile-Selassie et al. (2004).
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primates actuales, el cual parece indicar cierta disminucion de la variabilidad intersexual.
Este patron consiste en una notable reduccion del tamafio de los caninos, que son me-
nos afilados, asi como por el denominado canine-premolar honing complex (Figura 1.9)
(Haile-Selassie, 2001; Senut et al., 2001; Brunet et al., 2002; Haile-Selassie et al., 2004;
Semaw et al., 2005). Este Gltimo rasgo surge como resultado del contacto entre el canino
superior, y el canino y el tercer premolar (LP3) inferiores. Cuando la altura de la corona de
los caninos hace que sobresalgan mas alla del plano oclusal, al moverse éstos generan un
patrén de desgaste que agudiza el filo de los caninos, especialmente el de los superiores.
Este proceso, asi como la presencia de unos LP3 mas afilados, da lugar al canine-premo-
lar honing complex (Walker, 1984). Este caracter tiene un papel importante en procesos
competencia intra e interespecifica, por lo que resulta ser altamente dimorfico en muchas
especies de primates, presentando los machos un mayor desarrollo del mismo (Figura
1.9) (Greenfield, 1992; Greenfield & Washburn, 1992; Plavcan et al., 1995; McGraw et al.,
2002). Por tanto, la reduccién del tamano de los caninos, asi como la modificacion de la
morfologia del LP3 y de los patrones de macrodesgaste, parece indicar una disminucion
del dimorfismo sexual en estos primeros hominidos africanos, lo que ha sido considerado
como un caracter derivado basal tipico del linaje hominino (Haile-Selassie, 2001; Senut
et al., 2001; Brunet et al., 2002; Haile-Selassie et al., 2004; Semaw et al., 2005; White et
al., 2006).

También en Africa, en una localizacion extensa entre el sur, el centro y el este del con-
tinente, se han hallado, descrito y definido hasta seis especies del género Australopithecus
(Au.). La mas antigua de ellas es Au. anamensis (4,2-3,9 Ma), localizada en Africa oriental
(Leakey et al., 1995; Ward et al., 2001, 2010), y la mas joven es Au. sediba, encontrada
en Malapa, Sudéfrica (1,98 Ma) (Berger et al., 2010; Pickering et al., 2011). Au. afarensis
(3,7-3,0 Ma) (Johanson et al., 1987; Kimbel & Delezene, 2009) y Au. garhi (2,5 Ma) (As-
faw et al., 1999; Brown et al., 2013), hallados en Africa oriental, asi como Au. africanus
(2,8-2,0 Ma) (Dart, 1925; Herries & Shaw, 2011) en Sudafrica, completan este género. De
entre todos los restos de los australopithecos, el mas conocido es el esqueleto de “Lucy”.
Este esqueleto, del que se conservan cerca del 40% de las estructuras, es uno de los mas
completos del registro fésil del Pleistoceno Inferior y pertenece a un espécimen de Au. afa-
rensis que habit6 en Hadar, Etiopia, hace 4,2-3,2 Ma (Johanson & White, 1980; Johanson
& Edey, 1981). Asimismo, destaca el hallazgo del esqueleto de un espécimen inmaduro
en Dikika (Etiopia), también perteneciente a la especie Au. afarensis (Alemseged et al.,
2006). Por ultimo, un esqueleto practicamente completo de Au. africanus fue parcialmen-

te recuperado de Sterkfontein en Sudafrica (Clarke, 2013).

34 CECILIA GARCIA CAMPOS



A pesar de que el nimero de restos de Australopithecus supera con creces al hallado
de sus predecesores, el patron de dimorfismo presente en los individuos de este género
es aun dificil de determinar con el registro fosil del que se dispone en la actualidad. Au.
afarensis se considera la especie hominida mas antigua de la que se dispone de registro
fosil suficiente para estudiar la diferencia entre ambos sexos (Irish & Scott, 2018). Sin
embargo, actualmente hay un debate abierto sobre esta especie, asi como con respecto al
dimorfismo sexual presente en su tamafo corporal (e.g., Kimbel & White, 1988; McHenry,
1991; Richmond & Jungers, 1995; Lague & Jungers, 1996; Lockwood et al., 1996; Lague,
2002; Reno et al., 2003, 2005; Plavcan et al., 2005; Harmon, 2006). Al evaluar la varia-
bilidad intersexual presente en el registro fésil de esta especie se pudo apreciar que Au.
afarensis presentaba un gran dimorfismo en su tamafio corporal, siendo el peso corporal
de los machos un 66% superior al de las hembras (e.g., McHenry, 1991, 1994a; Richmond
& Jungers, 1995; Lockwood et al., 1996; Harmon, 2006; Gordon et al., 2008; Kimbel &
Delezene, 2009; Ruff et al., 2018). Del mismo modo, estudios realizados sobre los restos
de Au. africanus y Au. anamensis mostraron que estas dos especies también eran alta-
mente dimorficas (e.g., Lockwood, 1999; Ward et al., 2001; Ruff et al., 2018). A la luz de
los resultados de todos estos estudios, se sugirié que la variabilidad intersexual estimada
para el género Australopithecus era similar, o incluso excederia, a la observada en otros
primates terrestres no humanos como los babuinos y los gorilas (Johanson & White, 1980;
Kimbel & White, 1988; McHenry, 1991; Richmond & Jungers, 1995; Lockwood et al., 1996;
Plavcan et al., 2005; Harmon, 2006; Gordon et al., 2008; Plavcan, 2012). Sin embargo,
en los primates terrestres actuales, junto con un marcado dimorfismo sexual en el tamafio
corporal, se aprecia una importante variabilidad intersexual en la altura de la corona de
los caninos asi como en el canine-premolar honing complex, lo que no se observa en los
Australopithecus (Leutenegger & Kelly, 1977; Plavcan & Schaik, 1992; Plavcan, 2001). La
combinacién de un alto grado de dimorfismo sexual en tamafio corporal junto con un mo-
derado dimorfismo en el tamafio de los caninos, podria considerarse, por tanto, como una
caracteristica tipica del linaje hominino, que estaria presente al menos desde Au. afarensis
y que no se observa en ninguna especie de primates actual. Sin embargo, existen algunos
estudios que contradicen esta afirmacién, como los realizados por Reno et al. (2003, 2005,
2010), Harmon (2009) o Berger et al. (2010), en los que se sugiere que los niveles de di-
morfismo sexual en el tamafio corporal para el género Australopithecus eran parecidos
a los que presentan los chimpancés o los humanos actuales, por lo que la evolucion del
dimorfismo sexual del tamafio corporal y dental podrian haber ido de la mano en los aus-

tralopitecos (Figura 1.10).
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FIGURA 110 Reconstruccion de un macho y una hembra pertenecientes a las especies Au. africanus, H. neandertha-

lensis y H. sapiens. Imagen modificada de Tudge (2000) y basadas en los dibujos realizados por Mauricio Anton.

Con respecto a los primeros representantes del género Homo (H.), recientes descu-
brimientos han puesto sobre la mesa la importancia del estudio de la variabilidad dentro
del registro fosil. Los nuevos ejemplares hallados en Dmanisi, Olorgesalie, Gona o Kenia
(KNM-ER 42700), han permitido aumentar la informacion acerca de cémo evolucion6
la variabilidad del tamafio corporal a lo largo del tiempo y del espacio (e.g., Rightmire
et al., 2008; Anton, 2012; Antén & Josh Snodgrass, 2012), alterando la percepcion que
se tenia sobre como pudo haber sido el dimorfismo sexual en estos grupos (Aiello & Key,
2002; Ruff, 2002; Rightmire et al., 2008; Ant6n, 2012; Anton & Josh Snodgrass, 2012). A
pesar de ello, mientras que parece estar claro que la reduccion del dimorfismo sexual de
los caninos es una caracteristica compartida entre los primeros hominidos africanos y los
representantes mas antiguos del género Homo (Plavcan, 2012; Irish & Scott, 2018), las
evidencias acerca de la variabilidad intrapoblacional del tamafio corporal de los taxones
H. habilis/rudolfensis y H. erectus aun siguen siendo ambivalentes.

Por un lado, algunos estudios apoyan que el taxén de H. habilis/rudolfensis mos-
traba cierta bimodalidad en su masa corporal, lo que podria implicar un fuerte dimor-
fismo sexual en su tamafo (McHenry, 1992, 1994a; b; Plavcan, 2012). Del mismo modo,
los resultados obtenidos por McHenry (1992, 1994a; b) mostraron que H. erectus sensu

lato, podria haber presentado un dimorfismo sustancial. A pesar de ello, este tltimo autor
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observo que cuando los especimenes africanos (H. ergaster) y los asiaticos (H. erectus
sensu stricto) englobados dentro de este grupo se consideran por separado, los niveles de
dimorfismo sexual alcanzados resultaban ser comparables a los de los humanos modernos
(Figura 1.11). McHenry (1992, 1994a; b) y McHenry y Coffing (2000), sugirieron entonces
gue H. erectus podria haber visto reducida su variabilidad intersexual debido a un au-

mento del tamafio corporal de los individuos femeninos. Estos investigadores apreciaron

FIGURA 111 Estimacion de la masa corporal (Kg) de los individuos femeninos y masculinos de diferentes muestras
fosiles humanas. En el grafico quedan representados los taxones: Orrotin tugenensis (triangulo), género Austra-
lopithecus (cuadrado), género Paranthropus (circulo), primeros representantes del género Homo (cruz), repre-
sentantes posteriores del género Homo (asteriscos) del Pleistoceno Medio (PM) y Pleistoceno Superior (PS) y H.
sapiens (circunferencia). Cuando el dimorfismo es bajo los marcadores se acercan a la linea discontinua del grafico.
Por el contrario, cuando los marcadores se alejan de la misma, las diferencias entre los machos y las hembras se ven
acentuadas. En este grafico se representan las tltimas estimaciones de la masa corporal publicadas por Arsuaga et

al. (2015), Grabowski et al. (2015) y Ruff et al. (2018).
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que los individuos supuestamente masculinos de H. habilis/rudolfensis presentaban un
tamanfo corporal muy similar al observado en los machos de H. erectus. Sin embargo, los
individuos de H. habilis/H. rudolfensis considerados como femeninos eran visiblemente
mas pequefios que los ejemplares de H. erectus atribuidos al sexo femenino. Es interesan-
te apreciar que, en la misma linea de las hipotesis propuestas por McHenry (1992, 1994a;
b) se ha sugerido que el dimorfismo sexual observado en Au. afarensis pudo ser fruto de
una reduccién en el tamafio corporal de las hembras de esa especie (Gordon et al., 2006;
Lovejoy, 2009). La reduccion del dimorfismo en H. erectus, sugeriria, por tanto, la exis-
tencia de algiin cambio en el entorno que favoreciera un aumento del tamafio corporal de
las hembras, pudiéndose haberse producido, al mismo tiempo, una relajacién de la pre-
sion selectiva sobre los machos del grupo (Aiello & Key, 2002; Plavcan, 2012). A pesar de
gue la teoria propuesta por McHenry (1992, 19944a; b) ha sido apoyada por otros autores
(Aiello & Key, 2002; Antdn, 2003) deberia ser considerada con cautela debido a: 1) el pe-
guefio tamafio de la muestra empleada, 2) la dudosa asignacion sexual de los restos que la
componen, 3) la posibilidad de que pueda haber dos taxones representados en la muestra
de H. habilis/rudolfensis, y 4) la dispersion geografica de la muestra de H. erectus (Anton,
2012; Antén & Josh Snodgrass, 2012).

La muestra disponible de las poblaciones humanas del Pleistoceno Medio es mucho
mas amplia, lo que ha permitido realizar estudios més completos sobre el dimorfismo se-
xual presente en estas poblaciones (Figura 1.11), sobre todo gracias a muestras como la de
Sima de los Huesos (Espafia) o Krapina (Croacia). Continuando con los razonamientos
previamente expuestos por Brace en 1973, Milford H. Wolpoff propuso en sus trabajos de
1976 y 1980 que las poblaciones del Pleistoceno Medio europeo presentaban un mayor
dimorfismo sexual que las poblaciones actuales. Las evidencias que llevaron a este autor a
proponer esta hipoétesis provinieron del estudio comparativo de rasgos craneales, mandi-
bulares y dentales (métricos y morfologicos) presentes en los restos de Swascombe (Reino
Unido) y Steinheim (Alemania), por un lado, y los especimenes de Petralona (Grecia) y
Bilzingsleben (Alemania), por otro. A la misma conclusion se llego a partir del analisis de
otros restos craneales pertenecientes al mismo periodo (de Lumley & de Lumley, 1973;
Frayer, 1980; Ruff et al., 2018). Todo ello llevo a sugerir la existencia de una tendencia a
la disminucién del dimorfismo sexual desde el Pleistoceno Medio, siendo el esqueleto cra-
neal de los neandertales ligeramente, aunque no significativamente, mas dimorfico que el
de los humanos recientes. Sin embargo, esta afirmacion no parece ser cierta en el caso del
esqueleto postcraneal. Trinkaus, (1980) concluy6 que el dimorfismo sexual de los huesos

largos y el coxal de los neandertales era practicamente el mismo que el de las muestras hu-
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manas recientes. Una vez mas, hay que tener en cuenta que las discrepancias observadas
en los resultados obtenidos en los diferentes estudios podrian ser el resultado de un error
de muestreo asociado a la amplia distribucién espacial y temporal de las muestras fosiles
empleadas, asi como a la dificultad inherente a la hora de asignar el sexo de restos fosiles

incompletos.

Los conjuntos fésiles de Sima de los Huesos y Krapina representan las muestras
mas amplias del Pleistoceno Medio europeo provenientes de un Unico yacimiento. Por
ello, estas colecciones ofrecen una oportunidad excepcional para investigar la variabilidad

intrapoblacional de las poblaciones de este periodo.

FIGUrRA 112 Variabilidad presente en los craneos y mandibulas de Sima de los Huesos. El Craneo 16 (A) pertene-
ce al individuo dental XXIII que se ha estimado que es un individuo femenino a través de evidencias dentales
y de su morfologia mandibular (Bermudez de Castro, 1995; Bermudez de Castro & Nicolas, 1997; Bermudez
de Castro et al., 2001; Rosas et al., 2002). Por el contrario, el Craneo 6 (B) pertenece al individuo XX que se
considera un individuo masculino en base a evidencias dentales (Bermudez de Castro, 1995; BermUdez de Cas-
tro & Nicoléas, 1997; Bermudez de Castro et al., 2001). La mandibula del Individuo XIX (C) ha sido considera-
da como perteneciente a un individuo femenino en base a su morfologia y tamafo relativo (Rosas et al., 2002).
Por altimo, la mandibula del Individuo XI1 (D) que se considera como representativa del género masculino de
esta poblacion (Rosas et al., 2002). Los individuos XXI11, XX y XII estan representados en esta tesis docto-

ral por los caninos AT-593, AT-2783 y AT-4335, respectivamente. Figura modificada de Arsuaga et al. (2014).
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Por un lado, los resultados de los estudios morfolégicos y tafonémicos realizados
sobre los fosiles humanos de la Sima de los Huesos apoyan la hip6tesis de que todos ellos
pertenecieron a una misma poblacién bioldgica (Bermidez de Castro, 1986; Rosas, 1987;
Bermudez De Castro, 1988; Arsuaga et al., 1990a; b, 2014, 2015; Rosas et al., 1991). Por
esta razon, los restos fosiles de este yacimiento han sido el objeto de estudio de numero-
sas investigaciones sobre el dimorfismo sexual (e.g., Bermudez de Castro & Rosas, 1992;
Rosas, 1995; Arsuaga et al., 1997a; Lorenzo et al., 1998; Rosas et al., 2002). El tamario
y la morfologia de las mandibulas de Sima de los Huesos sugieren un patrén claro de
dimorfismo sexual (Bermudez de Castro & Rosas, 1992; Rosas, 1995; Rosas et al., 2002,
también ver Figura 1.12 C y D). Del mismo modo, la variabilidad intersexual presente en
el tamafio de su denticion inferior ha resultado ser ligeramente mas marcado que la media
de los humanos modernos (Bermudez de Castro et al., 1993). Todo esto permitié estimar
el sexo de varios de los individuos de este yacimiento a partir de sus rasgos mandibulares
y dentales (Bermudez de Castro et al., 1993; Rosas et al., 2002). Sin embargo, las eviden-
cias craneales y postcraneales de Sima de los Huesos muestran que el dimorfismo sexual
de esta poblacion era similar al de los H. sapiens actuales (Arsuaga et al., 1997a; b, 2015;
Lorenzo et al., 1998; ver también la Figura 1.12 Ay B).

Por otro lado, el yacimiento de Krapina (Croacia) ha proporcionado la mayor mues-
tra de restos de H. neanderthalensis localizados en un Unico emplazamiento. Aunque
posiblemente los restos humanos de Krapina fueron depositados en momentos distintos
(aungue cercanos en el tiempo) (Malez, 1970), ciertos rasgos distintivos presentes en los
mismos parecen indicar una estrecha relacion genética entre los individuos representados
en esta muestra (Smith, 1976). Los estudios de la muestra dental de Krapina indicaron que
los homininos de este yacimiento ya mostraban un descenso en el dimorfismo sexual con
respecto a las poblaciones de hominidos anteriores (Wolpoff, 1979; Brace & Ryan, 1980;
Frayer & Wolpoff, 1985; Bermudez de Castro et al., 1993). Smith (1980) determino el in-
dice de dimorfismo sexual de esta poblacion a partir de los rasgos morfologicos de nueve
craneos provenientes de este yacimiento. Sorprendentemente, el valor resultante fue muy

similar al obtenido en otras muestras humanas recientes (Smith, 1980).

Por ultimo, en diversos estudios realizados por Frayer (1980, 1981, 1984) se analiza-
ron rasgos dentales, craneales y postcraneales en los hombres y las mujeres de poblacio-
nes europeas del Paleolitico Superior, del Mesolitico y del Neolitico. En estos estudios se
apreci6 una disminucion sustancial del grado de dimorfismo sexual a lo largo del tiempo,
el cual se asocio con un posible proceso de gracilizacion en los hombres acontecido entre
el Paleolitico Superior y el Mesolitico (Frayer, 1980, 1981). También se observd que las

40 CECILIA GARCIA CAMPQOS



poblaciones del Neolitico presentaban un dimorfismo similar al de las poblaciones recien-
tes (Frayer, 1984). Partiendo de estos estudios, otros autores analizaron la variabilidad
intersexual presente en diferentes colecciones osteoldgicas pertenecientes a estos mismos
periodos, asi como a la Edad del Bronce o la Edad Media (Holt, 2003; Marchi et al., 2006,
2011; Sladek et al., 2006, 2007; Macintosh et al., 2014). Del mismo modo, se llevaron a
cabo trabajos comparativos entre muestras etnograficas modernas (Gray & Wolfe, 1980;
Wolfe & Patrick Gray, 1982; Ruff et al., 1984; Bookstein, 1989; Bridges, 1989; Holden &
Mace, 1999; Ruff, 1999; Bridges et al., 2000; Holt, 2003; Wescott & Cunningham, 2006).
Algunos de estos estudios apreciaron niveles algo més elevados de dimorfismo sexual en
los cazadores-recolectores que en las poblaciones de agricultores, dimorfismo que dismi-
nuia atin mas en las sociedades industriales modernas (Ruff et al., 1984; Ruff, 1999, en
contra de Gray & Wolfe, 1980; Wolfe & Patrick Gray, 1982; Holden & Mace, 1999).

1.3.2
Variacion sexual en la denticion permanente de las poblaciones actuales

En las poblaciones actuales, el estudio del dimorfismo sexual presente en la denticion per-
manente se basa principalmente en la valoracion de las dimensiones dentales (odontome-
tria). Ditch & Rose (1972) fueron los primeros en demostrar que las mediciones obtenidas
de diferentes piezas dentales podian ser de gran utilidad en la evaluacion del sexo de un
esqueleto fragmentado. Desde entonces, la variabilidad sexual de la denticidon permanente
ha sido estudiada por muchos autores (e.g., Stroud et al., 1994; Hillson, 1996; Harris et al.,
2001; Zilberman & Smith, 2001; Iscan & Kedici, 2003; Schwartz & Dean, 2005; Viciano et
al., 2011; Peckmann et al., 2015).

La mayor parte de estos estudios, incluido el desarrollado por Ditch y Rose, se em-
plearon los parametros morfométricos definidos por Moorrees y Reed (1964): el diametro
maximo mesiodistal (MD) y el diAmetro maximo bucolingual (BL) de la corona (e.g., Iscan
& Kedici, 2003; Ates et al., 2006; Acharya & Mainali, 2007a; Sabbia et al., 2013; ver tam-
bién la Figura 1.13 A). Sin embargo, estas variables pueden verse afectadas por ciertas pa-
tologias coronales o por el desgaste dental, por lo que en los Ultimos afios se han propuesto
medidas alternativas como, por ejemplo: los diametros cervicales mesiodistal y bucolin-
gual o los diametros diagonales de la corona (e.g., Hillson et al., 2005; Karaman, 2006;
Cardoso, 2010; Viciano et al., 2011, 2013, Zorba et al., 2011, 2012; Peckmann et al., 2015);
la longitud de la raiz (Garn et al., 1978; Zorba et al., 2013); la distancia intercanina (Rao
etal., 1989; Ayoub et al., 2014); o el peso himedo de los dientes (Schwartz & Dean, 2001;
Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007). La aplicacion de la estadistica multivariante a
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la odontometria supuso un paso adelante en este tipo de investigaciones. En concreto, los
analisis discriminante y logistico han sido muy empleados en este campo, permitiendo, no
solo el andlisis de una Unica variable (analisis univariante), sino también la combinacion
de varias magnitudes (analisis multivariante) en un Unico algoritmo, para la estimacion
del sexo de los individuos de una poblacion (e.g., Ditch & Rose, 1972; Iscan & Kedici, 2003;
Ates et al., 2006; Pereira et al., 2010). Esto ha dado lugar al desarrollo de diferentes meto-
dologias de asignacion sexual a lo largo de los afios (Karaman, 2006; Cardoso, 2010; Zorba
etal., 2012; De Angelis et al., 2015a; b; Peckmann et al., 2015).

ricura113 Medidas lineales (A), bidimensionales (B) y tridimensionales (C) empleadas en el estudio del dimorfismo
sexual de la denticiéon anterior en estudios previos. Imagen modificada de Hillson et al. (2005), Saunders et al.

(2007) y Benazzi et al. (2014).

Los resultados de los estudios de las dimensiones dentales permitieron establecer
que en las poblaciones humanas modernas las piezas dentales de los individuos masculi-
nos presentan coronas mas grandes que las de los individuos femeninos, siendo los cani-
nos los dientes méas dimorficos (e.g., Harris & Bailit, 1988; Hillson, 1996; Iscan & Kedici,
2003; Peckmann et al., 2015). Por ello, muchos investigadores han empleado esta clase
dental para evaluar el grado de dimorfismo sexual presente en muestras de diverso origen
geografico tales como muestras europeas (Lund & Mornstad, 1999; Pettenati-Soubayroux
et al., 2002; Zorba et al., 2011; Viciano et al., 2013), asiaticas (Harris & Bailit, 1988; Rao
et al., 1989; Yuen et al., 1997; Iscan & Kedici, 2003; Acharya & Mainali, 2007; Prabhu &
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Acharya, 2009), africanas (Ha & Za, 1993; Hattab et al., 1996; Otuyemi & Noar, 1996;
Diagne et al., 2003) o sudamericanas (Sabodia et al., 2013; Peckmann et al., 2015), asi como
para el estudio de diversos grupos poblacionales como los aborigenes de Australia (Barrett
et al., 1964; Margetts & Brown, 1978; Brown et al., 1980) o la poblacién Norteamérica de
origen europeo (Sanin & Savara, 1971).

En los ultimos afos, la evaluacion de las proporciones de los tejidos dentales de la
corona ha despertado gran interés debido a la influencia que los cromosomas sexuales y
las hormonas parecen tener sobre ellos (e.g., Alvesalo & Portin, 1980; Alvesalo et al., 1985;
Alvesalo, 1997; Zilberman & Smith, 2001; Guatelli-Steinberg et al., 2008; Pentinpuro et
al., 2017; ver también el apartado 1.2.3). En algunos de estos estudios se emplearon ra-
diografias clinicas para la evaluacion de la variabilidad intrapoblacional del grosor de es-
malte lateral en incisivos maxilares (Harris & Hicks, 1998) o en premolares mandibulares
(Stroud et al., 1994); en otros estudios se llevo a cabo una cuantificaciéon bidimensional (2-
D) de las dimensiones del esmalte y la dentina a partir de secciones fisicas transversales de
la corona (Schwartz & Dean, 2005; Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007; ver también
laFigura 1.13 B). Finalmente, dos investigaciones emplearon secciones virtuales longitudi-
nales obtenidas de modelos tridimensionales (Feeney et al., 2010; Sorenti et al., 2019;). En
la primera de estas investigaciones, Feeney et al. (2010) analiz6 una muestra de caninos
y premolares provenientes de extracciones clinicas de individuos de Indonesia, mientras
gue en la segunda, Sorenti et al. (2019) estudio los molares pertenecientes a la muestra de

la Escuela de Medicina Legal de Madrid, también incluida en esta tesis doctoral.

Los resultados obtenidos por todos estos estudios abrieron un debate acerca del ori-
gen de las diferencias observadas en el tamafio de las coronas de la denticion permanente
de los hombres y mujeres actuales. Desde un punto de vista histoldgico, y en base a los
resultados de algunos de estos estudios, se argumentd que estas diferencias debian ser
interpretadas principalmente como consecuencia de un mayor tamafio del componente
de esmalte en los caninos de los individuos masculinos (Moss & Moss-Salentijn, 1977,
Alvesalo et al., 1987). Otros autores, sin embargo, defendieron que las variaciones en las
dimensiones del complejo dentino-pulpar coronal eran el principal mecanismo de dife-
renciacién ente ambos sexos (Stroud et al., 1994; Smith et al., 2006). Sin embargo, a pesar
de las discrepancias en la interpretacion de los resultados obtenidos, y con independencia
de la clase dental analizada o la técnica empleada, en la mayor parte de estos estudios se
pudo identificar la existencia de un patrén de dimorfismo sexual més o menos marcado en
el que: los hombres presentan un mayor complejo dentino-pulpar coronal, mientras que

las mujeres presentan el esmalte relativamente mas grueso (Stroud et al., 1994; Schwartz
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& Dean, 2005; Smith et al., 2006b; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010; Sorenti et al.,
2019). Patrén que, por otro lado, también ha sido descrito en otras especies de primates
tales como Pan troglodytes, Gorilla gorilla, Pongo pygmaeus o Papio hamadryas spp.
(Schwartz et al., 2001; Hlusko et al., 2004; Smith et al., 2012).

La aparicion de nuevas técnicas de analisis de imagenes digitales, como la mi-
crotomografia computarizada (micro-CT), y su aplicacién a la antropologia dental, po-
dria dar un nuevo impulso a los estudios sobre las proporciones de los tejidos dentales.
Por un lado, la micro-CT permite reconstruir las estructuras externas e internas de los
dientes de forma no destructiva. Esto facilita a los investigadores el acceso a muestras
amplias para la realizacion de los trabajos de investigacion, ya que tras su estudio éstas
se mantienen intactas pudiendo ser analizadas posteriormente empleando otras técni-
cas. Por otro lado, la micro-CT permite la separacion virtual y la medicién de volume-
nes y superficies de los diferentes tejidos dentales (Figura 1.13 C) con gran precision,
lo que abre las puertas a la valoracion de las proporciones tridimensionales de los te-
jidos dentales, lo cual no ha sido evaluado en estudios sobre el dimorfismo sexual pre-

vios a esta tesis doctoral, a pesar de su potencial relevancia para la estimacion del sexo.
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La sierra de Atapuerca se encuentra a 15 km de la ciudad de Burgos (en el norte de Espa-
fia), en la zona nororiental de la Cuenca del Duero y al sur del Corredor de la Bureva, paso
natural de fauna entre la cordillera Cantébrica y el sistema Ibérico (Figura 2.1). Gracias a
esta situacion geografica en esta sierra se puede apreciar un paisaje de transicion entre los
dominios de montana y llanura, influenciado tanto por el clima mediterraneo como por la
cercania del océano Atlantico. Todo ello aporta una gran biodiversidad a este ecotono. La
maéaxima altitud de la sierra de Atapuerca es de 1.085 metros sobre el nivel del mar, medi-

dos en el punto geodésico del Alto de San Vicente.

FIGURA 21 Marco geografico y geoldgico de la sierra de Atapuerca. Leyenda: 1 Paleozoico; 2 Triésico; 3 Jurasico; 4
Cretécico; 5 Paledgeno; 6 Nedgeno; 7 Pleistoceno; 8 Holoceno; 9 cabalgamiento; 10 falla; 11 red de drenaje; 12

embalse; 13 sistema de cuevas de la sierra de Atapuerca. Figura modificada de Ortega et al. (2014.)

Desde el punto de vista geomorfoldgico, la sierra de Atapuerca forma un anticlinal
con una secuencia de 40-70 m de espesor de calizas y dolomias del Cretécico, el cual pre-
senta las principales caracteristicas de un karst de media montafa (Ortega et al., 2018).
Este sistema kérstico se caracteriza por la importancia de sus formas endokarsticas, frente
al escaso desarrollo de sus formas exokarsticas (Ortega et al., 2018). El endokarst de esta
cordillera representa un interesante sistema multinivel formado por tres pasajes sub-ho-
rizontales inactivos (superior, intermedio e inferior) que se sitan entre 90 y 60 metros
sobre el actual cauce del rio Arlanzén (Ortega et al., 2014, 2018; Benito-Calvo et al., 2017).
Estos pasajes coinciden con los niveles de base generados durante el Plio-Pleistoceno por
las terrazas fluviales T2, T3 y T5 de este rio, lo que evidencia una conexion entre la evolu-

cion del mismo y la formacion kérstica de la sierra (Ortega, 2009).
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Las cuevas, abrigos y dolinas de la sierra de Atapuerca fueron usadas desde hace al
menos 1,2 millones de afios (Ma) por los carnivoros y los homininos en sus rutas migrato-
rias. En algunos casos, estas cavidades actuaron también como trampas naturales. Todo
ello dio lugar a uno de los enclaves prehistéricos mas importantes para el estudio del po-
blamiento de Eurasia durante el Pleistoceno, lo que supuso su nombramiento como Patri-
monio de la Humanidad en el afio 2000 por parte de la UNESCO. De entre los numerosos
yacimientos que componen este complejo arqueolégico, destacan los localizados dentro
de la Trinchera del Ferrocarril (Sima del Elefante, Galeria y Gran Dolina), que quedaron
expuestos tras la construccion de una via férrea en el siglo XIX que atravesé la sierra.
Del mismo modo, el yacimiento de Sima de los Huesos, localizado a 1 km de la Trinchera
del Ferrocarril, en el complejo karstico de Cueva Mayor-Cueva del Silo, es uno de los ya-
cimientos mas representativos del Pleistoceno Medio. A continuacion se describiran los
yacimientos de Gran Dolina y Sima de los Huesos de donde proviene la muestra analizada

en esta tesis doctoral.

2]
El yacimiento de Gran Dolina: Homo antecessor

El yacimiento de la cueva de la Gran Dolina se encuentra en una gran cavidad de unos
27 metros de profundidad y una anchura méxima de 17 metros, localizada dentro de la
denominada Trinchera del Ferrocarril. Esta cavidad esta totalmente colmatada por sedi-
mentos, cuya secuencia estratigrafica se divide en once niveles numerados en orden cre-
ciente desde la base al techo: TD1/TD11 (Gil et al., 1987; Parés & Pérez-Gonzalez, 1999).
En 1964, el profesor Francisco Jord4 emprendié las primeras excavaciones arqueoldgicas
en la Trinchera del Ferrocarril, que continuaron en las décadas de 1970 y 1980 de la mano
del paleont6logo Emiliano Aguirre. Desde entonces Gran Dolina ha proporcionado una
gran cantidad de restos arqueolégicos y paleontolégicos que han permitido documentar
la presencia de actividad humana en la sierra durante al menos el Ultimo millén de afios
(Carbonell et al., 2008; Rodriguez et al., 2011; Ortega et al., 2014). Esto ha convertido a
este yacimiento en una de las referencias mas importantes para las investigaciones del

Cuaternario en Europa (Carbonell et al., 1999).
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Historia del yacimiento

A finales del siglo XIX la compaiiia minera britanica “The Sierra Company Limited” inici6
la construccidn de una linea ferroviaria para transportar hullay hierro desde la sierra de la
Demanda (al norte de Burgos) hasta las fabricas de Vizcaya. Para salvar la pequefa eleva-
cion que suponia la sierra de Atapuerca, el ingeniero Richard Preece modifico el proyecto
inicial incluyendo la creacion de una gran trinchera de cerca de 1.000 metros de longitud
y 20 metros de profundidad, que atravesaria la vertiente sudoeste de la misma. Aunque
el uso de esta linea de ferrocarril fue efimero, cesando su actividad en la década 1910, la
hazafia de esta compafiia dejo al descubierto el conjunto de yacimientos paleontolégicos

mas importante de Europa.

En la que hoy se conoce como la Trinchera del Ferrocarril se abren varias cuevas
entre las que destacan los yacimientos de: Sima del Elefante, Galeria y Gran Dolina. En
1978 se iniciaron los trabajos de prospeccion en los derrubios de las paredes de la trin-
chera. Sin embargo, no fue hasta 1980-1981 que comenzaron las primeras excavaciones
sistematicas dirigidas por el doctor Emiliano Aguirre. Las primeras intervenciones lle-
vadas a cabo en el yacimiento de Gran Dolina se centraron en los niveles superiores, el
nivel TD11 y el tercio superior del nivel TD10. Entre los afios 1993 y 2000 se realiz6 un
primer sondeo arqueologico de cerca de siete metros cuadrados de superficie. En el mes
de junio de 1994, el sondeo alcanz6 la unidad litoestratigrafica (LU) TD6 y el denomina-
do Estrato Aurora, una capa sedimentaria bien definida de unos 20-30 centimetros de
espesor (Parés & Pérez-Gonzalez, 1999) (Figura 2.2). Un conjunto de cerca de 90 restos
fosiles humanos, 150 artefactos de Modo 1y cientos de restos de macrovertebrados fue-
ron recuperados del dicho estrato (Carbonell et al., 1995, 1999). El estudio de los restos
humanos evidencié una combinacién Unica de rasgos primitivos y derivados del clado
Homo, dando lugar a la propuesta de una nueva especie: Homo antecessor (Bermudez de
Castroetal., 1997a). La primera excavacion de este estrato se complet6 en 1996. En 2003,
se reiniciaron las excavaciones en el nivel TD6 a partir de una intervencién de una peque-
na superficie de poco mas de un metro cuadrado préxima a la superficie excavada en los
afnos noventa (Carbonell et al., 1999). En tres campafias sucesivas (2003, 2004 y 2005)
se obtuvieron quince nuevos restos fosiles de H. antecessor, incluida una hemimandibula

izquierda muy completa (Carbonell et al., 2005).
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FIGURA 2.2 Campafia de excavacion del nivel TD6 de Gran Do-
lina de 1995. En el primer plano se puede ver a la Dra. Auro-
ra Martin, la investigadora que hallé los primeros restos de

Homo antecessor en el estrato que lleva su nombre.

212
Descripcion del yacimiento

Las cavidades situadas al norte del valle de la Propiedad, puestas al descubierto por la Trin-
cheradel Ferrocarril, entre las que se encuentra Gran Dolina, pertenecen al nivel intermedio
del sistema karstico de sierra de Atapuerca (Ortega, 2009; Ortega et al., 2014, 2018). Este
nivel se compone de un conducto sub-horizontal de génesis freatica, localizado entre los
1000y 1005 msobre el nivel del mary a+64-69 m por encimadel rio Arlanzén (Ortegaetal.,
2018). Gran Dolina, junto con Penal, representa el sector de entrada de la cueva. Los relle-
nos de ambas cavidades forman parte de un mismo conducto paleosurgente con sentido SE-
NO, segun marcan las huellas de corriente de sus paredes (Eraso et al., 1998; Ortega, 2009).

La cavidad de Gran Dolina presenta una morfologia mixta muy verticalizada tipo “ojo
de cerradura” (Ortega, 2009; Ortega et al., 2018). La secuencia sedimentaria de esta ca-
vidad, de 18 m de profundidad, a los que hay que afiadir 8 m adicionales sondeados en su
base en 2014, se divide en 11 unidades estratigraficas (Figura 2.3) (Parés & Pérez-Gonza-
lez, 1995). Las dos primeras unidades (TD1-TD2) registran un ambiente de cueva cerrada
y se componen de sedimentos autdctonos arqueoldgicamente estériles (Campafia et al.,
2017). El resto de las unidades (TD3-TD11) son sedimentos al6ctonos, principalmente flu-

jos en masa y sedimentos fluviales que se produjeron desde la apertura de la cavidad en el
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FIGURA 2.3 Las principales unidades litoestratigraficas descritas en la seccién al descubierto en la trinchera del ferro-

carril (imagen tomada de Campafia et al., 2017).

Pleistoceno Inferior, hasta que ésta fue clausurada en el Pleistoceno Medio (Campafia et
al., 2017). Durante este amplio periodo de tiempo, Gran Dolina se rellend de sedimentos
que contenian una de las mas importantes colecciones de restos humanos, fésiles y liticos

del Pleistoceno europeo.

En cuanto a la geocronologia del yacimiento, a lo largo de los Gltimo afios se han uti-
lizado diversos métodos de datacion en los diferentes niveles Gran Dolina, entre los que
se encuentran: paleomagnetismo, bioestratigrafia, termoluminiscencia (TL) y resonancia
paramagnética electronica (ESR) (Parés & Pérez-Gonzalez, 1995, 1999; Falguéres et al.,
1999; Cuenca-Bescos et al., 2001, 2010; Berger et al., 2008; Ortega et al., 201; Moreno et
al., 2015; Alvarez-Posada et al., 2018). La antigiiedad de la unidad mas baja del yacimiento
(TD1) se ha estimado en 1,18 + 0,15 Ma (Falguéres et al., 2013), colmatandose la seccidn
con el deposito de TD11y la formacion de suelos de terra rossa en las chimeneas del techo
hace unos 240+44 ka (Berger et al., 2008). Por tanto, este yacimiento representa un rango
geocronoldgico de aproximadamente 1 millén de afios. Por otro lado, los datos paleomag-
néticos muestran el limite Matuyama-Brunhes en la parte superior del deposito fluvial de
TD7 (Parés & Pérez-Gonzalez, 1995, 1999; Parés et al., 2013; Alvarez-Posada et al., 2018),
diferenciando entre los depésitos producidos durante el Pleistoceno Inferior (TD1-TD7) y
los del Pleistoceno Medio (TD8-TD11).
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FIGURA 2.4 Seccidn vertical de la secuencia litoestratigrafica del nivel TD6 del yacimiento de Gran Dolina (Matuyama
Chron). Se sefiala la posicion de los niveles TD7, TD6 y TD5, asi como el Aurora archaeostratigraphic set (AAS),
también conocido como nivel TD6-2. Todos los fosiles humanos del hipodigma de H. antecessor han sido recupe-
rados de la unidad TD6. El andamio que se observa en la imagen de la izquierda se localiza en el hueco dejado por
la prospeccion realizada entre 1993 y 1999. Fuente: Bermudez de Castro et al., 2015 (modificado de Bermudez de

Castro et al., 2008a;b).

De entre los niveles inferiores destacan las unidades TD3-4 a TD6, que presentan
evidencias de actividad humana relacionadas con industria litica de Modo 1, asi como la
presencia de carnivoros y herbivoros (Bermudez de Castro et al., 1997a; Carbonell et al.,
2010a; Rodriguez et al., 2011; Ollé et al., 2013). TD6 es una unidad estratigrafica de tres
metros de espesor que se divide en tres subunidades, de la més antigua a la mas joven:
TD6.3, TD6.2 y TD6.1 (Figura 2.4). En concreto, en la subunidad TD6.2 se incluye el co-
nocido como Estrato Aurora, que recibié este nombre tras el primer sondeo realizado en
la cavidad. Tras el segundo sondeo, se observo que el Estrato Aurora era, en realidad, una
unién de un conjunto de estratos finos producida en la zona distal de TD6.2., por lo que

este nivel pasé a denominarse como Aurora archaeostratigraphic set (AAS).

Los hallazgos encontrados en el AAS permitieron documentar comportamientos hu-
manos complejos durante el Pleistoceno Inferior, entre los que se encuentra la evidencia
mas antigua de canibalismo (Fernandez-Jalvo et al., 1999). Este comportamiento pudo
inferirse del estudio de los cerca de 170 fosiles encontrados en dicho nivel pertenecientes a
al menos 8 individuos de la especie H. antecessor (Bermudez de Castro et al., 1997a; Car-
bonell et al., 2010a). Los resultados obtenidos por Camparia et al. (2017) del estudio del

contexto estratigrafico y sedimentolégico de TD6.2 sugirieron que algunos de los restos de
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hominidos fueron acumulados en la cueva por procesos geoldgicos, no antrépicos, proce-
dentes de la ladera adyacente a la cueva o de la entrada de la misma. Estas conclusiones
fueron alcanzadas a partir del estudio de las caracteristicas sedimentarias de las facies
aléctonas de dicho nivel. Los resultados de Camparia et al. (2017) contrastan claramen-
te con los obtenidos en la investigacion publicada con posterioridad por Mosquera et al.
(2018). En ésta se actualizo la informacion disponible hasta la fecha sobre las piezas liticas
halladas en TD6.2. Estos autores concluyeron que el tipo, la ubicacion y la distancia entre
las piezas que podian ser remontadas indicaban que dicho conjunto litico fue producido

in situ, y que cualquier movimiento de sedimentos, de haber existido, no fue significativo.

Por otro lado, de entre los niveles formados durante el Pleistoceno Medio destaca la
unidad estratigrafica TD10 que muestra la Gltima fase de ocupacién humana del yacimien-
to, recientemente datada por ESR entre 350-450 ka (Moreno et al., 2015). De especial
relevancia es el estrato TD10.2 en el que se pueden observar evidencias de un evento de
caza y explotacion especializada de bisontes, lo que contrasta con la mayor variedad de
presas encontradas en TD10.1 (Rodriguez-Hidalgo et al., 2015, 2016, 2017). Asimismo,
junto con esta extraordinaria coleccion faunistica, se hallé un conjunto de industria litica
que marca una evolucion local del Modo 2 al Modo 3 producida entre unos 430 a 250 ka
(Garcia-Medrano et al., 2015).

21.3
La poblacion de Gran Dolina-TD6.2: Homo antecessor
» Caracteristicas de la acumulacion del Aurora archaeostratigraphic set (AAS)

Durante las diferentes campafias de excavacion llevadas a cabo entre los afios 1994 y 1995,
y posteriormente entre 2003 y 2005, se recuperaron en AAS un total de 9.452 restos f6-
siles pertenecientes a diferentes especies de grandes mamiferos, entre los que se identifi-
caron un total de 170 restos de homininos (Bermudez de Castro et al., 2015). Asimismo,
se obtuvieron numerosos restos de micromamiferos de un total de 26 especies diferentes
(Cuenca-Bescos et al., 1999). Ademas, en dicho estrato se localizaron mas de 300 herra-
mientas liticas, asignadas a la tecnologia del Modo 1, conocida genéricamente como Oldu-
vayense (Carbonell et al., 1995, 1999, 2001; Canals et al., 2003; Mosquera et al., 2018).

Inicialmente, la combinacion de los datos obtenidos de la aplicacion de técnicas de
datacién paleomagnéticas y de ESR/Series-U (Series de Uranio) dieron lugar un rango
de edad entre 780 y 860 ka para la unidad TD6 (Falgueres et al., 1999). Sin embargo,
en 2008, la aplicacion de las técnicas de termoluminiscencia (TL) y luminiscencia esti-
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mulada por infrarrojos (IRSL) establecieron una edad de 960 + 120 ka para la unidad
TD7 en Gran Dolina, indicando que la acumulacién de TD6 pudo haberse producido en
un rango de entre 900-950 ka (Berger et al., 2008). Mas recientemente, la datacion por
ESR aplicada a los granos de cuarzo de TD6 arrojo fechas de entre 600 + 90 ka y 950
+ 90 ka (Moreno et al., 2015). Asimismo, en un nuevo estudio de termoluminiscencia
realizado por Arnold & Demuro (2015), en el que se aplico la técnica de la luminiscencia
estimulada 6pticamente térmicamente transferida (TT-OSL), se obtuvo una edad media
ponderada de 840 * 60 ka para dicho nivel. Por ultimo, el primer anélisis ESR realizado
de forma directa sobre restos de H. antecessor proporcion6 una estimacion final de la
edad de los fésiles de este yacimiento que oscila entre 720 y 950 ka (Duval et al., 2018).
En resumen, si tenemos en cuenta los resultados obtenidos de todos estos estudios, asi
como la informacion bioestratigrafica de este nivel (Cuenca-Bescos et al., 1999, 2015),

los hominidos TD6 podrian ser asignados al MIS 21.

El registro fosil humano TD6.2 se compone de mas de 85 huesos fragmentados
pertenecientes tanto al esqueleto craneal como al postcraneal. Ademas, un total de 30
piezas dentales deciduas y permanentes fueron identificadas como humanas. A partir
del estudio de los maxilares, mandibulas y la muestra dental se determind un minimo
de ocho individuos, aunque considerando que s6lo una pequefia area del nivel TD6.2 ha
sido excavada se sospecha que este niumero podria ser mayor (Bermudez de Castro et
al., 2017a). Cabe destacar el alto porcentaje (75 %) de individuos inmaduros en el hipo-
digma de TD6.2 (Bermudez de Castro et al., 2015).

Por otro lado, se pudo documentar un fendbmeno de canibalismo en el AAS, el cual
ha sido objeto de varios estudios (Fernandez-Jalvo et al., 1996, 1999; Carbonell et al.,
2010a; Saladié et al., 2012; Saladié & Rodriguez-Hidalgo, 2017). Los principales resul-
tados obtenidos en los mismos se describen a continuacion. Por un lado, se observé la
ausencia de un patron de distribucion claro de las diferentes estructuras esqueléticas
humanas dentro del yacimiento, apareciendo éstas mezcladas con los restos de fauna
y demas industria litica. Por otro lado, la mayoria de los elementos del registro fosil
humano de TD6.2 mostraban dafios inducidos por otros humanos. Entre las modifica-
ciones producidas por el uso de herramientas liticas que se describen se incluyen: fre-
cuentes marcas de corte; marcas resultantes de la retirada del periostio, y/o del paquete
muscular, mediante el raspado de la superficie 6sea; o marcas de percusion (Figura 2.5).
Asimismo, el proceso tafonémico conocido como “peeling” se aprecia frecuentemente
en estos restos humanos, asi como en los de otros mamiferos pequefios (corzos, jabalies

y gamos). Este fendmeno tafonémico es producido por la flexion de los huesos en fresco
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llevada a cabo con las manos, lo que da lugar a fracturas paralelas y de textura fibrosa en

la superficie del hueso (Fernandez-Jalvo et al., 1996).

FIGURA 2.5 Restos humanos del nivel TD6.2 de la Gran Dolina con estigmas de accion antrdpica. Arriba, maxilar que
muestra una fosa de percusion en el proceso cigomatico; abajo a la izquierda, marcas de corte en un fragmento
de diéfisis de una tibia asociadas a actividades de descarnado del cadaver; abajo a la derecha, costilla humana con

incisiones en angulo en su cara ventral. Figura modificada de Carbonell et al. (2010).

Todas estas actividades de manipulacién parecian estar dirigidas a la extraccion
de carne y médula 6sea, lo que sugiere un canibalismo con fines nutricionales (Fernan-
dez-Jalvo et al., 1996). Sin embargo, la gran biodiversidad presente en dicho nivel, asi
como el clima templado de la época, hace improbable que los humanos se comieran a
otros miembros de su especie para sobrevivir, dejando en el aire la posibilidad de que
estos procesos de consumo se realizaran como parte de un acto de canibalismo dietético
0 gastronémico (Saladié et al., 2012). Bermudez de Castro et al. sugirieron en 2006 que
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los individuos hallados en el AAS y los consumidores de los mismos pertenecieran a
grupos o bandas diferentes, ya que el hecho de que aquellos hominidos mataran y co-
mieran a los propios componentes de su grupo podria considerarse un comportamiento

anomalo, mas propio de situaciones de supervivencia.
Caracteristicas morfoldgicas de Homo antecessor y debate filogenético

Hasta la fecha, los restos fosiles humanos recuperados del nivel TD6.2 forman parte
del escasisimo registro fosil del Pleistoceno Inferior europeo. Estos restos fésiles han
sido estudiados en profundidad por diversos autores entre los que se encuentran Rosas
(1995), Arsuaga et al. (1999), Carretero et al. (1999), Lorenzo et al. (1999), Carbonell
et al. (2005), Bermudez de Castro et al. (2008, 2012) y Pablos et al. (2012, 2013), en-
tre otros. En cuanto a la muestra dental de dicho yacimiento, su morfologia ha sido
analizada por Bermudez de Castro et al. (1997a, 1999, 2003b), Carbonell et al. (2005),
Martinon-Torres (2006), Martinén-Torres et al. (2006), Gomez-Robles et al. (2007)
Bermudez de Castro et al. (2008a), Gomez-Robles et al. (2008, 2011, 2012), Marti-
noén-Torres et al. (2012, 2019), entre otros. Ademas las proporciones de los tejidos den-
tales de la denticion posterior de esta especie han sido estudiadas por Martin-Francés
etal. (2018).

Los resultados de los primeros estudios realizados sobre los hominidos de Gran
Dolina-TD6.2 mostraron que esta poblacion presentaba una combinacion Unica de ca-
racteres primitivos (en su morfologia dental) y derivados (en su morfologia facial) lo que
dio lugar a la definicién de una nueva especie: Homo antecessor (Bermudez de Castro
et al., 1997a). En estudios posteriores se destacO, ademas, la presencia ciertos rasgos
compartidos con otras poblaciones euroasiaticas y, en particular, con las que vivieron
durante el Pleistoceno Medio y el Pleistoceno Superior temprano (Bermudez de Castro
et al., 2015). En concreto, se observé un numero relativamente alto de caracteristicas
compartidas con los neandertales y con los hominidos de Sima de los Huesos (SH) (Ber-
mudez de Castro et al., 2015). Este mosaico Unico de caracteres esqueléticos y dentales
hizo que se sugiriera que esta especie podria encontrarse filogenéticamente cerca de la
divergencia entre los neandertales y los humanos modernos (Bermudez de Castro et al.,
2017a).

Dentro de la morfologia craneal de los restos de H. antecessor, result6 ser especial-
mente sorprendente el hallazgo de que estos hominidos presentaban en su tercio medio
facial una morfologia similar a la de humanos modernos, sobre todo si se tiene en cuenta

su antigliedad (Bermudez de Castro et al., 1997a). Este patrdn facial no esta presente en
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otros ejemplares de Homo arcaicos, como H. habilis, H. rudolfensis, ni tampoco en H.
ergaster (Arsuaga et al., 1999). Sin embargo, si puede apreciarse en los especimenes
del Pleistoceno Medio de China Yunxian Il y Nankin 1 (Vialet et al., 2010). Del mismo
modo, en el neurocraneo de los hominidos de TD6.2 se describieron otra serie de rasgos
derivados compartidos con los humanos modernos, H. neanderthalensis y las poblacio-
nes del Pleistoceno Medio europeo (Arsuaga et al., 1999). Con respecto a su mandibula,
los rasgos morfoldgicos de H. antecessor son, en términos generales, similares a los de
las muestras del Pleistoceno Inferior y Medio tanto de Europa como de Africa (Rosas &
Bermudez de Castro, 1999; Carbonell et al., 2005; BermUdez de Castro et al., 2016). Sin
embargo, algunos rasgos distintivos de los especimenes africanos no estan presentes
en los hominidos de Gran Dolina, asi como, ninguno de los rasgos autopomorficos que
caracterizan a H. neanderthalensis (Bermudez de Castro et al., 2004a). En relacion con
sus dimensiones, la escasa altura y anchura de las mandibulas de H. antecessor con-
trastan con las grandes dimensiones de las de la mayoria de los especimenes de Homo
africanos, acercandolos a los hominidos del Pleistoceno Medio de China (Carbonell et
al., 2005; Bermudez de Castro et al., 2015). Finalmente, con respecto al esqueleto post-
craneal, Carretero et al. (1999) y Lorenzo et al. (1999) observaron que los especimenes
mejor preservados y mas completos de TD6.2, presentaban rasgos morfologicos que los
asemejan mas a los humanos modernos que a otros hominidos del Pleistoceno Medio o
a los neandertales.

La denticion permanente de TD6.2 fue estudiada recientemente por Martinon-To-
rres et al. (2019). En este estudio se realiz6 una descripcion comparativa de la super-
ficie exterior de esmalte (OES) y de la superficie de unién entre el esmalte y la dentina
(EDJ). Se emplearon para ello los dientes anteriormente descritos por Bermudez de
Castro et al.(1999, 2008) y Carbonell et al. (2005), asi como otras 14 piezas dentales no
publicadas con anterioridad. Un afio antes Bermudez de Castro et al. (2017b) publicé
un breve estudio sobre los dientes deciduos de TD6.2 . Los resultados de estos estudios
mostraron una vez mas que tanto la denticion permanente como la denticion decidua
de TD6.2 presenta una combinacion de rasgos primitivos y derivados con respecto al
género Homo. En concreto, en el estudio desarrollado por Gbmez-Robles et al. (2015) se
observo que mientras la mayor parte de los rasgos de la denticion mandibular eran ple-
siomorficos, la denticion maxilar era mas derivada, mostrando un mayor parecido con
los neandertales. En relacion con esto Ultimo, es interesante destacar la presencia de al-
gunos rasgos caracteristicos del patrén dental euroasiatico en TD6.2 (Martindén-Torres

etal., 2007, 2019). Por altimo, en relacion con la histologia dental de su denticién poste-
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rior, se ha observado que esta especie presenta un esmalte grueso, lo que la asemeja a la
mayoria de las poblaciones de hominidos extintas y existentes, excepto los neandertales.
(Martin-Francés et al., 2018).

Debido a su moderna morfologia facial, la primera hipotesis que se planted en
torno al debate filogenético de H. antecessor sugiri6 que esta especie podria represen-
tar el ultimo ancestro comun (LCA, last common antestor) entre H. neanderthalensis
y H. sapiens (Bermudez de Castro et al., 1997a). Sin embargo, la posicion geografica
del yacimiento, localizado en el extremo occidental del continente euroasiatico, junto
con la cronologia del nivel TD6.2, dificultaron el posicionamiento de los hominidos de
Gran Dolina dentro del paradigma actual sobre el origen de nuestra especie (Bermudez
de Castro et al., 2015). De hecho, muchos estudios genéticos parecen apuntar a que la
divergencia entre los humanos modernos y los neandertales se produjo entre 0,34 y
0,54 Ma, coincidiendo con el MIS 12 (e.g., Noonan et al., 2006; Endicott et al., 2010;
Krause et al., 2010; Prufer et al., 2017), mucho después de la aparicion de H. anteces-
sor. Esto apoyaria la hipotesis de que el LCA corresponderia con alguna de las especies
que habitaron hace 600-400 ka en Europa (Roksandic et al., 2011). Sin embargo, ac-
tualmente existe una falta de consenso acerca de cuél es el mejor método para estimar
las tasas de mutacion presentes en las poblaciones del Pleistoceno Medio (e.g., Hawks,
2012; Scally & Durbin, 2012; Fu et al., 2013). Los resultados de muchos otros estudios
parecen apoyar que el LCA habit6 en épocas méas tempranas, cercanas al MIS 21 (e.g.,
Ovchinnikov et al., 2000; Green et al., 2008; Langergraber et al., 2012). Esta ltima
hipotesis ha sido respaldada por los resultados obtenidos del analisis cuantitativo de
las tasas de evolucién dental llevados a cabo recientemente por la Dra. Aida GOmez
Robles y colaboradores (2019), en el que se concluy6 que el LCA debid haber existido
hace al menos 800 ka, lo que podria volver a incluir a H. antecessor en este debate
(Gomez-Robles, 2019).

Por otro lado, también en la década de 1990, la identificacion de rasgos primitivos
en la mandibula y la denticién de H. antecessor fueron los principales argumentos pro-
puestos a favor de la existencia de una relacion directa entre esta especie y los H. erectus
de Africa (Carbonell et al., 1995; Bermudez de Castro et al., 1997). En estudios mas re-
cientes se destaco la presencia del “patron dental euroasidtico” en la muestra dental de
Gran Dolina-TD6.2, un conjunto de rasgos presentes en los H. erectus de Asia, aunque
ausentes en las poblaciones africanas (Martindn-Torres, 2006; Martindn-Torres et al.,
2007). Esto hizo que se propusiera la hipotesis de la existencia de una diferenciaciéon
temprana de los grupos del Pleistoceno Inferior de Eurasia de sus homologos africanos,
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la cual pudo haber comenzado poco después de la primera colonizacién documentada
de Eurasia (Gabunia & Vekua, 1995). En este contexto, en 2013, Bermudez de Castro y
colaboradores, propusieron un nuevo escenario en el que se sugirio que un clado euroa-
siatico podria haber dado lugar a diferentes olas migratorias desde Asia a Europa duran-
te el Pleistoceno Inferior y el Pleistoceno Medio. Asimismo, se sugirio que la coloniza-
cion de Europa pudo verse complicada por diferentes factores climaticos y geogréficos,
los cuales favorecieron los fendmenos de aislamiento e hibridacion entre los diferentes
grupos. Todo ello, explicaria la considerable diversidad observada en el registro fésil
europeo, y que puede apreciarse en las muestras halladas en Ceprano, Arago, Sima de
los Huesos o Mala Balanica (eg., Manzi et al., 2001; Roksandic et al., 2011; de Lumley,
2015). H. antecessor podria representar, por tanto, una de las oleadas de poblaciones
que se asentaron en Europa durante finales del Pleistoceno Inferior tardio, separandose
de las poblaciones que probablemente habitaron en Eurasia Occidental o en Africa en
dicho periodo (Bermudez de Castro et al., 2015).

2.2
Yacimiento de Sima de los Huesos

La Sima de los Huesos (SH) es una pequefa cavidad de 8 x 4 m? localizada en el sistema
karstico formado por Cueva Mayor-Cueva del Silo (sierra de Atapuerca, Espafia). Hasta la
fechael registro fosil de este yacimiento comprende aproximadamente 7.500 restos huma-
nos asignados al menos a 28 individuos, lo que supone el 80% del registro fosil humano
del Pleistoceno Medio (Bermudez de Castro et al., 2004a). El hecho de que estos restos
fueran depositados durante el mismo episodio sedimentolégico (Arsuaga et al., 1990b;
Bischoff et al., 1997), junto con la relativa homogeneidad morfolégica observada en los in-
dividuos de SH (e.g., Bermudez de Castro, 1986; Rosas, 1987; Bermudez de Castro, 1988;
Arsuaga et al., 1990a; Rosas, 1995; Arsuaga et al., 2014, 2015), ha reforzado la hipétesis de
gue los especimenes hallados pertenecieron a la misma poblacién biolégica. Por otro lado,
la acumulacién de este yacimiento es considerada por algunos autores como la primera
evidencia de deposito antrépico asociado a un ritual simbélico (Arsuaga et al., 1997b; Car-
bonell et al. 2003).

Los restos fosiles de SH representan, por tanto, la coleccién fésil mas completa del

Pleistoceno Medio a nivel mundial, proporcionando una oportunidad Unica para abordar
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la variabilidad intrapoblacional durante este periodo (e.g., Arsuaga et al., 1997a; Lorenzo
etal., 1998; Martindn-Torres, 2006; Gémez-Rables et al., 2009).

2.2
Historia del yacimiento

En 1976 el investigador Trinidad de Torres, en colaboracién con el Grupo Espeleoldgico
Edelweiss (GEE), inicié una campafa de excavacién en la sierra de Atapuerca con la in-
tencion de estudiar los abundantes restos de Ursidos que en ella se habian encontrado.
Los miembros del GEE sugirieron a Trinidad de Torres explorar el yacimiento de SH, del
cual diversos excursionistas habian extraido durante afios restos de 0so de manera clan-
destina. Trinidad de Torres se encontré con un yacimiento removido del que recuperé
cuanto pudo. Entre los cientos de restos fosiles de 0so mas o menos fragmentados hallé
varios elementos esqueléticos aparentemente humanos, entre ellos una mandibula, que
llevd a su director de tesis, el profesor Emiliano Aguirre. Este investigador determiné
gue esta mandibula era ciertamente humana y tenia un aspecto primitivo (Aguirre et al.,

1976). Fue entonces cuando de la mano de ambos investigadores se iniciaron las primeras

FiIGurAa 2.6 El Dr. Juan Luis Arsuaga y parte de su equipo trabajando en las excavaciones del yacimiento de Sima de

los Huesos. Foto obtenida por Javier Trueba, Madrid Scientific Films.
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excavaciones sistematicas en SH. Desde 1984 hasta 1991 el trabajo realizado consisti6 en
la evacuacion de cerca de 12 toneladas de sedimentos y rocas removidas por las incursio-
nes clandestinas previas (Aguirre et al., 1990). El cuidadoso trabajo de laboratorio rea-
lizado durante esos afios permitié la recuperacion de numerosos restos, en general muy
fragmentados, que incluian, entre otros, mandibulas, piezas dentales aisladas, falanges y
varios fragmentos craneales y de huesos largos (Bermudez de Castro, 1986). A partir de
1991, ya bajo la direccion de Juan Luis Arsuaga, se pudo intervenir en niveles inalterados
(Figura 2.6), hallando la mayor acumulacién de fésiles humanos de la historia locali-
zados en un mismo yacimiento (Arsuaga et al., 1997b). Asi mismo, a partir de entonces
comenzaron los primeros estudios de estratigrafia, paleontologia y geocronologia de SH
(Aguirre, 1986, 1987).

2.2.2
Descripcion del yacimiento

SH se encuentra a 0,5 km de la entrada de Cueva Mayor, en el nivel inferior del sistema
karstico de la sierra de Atapuerca, localizado a +58—51 m sobre el rio Arlanzén (Ortega et
al., 2014).

El complicado acceso a SH fue topografiado por el GGE y descrito en detalle por Juan Luis
Arsuagay colaboradores en 1997 (Figura 2.7). Nada mas entrar a Cueva Mayor se encuentra
una gran cdmara conocida como El Portaldn, cuyos depésitos sedimentarios han permitido
documentar un registro arqueoldgico que va desde finales del Pleistoceno Superior hasta la
Edad Media (Pérez-Romero et al., 2017; Galindo-Pellicena et al., 2019). A la derecha de esta
primera caAmara, entre bloques caidos, se localiza un estrecho y sinuoso pasaje que conduce
ala Galeria del Silex. Esta galeria fue utilizada como camara funeraria de la Edad del Bronce,
por lo que en ella se han hallado restos de fauna, ceramica, herramientas de piedra, asi como
grabados y pinturas a lo largo de las paredes (Pérez-Romero et al., 2017). Sin embargo, para
continuar el camino hacia SH hay que girar a la izquierda en El Portalén y continuar por la
Galeria Principal. Tras una pequefia constriccion, se encuentra una camara de gran tamafio
(la Sala del Coro) donde convergen varias galerias: la Galeria de las Estatuas, la Galeria Baja
(que finaliza en el yacimiento de Sima del Elefante) y la Galeria del Silo, que conduce a SH.
Esta Gltima galeria, termina en un pasadizo que se abre hacia otra gran sala Ilamada Sala de
los Ciclopes de la que parte un pequefio pasaje que conduce a la Sala de las Oseras. Tanto
en la Sala de los Ciclopes como en la de las Oseras abundan los fosiles de Ursus deningeri
que aparecen junto con oseras y numerosas marcas de garras de 0so en las paredes de arcilla

(Garcia & Arsuaga, 1998). Finalmente, tras recorrer 0,5 km de galerias y gateras, el trayecto
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FIGURA 2.7 Mapa de las cavidades del sistema Cueva Mayor-Cueva del Silo que da acceso al yacimiento de Sima de
los Huesos. En azul se indica el nivel superior del sistema karstico, en verde se indica el nivel intermedio y en rojo
el nivel inferior. Mapa topografico del karst de la sierra de Atapuerca modificado a partir del realizado por el GEE

y Ortega et al. (2014).

final de acceso al yacimiento se compone de un conducto vertical de 14 m de profundidad
seguido de una rampa de 9 metros de longitud, conocida como Rampa de la Sima de los

Huesos, que finaliza en una sala de 8 x 4 m? 0 Camara de la Sima de los Huesos.

El yacimiento de SH, de 18 m de longitud, se divide en tres partes: una rampa (la Rampa
de la Sima de los Huesos) y dos segmentos pseudo-horizontales localizados en la parte superior
de larampa (Zona Superior de Sima de los Huesos) y en la parte inferior de la misma (Camara
de Sima de los Huesos) (Arsuaga et al., 1997b; Aranburu et al., 2017) (Figura 2.8). La gran
mayoria de los restos humanos y de carnivoros hallados en este yacimiento se encontraban al
fondo de la rampa, en la pequenia cAmara localizada al final de la misma (Arsuaga et al., 1997b;
Bischoff et al., 2003). En el techo del yacimiento ademas se encuentran tres chimeneas princi-
pales (C1, C2, C3) que fueron formadas durante una fase freatica por la disolucién de los muros
de la cuevay que no muestran signos de remodelacién posterior por procesos gravitacionales,
como caidas de rocas (Aranburu et al., 2017). Hoy en dia, tan solo una de estas chimeneas per-
manece abierta (C2), localizada en la parte superior de la Rampa de Sima de los Huesos, dando
lugar a un conducto vertical de 13 m que funciona como Unico acceso al yacimiento (Figura 2.8).
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FIGURA 2.8 Seccion transversal del yacimiento de Sima de los Huesos y columna estratigrafica sintética del mismo. En
la seccion del yacimiento se observan las tres zonas principales que lo componen (zona superior, rampay camara
de Sima de los Huesos) asi como las tres chimeneas principales del yacimiento (C1, C2 y C3). A la derecha puede
observarse la columna obtenida de la combinacion del total de seis columnas descritas por Aranburu et al. (2017).
La mayor parte de la acumulacion de restos humanos (hueso negro) se localiza en la unidad estratigrafica 6, en la
que aparecen acompafiados de abundantes restos de fauna (hueso blanco). Figura modificada obtenida de Ortega

et al. (2014) y Aranburu et al. (2017).

Se han publicado muchos trabajos sobre la geocronologia de SH (Arsuaga, 1993; Ar-
suaga et al., 1997b, 2014; Bischoff et al., 1997, 2003, 2007; Parés et al., 2000; Arnold et al.,
2014; Aranburu et al., 2017). El altimo de ellos fue publicado por Aramburu y colabora-
dores en 2017. En este trabajo se trazaron seis columnas estratigraficas a lo largo de los 18
m del yacimiento, cuya correlacion lateral permitié determinar una sucesion estratigrafica
valida para todos los estratos de SH (Figura 2.8). El andlisis de dicha correlacion permitié
redefinir la estructura deposicional del yacimiento a partir de doce unidades litoestrati-
graficas (LU), agrupadas en cinco unidades aloestratigraficas (AU) delimitadas por even-
tos erosivos, dando lugar a un nuevo esquema sedimentoldgico que amplia los descritos
con anterioridad (Arsuaga, 1993; Arsuaga et al., 1997b, 2014; Bischoff et al., 1997). Los
fosiles de hominidos han sido hallados en dos unidades aloestratigraficas sucesivas: AU-3
(formada por LU-5 y LU-6), que contiene la gran mayoria de los restos de hominidos; y
AU-4 (en concreto en LU-7), con una cantidad considerablemente menor de fésiles de
hominidos. Aramburu y colaboradores en 2017 interpretaron que todos los restos 6seos

de hominidos pertenecian a LU-6. Sugirieron que el escaso niumero de ellos hallado en
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LU-7 provenia de la unidad subyacente, como resultado de la erosion producida durante
el proceso de deposicion de LU-7. La LU-6 esta formada por arcillas plasticas de color
marron rojizo, con una gran densidad de restos fosiles y una abundancia de intraclastos
de espeleotemas (Aranburu et al., 2017). Las composicion de dicha unidad, junto con la
ausencia de extraclastos, concuerda con un entorno de baja energia, lo que parece apoyar
la hipotesis de que los fésiles no fueron transportados largas distancias, sino que se acu-
mularon in situ en el conducto SH durante el mismo episodio sedimentologico (Bischoff et
al., 1997; Aranburu et al., 2017).

Con respecto a cronologia del yacimiento, en el trabajo publicado por Arsuagay cola-
boradores en 2014 en la revista Science se incluyeron los resultados obtenidos de la apli-
cacion de diversas técnicas de datacidn sobre los sedimentos y restos fosiles de SH. Por un
lado, la aplicacion de la técnica de Series-U sobre un espeleotema depositado directamente
sobre el Craneo 4 arrojé una edad media de 434 +36/-24 ka para la LU-6, lo que supondria
que su deposicién se produjo entre el inicio y mediados del Pleistoceno Medio (Arsuaga
etal., 2014). Esto coincidiria con los datos obtenidos del estudio del contenido de macroy
microvertebrados de los estratos fosiliferos de SH. La presencia de formas arcaicas de Ur-
sus deningeri, Panthera leo cf. fossilis, y de Clethrionomys acrorhiza sugeriria que la acu-
mulacion se produjo en el MIS 15/16 (500—600 ka)(Garcia & Arsuaga, 2011). Asimismo,
dichos estratos se correlacionan con los de otros yacimientos de Atapuerca que han sido
datados como pertenecientes al Pleistoceno Medio (Falguéres et al., 1999, 2013; Berger et
al., 2008; Arsuaga et al., 2014). Por otro lado, los andlisis paleomagnéticos mostraron una
polaridad normal para LU-6 y LU-7 (Arsuaga et al., 2014). Estos resultados apoyan las in-
terpretaciones obtenidas de estudios previos que sugieren que la acumulacion se produjo
con anterioridad a la inversion magnética de Brunhes-Matuyama (<780 ka) (Parés et al.,
2000). También se establecié una edad minima para LU-6 de 261 +26/-25 ka a través de
la aplicacion de la combinacion de las técnicas ESR/Series-U sobre un diente de Ursido
hallado en dicho nivel (Arsuaga et al., 2014), lo que adelantarian en 100 ka las fechas esti-
madas de formacion de estos depositos (Bischoff et al., 1997, 2003, 2007). Por otro lado,
los estudios genéticos realizados sobre la longitud del ADN mitocondrial, tanto de la fauna
como de los humanos hallados en SH, arrojaron una edad genética de entre 150-640 ka
para los restos analizados, con estimaciones puntuales cercanas a 400 ka (Dabney et al.,
2013; Meyer et al., 2014). Por altimo, los resultados obtenidos de varias muestras datadas
por TT-OSL (entre 455 + 17 ka 'y 440 + 15 ka , con una edad media de 448 £ 15 ka) y lu-
miniscencia estimulada por infrarrojo post-infrarrojo (pIR-IR) (de 428 + 27 a 441425 ka
para las muestras de feldespato y de entre 396 + 35y 429 + 32 ka para las de cuarzo), asi

66 CECILIA GARCIA CAMPOS



como de una muestra de cuarzo analizada por ESR (443 + 90 ka), fueron estadisticamente
similares, apoyando la evidencia sedimentolégica de que el episodio deposicional se pro-
dujo en un corto periodo de tiempo durante el MIS 12 (Arnold et al., 2014; Arsuaga et al.,
2014; Demuro et al., 2019).

2.2.3
La poblacion de Sima de los Huesos
» Caracteristicas de la acumulacion

Desde que el primer fosil humano fuese hallado en 1976 (Aguirre et al., 1976) hasta la
actualidad, entre los niveles LU-6 y LU-7 de SH se han recuperado mas de 6.500 restos
humanos, entre dientes y fragmentos craneales y postcraneales. A través del estudio
de este registro fosil, en 2004, Bermudez de Castro y colaboradores establecieron un
numero minimo de 28 individuos, observando la posible presencia de especimenes fe-
meninos y masculinos. La homogeneidad morfoldgica de la muestra (e.g., Bermudez de
Castro, 1986, 1988; Rosas, 1987, 1995; Arsuaga et al., 1990a, 2014, 2015) asi como el
contexto tafondmico de la misma (Arsuaga et al., 1990b) evidenciaron que los homini-
dos de la SH pertenecian a una misma poblacién biolégica y que posiblemente fueron
depositados en un Unico evento. Esta hip6tesis quedé de nuevo reforzada por los resul-
tados obtenidos por diversos trabajos en los que se mostro que los fésiles recuperados
en distintas partes del yacimiento encajan entre si y no presentan signos de haber sido
transportados (Arsuaga et al., 1997b, 2014; Bischoff et al., 2007). Por otro lado, a través
de la aplicacion de estandares de desarrollo de H. sapiens y del analisis del grado de
desgaste de la muestra dental de SH, se determiné que la edad de muerte de los indi-
viduos de este yacimiento comprendia desde los cuatro hasta 35 afios (Bermudez de
Castro & Nicolas, 1997; Bermudez de Castro et al., 2003a, 2004b). En todos los estudios
realizados destacé de manera notable el gran porcentaje de individuos adolescentes 0
adultos jovenes con edades inferiores a los 20 afios (64,3%), mientras que, por otro lado,
tan solo un individuo tenia una edad inferior a 10 afios y tres especimenes edades que
superaban la treintena (Bermudez de Castro & Nicolas, 1997; BermUdez de Castro et al.,
2003a, 2004b).

La ausencia de sedimentos aldctonos y las evidencias geocronologicas del yaci-
miento, permitieron descartar la existencia de un acceso directo a la cavidad desde el
exterior cuando se produjo la deposicién de los restos humanos, siendo el acceso desde

la Sala de los Ciclopes el mas parsimonioso (Aranburu et al., 2017). De esta forma, los
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restos humanos y de carnivoros habrian accedido al yacimiento a través de la chimenea
C2 (Figura 2.8) siendo acumulados en la parte superior de la rampay a lo largo de ella,
produciendo un cono de huesos, lo que, junto con un fenémeno de sedimentacion lento
y de baja energia, tuvo como resultado la formacién de la acumulacion (Aranburu et al.,
2017). Si bien parece légico pensar que la chimenea C2 pudo actuar como una trampa de
carnivoros para Ursus deningeriy otras especies (Arsuaga et al., 1997b; Garcia & Arsua-
ga, 1998), el origen de la acumulacién humana no esta tan claro. Este ha sido un tema
muy debatido y ha dado lugar a la propuesta de numerosas hipotesis, muchas de ellas
rebatidas en la actualidad (e.g., Aguirre et al., 1990; Diez, 1990; Bermudez de Castro &
Diez, 1995; Andrews & Fernandez-Jalvo, 1997; Arsuaga et al., 1997b; Bocquet-Appel &
Arsuaga, 1999; Aguirre, 2000).

Al comparar el patrén de distribucién de edad de los individuos de SH con mo-
delos tedricos obtenidos de otras poblaciones del Pleistoceno Medio, se observé que la
peculiar estructura de edades de SH, carente casi por completo de bebés y nifios, no
encajaba con un perfil atricional (donde aparecen representados aquellos individuos
que han muerto durante un largo periodo de tiempo por diversas razones) o catastro-
fico (originado por un evento en concreto y en el que se observa una estructura simi-
lar a la presente en la poblacion originaria) (Bermudez de Castro et al., 2004b). En
1995, Bermudez de Castro y Diez sugirieron que la distribucién de mortalidad de SH
si que podria encajar en un perfil catastrofico, si el evento causante hubiese afectado
solo al sector fértil de la poblacién, es decir a los adultos jovenes. Sin embargo resulta
dificil imaginar dicho escenario ya que son precisamente los infantes y lactantes los
individuos mas vulnerables a las catastrofes naturales de corta duracion (Bermudez
de Castro et al., 2004b). Se planted entonces que la fragilidad de los restos infantiles
pudo haber jugado en su contra, dificultando su recuperacion. Sin embargo, hasta los
huesos mas delicados (incluyendo los huesos del oido) han sido recuperados en buen
estado de conservacion en este yacimiento. Esto ha dejado patente las extraordinarias
condiciones de conservacion de SH, lo que hace dificil aceptar la idea de que todas las
evidencias infantiles pudieron desaparecer por la acciéon de agentes bioestratigraficos o
fosildiagenéticos. Por otro lado, Andrews & Fernandez-Jalvo (1997) propusieron que la
accion de los félidos y mustélidos sobre la deposicion original pudo ser la causante de
la ausencia de vestigios de los individuos mas jévenes. Sin embargo, una vez mas, esta
hipotesis fue descartada ya que la proporcion de huesos modificados en SH es mucho
menor de lo que se observa en aquellos yacimientos donde los carnivoros tienen acceso

esporadico y/o continuo a las carcasas (Sala et al., 2014). Por Gltimo, en 1999 Boc-
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quet-Appel y Arsuaga propusieron que una crisis demogréfica causada por una severa
fluctuacion ambiental pudo acabar con los individuos infantiles de la poblacion antes
de que se produjera el evento catastrofico causante de la acumulacion definitiva de ca-

daveres en el yacimiento de SH.

Por otro lado, en 1997, Arsuaga y colaboradores pusieron sobre la mesa la idea de
que el origen de la acumulacion de SH pudiera ser antrépico. El descubrimiento de un
hacha de mano de caracteristicas muy singulares en 1998 (Figura 2.9 A), apodada Exca-
libur, supuso la primeray Unica evidencia de industria litica hallada en este yacimiento.
Este artefacto litico fue realizado sobre cuarcita veteada, materia prima poco frecuente
entre la industria litica recuperada en los yacimientos del Pleistoceno de Atapuerca, y no
mostraba evidencias de haber sido usada (Carbonell et al., 2003). Todo ello, reforzé la
hipétesis de que los individuos de SH pudieron haber sido depositados en el yacimiento
como parte de algun tipo de ritual funerario (Carbonell et al., 2003). Por otro lado, Sala
et al. (2015) realiz6 un estudio forense-tafonédmico completo de los crdneos de SH, y
observo que ocho crdneos mostraban lesiones perimortem, siendo las del craneo 17 (y
posiblemente las de los craneos 5y 11) fruto de violencia interpersonal (Figura 2.9 B).
Este descubrimiento descarto otra de las hipdtesis planteada con anterioridad, la acu-
mulacién no pudo ser accidental, ya que el individuo al que pertenecia el craneo 17 ya
estaba muerto al caer a la sima (Sala et al., 2015, 2016).

FIGURA 2.9 Evidencias del origen antropico de la acumulacion de Sima de los Huesos. (A) Vista frontal del hacha
de mano conocida como Excalibur hallada en Sima de los Huesos en 1998. (B) Analisis a través de imagenes de
micro-CT de los traumatismos frontales del Craneo 17 de Sima de los Huesos que, siguiendo criterios forenses,

pueden interpretarse como resultado de un conflicto cara a cara. Fuente: Sala et al. (2016).
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Caracteristicas morfoldgicas y debate filogenético

El registro fésil de SH se compone de una amplia muestra perteneciente a una Unica
poblacién biolégica del Pleistoceno Medio europeo. Dentro de este registro fésil, todos
los elementos esqueléticos estan representados y de manera abundante, lo que ofrece la
oportunidad de caracterizar en profundidad la anatomia craneal y postcraneal en esta
poblacién fésil (Figura 2.10).

FIGURA 210 Reconstruccién de un individuo masculino de la Sima de los Huesos. A la izquierda reconstruccion del
esqueleto realizada empleando algunas de las piezas mas emblematicas del registro fésil de Sima de los Huesos.

Imagen tomada por Javier Trueba, Madrid Scientific Films. A la derecha ilustraciéon de Kennis & Kennis.

Mas de la mitad de los restos hallados en SH corresponden al esqueleto postcra-
neal, los cuales han sido ampliamente estudiados por diversos autores (e.g., Arsuaga et
al., 1997a, 1999, 2015; Carretero et al., 1997, 1999, 2012; Lorenzo et al., 1998, 1999; Go6-
mez-Olivencia et al., 2007; Pablos et al., 2012, 2013, 2014). El ultimo estudio completo
sobre el esqueleto postcraneal de la poblacion de SH fue realizado por Arsuaga y colabo-

radores en 2015. En términos generales, de esta amplia investigacion se extrajeron las
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conclusiones que se exponen a continuacion. La poblacion de SH se caracteriza por: 1)
mostrar cuerpos anchos, por lo que se podria incluir dentro del “wide Homo bauplan”,
un caracter plesiomoérfico en el género Homo compartido con H. neanderthalensis; 2)
presentar estaturas de en torno a 163,6 cm, similares a las que se pueden encontrar en
las poblaciones humanas modernas y que aparecieron por primera vez hace 1,6-1,5 ka;
3) tener una masa corporal de entre 69,1 kg y 6,3 kg, mayor que la de grupos anteriores,
pero 6,3 kg por debajo de la media neandertal (75,4 kg); y 4) el gran tamafio de la cabeza
del fémur de algunos individuos, rasgo que aparecio por primera vez en Africay Europa
durante el Pleistoceno Medio. Por otro lado, se observo que el esqueleto postcraneal de
los individuos de SH presentaba muchos rasgos en comudn con los neandertales que no
estaban presentes en los humanos modernos. A pesar de ello, la mayoria de estos carac-
teres parecen ser retenciones plesiomorficas (como la morfologia general de la pelvis y
del fémur) o de polaridad filogenética incierta, y, por tanto, se concluy6 que el patréon
neandertal derivado en su conjunto auin no se observaba en la poblacién de SH (Arsuaga
etal., 2015).

Con respecto a su esqueleto craneal (Figura 2.11), el estudio del registro fésil hu-
mano de SH ha revelado un patréon en mosaico compuesto por: rasgos primitivos que
no se encuentran en los neandertales del Pleistoceno Superior (como la posicion baja de
la maxima anchura craneal); rasgos de transicién, asociados a la morfologia del nean-
dertal (como la morfologia del occipital); y algunos otros rasgos que encajan en el pa-
tron neandertal derivado, especialmente en el torus supraorbital, el esqueleto facial y
la mandibula (e.g., Rosas et al., 1991; Arsuaga, 1993; Rosas, 1995, 2001; Arsuaga et al.,
1997c, 2001, 2014; Martinez-Abadias et al., 2006). Asimismo, la morfologia externa e
interna de su denticion presenta todos los rasgos (frecuencia y combinacion de los mis-
mos) que se consideran tipicos de H. neanderthalensis (e.g., Bermudez de Castro, 1986;
Martinon-Torres et al., 2012; Gémez-Robles et al., 2013; Martinez de Pinillos et al.,
2014; Goémez-Robles et al., 2015; Hanegraef et al., 2018).

Atendiendo a sus rasgos morfolégicos los hominidos de SH fueron inicialmente
asignados a la especie H. heidelbergensis (Arsuaga et al., 1991, 1997c; Arsuaga, 1993;
Bermudez de Castro et al., 2004a), entendiendo a esta especie cOmo una cronoespecie
del linaje Neandertal europeo (Arsuaga et al., 1991, 1997c; Arsuaga, 1993). Sin embar-
go, esta poblacion presenta una mayor afinidad morfologica con H. neanderthalensis
que la que se observa en otros especimenes incluidos en el clado de H. heidelbergensis
(Arsuaga et al., 1997c; Carretero et al., 1997; Rosas, 2001; Gomez-Olivencia et al., 2007;
Bermudez de Castro et al., 2009; Tattersall, 2011). En concreto, la mandibula de Mauer
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FIGUrA 211 L0s 17 Craneos hallados en Sima de los Huesos y reconstruidos hasta la fecha, publicados en Arsuaga et

al. (2014). Imagen tomada por Javier Trueba, Madrid Scientific Films. Sala et al., 2016.
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(holotipo de H. heidelbergensis) presenta una denticién con proporciones similares a
las de los neandertales (Rosas & Bermudez De Castro, 1998), aunque carece de algu-
nos de los rasgos distintivos de este grupo (Martindn-Torres, 2006; Martinon-Torres
etal., 2012). Esto ha hecho que algunos autores hayan reconsiderado la localizacion del
hipodigma de SH dentro de H. heidelbergensis (Tattersall, 2007, 2009, 2011), siendo

finalmente excluido de este clado por Arsuaga et al. (2014).

Por otro lado, el analisis del ADN mitocondrial (ADNmt) de los hominidos de SH
revel6 que estos se encontraban mas estrechamente emparentados con la poblacién ori-
ginaria de los restos encontrados en la cueva de Denisova que con H. neanthertalensis
(Meyer et al., 2014). Sin embargo, el ADNmt se hereda como una unidad Unica de ma-
dres a hijos, por lo que ofrece una informacion valiosa pero sesgada que no refleja de
manera precisa las relaciones genéticas existentes entre los individuos o poblaciones.
Andlisis posteriores del ADN nuclear (ADNN) de los restos de SH evidenciaron que la
poblacién de este yacimiento pertenece al linaje evolutivo de H. neanderthalensis, es-
tando estrechamente relacionada con el ancestro comun de los neandertales y los deni-
sovanos (Meyer et al., 2016).

Lagran cantidad de rasgos derivados de los especimenes de SH, junto con los resul-
tados obtenidos de la secuenciacion de su ADN, sugiere que esta poblacion pudo jugar
un papel importante en la aparicién del acervo genético neandertal. En este contexto,
H. neanderthalensis surgiria como una especie terminal fruto de una radiacion mas
amplia hacia Europa (Schwartz & Tattersall, 2005), mientras que SH se encontraria
en el origen filogenético del linaje Neandertal (Martinén-Torres et al., 2012). Por otro
lado, el complejo contexto paleodemografico del Pleistoceno Medio europeo, en el que
las peculiares condiciones climaticas habrian dado lugar a eventos de extincion, reco-
lonizacion, aislamiento genético e hibridacion entre los diferentes paleodemes, podria
explicar la variabilidad observada en Europa durante este periodo, mostrando una evo-
lucion no lineal del linaje de H. neanderthalensis (Hublin & Roebroeks, 2009; Dennell
et al., 2010). Otra de las opciones contemplaria la posibilidad de que SH representara
un linaje diferente resultado del aislamiento genético, lo que explicaria la presencia de
algunos rasgos derivados en esta poblacion como, por ejemplo, la marcada reduccion
del tamafio de su denticion posterior (Bermudez de Castro & Nicolas, 1995).
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3.

Objetivos de la tesis

Objectives of the dissertation

Los objetivos generales de esta tesis doctoral se describen en los siguientes

puntos:

1 En esta tesis doctoral se ha aplicado la técnica de la microtomografia computarizada a

una amplia muestra forense de sexo conocido, con el fin de determinar el grado de di-

morfismo sexual presente en las proporciones tridimensionales de los tejidos dentales

de los caninos permanentes. Los objetivos especificos de este estudio son los siguientes:

11

1.2

Evaluar la variabilidad intersexual presente en las dimensiones de los tejidos den-
tales (volimenes y superficies tridimensionales) de los caninos permanentes de las

poblaciones actuales.

Explorar el potencial de las proporciones tridimensionales del esmalte y la dentina
de los caninos permanentes para la estimacion del sexo en muestras forenses y/o

arqueoldgicas.

2 El segundo objetivo general de esta tesis doctoral es ampliar la informacién disponible

en la actualidad sobre las proporciones de los tejidos dentales de las primeras especies

de Homo europeas. Para ello, se han aplicado técnicas de andlisis de imagenes micro-

tomograficas a las muestras dentales de hominidos de los yacimientos del Pleistoceno

Inferior y Medio la sierra de Atapuerca (Espafia), asi como a las muestras dentales de

La Caune de I’Arago (Francia) y de Krapina (Croacia). Los objetivos especificos son los

siguientes:

21

2.2

Definir el patron histologico presente en los caninos permanentes de los homini-
dos de Krapina (Croacia), considerados como neandertales clasicos, y en los de una
muestra de humanos modernos, con el fin de establecer un marco de referencia que
permita valorar las posibles similitudes y diferencias con el patron histolégico pre-
sente en el resto de muestras fosiles analizadas.

Describir el patrén histolégico de los caninos permanentes recuperados del nivel

Gran Dolina-TD6.2 delasierrade Atapuerca (Espaia), asi como discutir el significado
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2.3

24

de las posibles similitudes y diferencias existentes entre las proporciones histolé-
gicas de la denticion de esta muestra, y las de otras poblaciones del Pleistoceno,
prestando especial atencion a los hominidos de la Sima de los Huesos, asi como a

los miembros de los taxones H. neanderthalensis y H. sapiens.

Describir el patron histoldgico de los caninos permanentes de la colecciéon de la
Sima de los Huesos de la sierra de Atapuerca (Espafia), asi como discutir el signifi-
cado de las posibles similitudes y diferencias existentes entre las proporciones his-
toldgicas de la denticion de esta muestra y las de otras poblaciones del Pleistoceno,
prestando especial atencién a los hominidos de Gran Dolina-TD6.2, asi como a los

miembros de los taxones H. neanderthalensis y H. sapiens.

Describir el patrén histolégico de los caninos permanentes recuperados del yaci-
miento de La Caune de I’Arago (Francia) y discutir el significado de las posibles si-
militudes y diferencias existentes entre las proporciones histologicas de la denticion
de esta muestra y las de otras poblaciones del Pleistoceno, prestando especial aten-
cion a las poblaciones de la sierra de Atapuerca (Espafia), asi como a los miembros

de los taxones H. neanderthalensis y H. sapiens.

3 En tercer lugar, en esta tesis doctoral se han empleado técnicas microtomograficas para

analizar los caninos permanentes de los hominidos de la Sima de los Huesos con el ob-

jetivo de determinar el patrén y el grado de dimorfismo sexual presente en las propor-

ciones de sus tejidos dentales. Los objetivos especificos de este estudio son:

31

3.2

Proporcionar nueva informacion paleodemografica sobre la poblacion de la Sima de

los Huesos mediante la estimacion del sexo de los individuos que la componen.

Estimar el grado de dimorfismo sexual presente en los tejidos dentales de los cani-
nos permanentes de la Sima de los Huesos y compararlo con el dimorfismo obser-
vado en la poblacién neandertal de Krapina (Croacia) y una muestra de poblacién

humana moderna.

The general objectives of this PhD dissertation are the following:

1 In this PhD research we have applied microtomographic techniques to a large forensic

78

sample of known sex, to estimate the degree of sexual dimorphism in the 3D dental tis-

sue proportions of permanent canines. The specific objectives of this study are:
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11 To assess the variability of the dental tissue dimensions (volumes and three-dimen-
sional surface areas) between sexes in the permanent canines of a forensic dental

sample of known sex.

12 Toexplore the potential of the enamel and dentin proportions of permanent canines

for a reliable sex estimation in forensic and/or archeological samples.

The second general objective of this PhD dissertation is to increase the amount of in-
formation currently available on the dental tissue proportions of early European Homo
species. To this end, microtomographic imaging analytical techniques have been applied
to the hominin dental samples from the Early and Middle Pleistocene Atapuerca sites
(Burgos), as well as to the dental samples from La Caune de I’Arago (France) and Krapi-

na (Croatia). Therefore, the specific objectives are:

21 To describe the histological pattern of the permanent canines belonging to the Kra-
pina hominins, which have been interpreted as as classic Neandertals, and to a mo-
dern human sample, to establish a reference framework for the comparsion of other
fossil samples.

2.2 To describe the histological pattern of the permanent canines recovered from the
Gran Dolina-TD6.2 level of the Sierra de Atapuerca (Spain) and discuss the me-
aning of their similarities/differences with other Pleistocene populations, with a
special attention to the Sima de los Huesos hominins, H. neanderthalensis and H.

sapiens.

2.3 Todescribe the histological pattern of the permanent canines from the Sima de los
Huesos collection from the Sierra de Atapuerca (Spain) and discuss the meaning
of their similarities/differences with other Pleistocene populations, with a special

attention to Gran Dolina-TD6.2 hominins, H. neanderthalensis and H. sapiens.

2.4 To describe the histological pattern of the permanent canines recovered from the
site of La Caune de I'Arago (France) and discuss the meaning of the similarities/
differences with other Pleistocene populations, with a special attention to the Sierra

de Atapuerca populations, H. neanderthalensis and H. sapiens.

The third objective is to study the permanent canines of the hominins of Sima de los
Huesos by means of microtomographic techniques to estimate the pattern and degree

of sexual dimorphism in this population. The specific objectives of this study are:

31 To provide new paleodemographic information on the Sima de los Huesos popula-
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tion through the sex estimation of of the individuals that compose it.

32 To estimate the degree of sexual dimorphism present in dental tissues of Sima de
los Huesos permanent canines and to compare it with the dimorphism observed in
the Neandertal population of Krapina (Croatia) and a modern human population

sample.
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3.2

Hipotesis de partida

Starting hypothesis

Teniendo en cuenta la evidencia presentada en el primer y segundo capitulo, y
los objetivos planteados, las hipotesis de partida de esta tesis doctoral son:

1 Con respecto a la evaluacion del dirmofismo sexual presente en los tejidos dentales de

los caninos permanentes de las poblaciones humanas modernas se plantearon las si-

guientes hipétesis de partida:

11

1.2

Numerosos estudios académicos han evidenciado la influencia de los genes ligados
a los cromosomas sexuales y de las hormonas esteroideas sobre el desarrollo de
los tejidos dentales. Por otro lado, investigaciones anteriores realizadas empleando
secciones transversales de la denticién permanente han mostrado la existencia de
un patréon sexualmente dimorfico en las proporciones de los tejidos dentales. Dicho
patrén consiste en la presencia de un complejo dentino-pulpar coronal absolutam y
relativamente mayor en la denticién de los hombres en relacion con la de las muje-
res, mientras su grosor relativo de esmalte es menor. Por lo tanto, cabe esperar que
nuestros analisis nos permitan identificar un patréon similar al descrito en estudios
previos en las dimensiones (volamenes y superficies tridimensionales) del esmalte

y la dentina de los caninos permanentes de las poblaciones humanas modernas.

Los caninos permanentes son las piezas dentales mas dimorficas en las poblaciones
humanas modernas. Por ello, esperamos que las diferencias sexuales en las propor-
ciones de sus tejidos dentales sean mas marcadas que el resto de la denticion per-
manente y, por tanto, nos permitan estimar con fiabilidad el sexo de los individuos

de la muestra forense estudiada.

2 Con respecto al estudio de las proporciones de los tejidos dentales de las primeras espe-

cies de Homo europeas, se plantearon las siguientes hipoétesis de partida:

21

Tanto los estudios comparativos realizados empleando secciones transversales de la
denticion posterior de H. neanderthalensis y H. sapiens, como aquellos que emplea-
ron modelos tridimensionales, han permitido apreciar diferencias en las proporcio-
nes de los tejidos dentales de ambos taxones, asi como en el patron de distribucion
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del grosor del esmalte. Dado que los hominidos de Krapina son considerados como
neandertales clasicos, esperamos encontrar diferencias tanto en las proporciones
histologicas como el patron de distribucion del grosor del esmalte de sus caninos
permanentes en relacion con la muestra de humanos modernos incluida en esta

tesis doctoral.

Dada la distancia cronoldgica con el resto de muestras evaluadas, y debido a que la
mayoria de sus rasgos dentales se consideran primitivos, esperamos que los cani-
nos permanentes de la Gran Dolina-TD6.2 conserven el patron pleisiomorfico de
esmalte grueso, rasgo, que, por otro lado, ya ha sido descrito en los molares de esta
poblacion en estudios previos.

Un gran nimero de estudios, tanto morfoldgicos como genéticos, han establecido
una relacion clara entre la poblacion de Sima de los Huesos y el linaje Neandertal.
En concreto, destaca la marcada similitud morfoldgica que existe entre la denticion
de los hominidos de la Sima de los Huesos y la de H. neanderthalensis. Todo ello,
nos hace hipotetizar que los caninos permanentes de Sima de los Huesos presenta-
ran unas proporciones histologicas, asi como un patrén de distribucién del grosor
del esmalte, similares los observados en las piezas dentales de los neandertales.

Los hominidos de la Caune de I’Arago (Francia) han sido tradicionalmente asigna-
dos a la especie H. heidelbergensis, un taxén que se ha relacionado estrechamente
con el linaje Neandertal. Por tanto, esperamos que las proporciones histolégicas
de los caninos permanentes del registro fosil este yacimiento, asi como su patrén
de distribucién del grosor del esmalte, sean similares a los presentes en las piezas

dentales de H. neanderthalensis.

3 Por ultimo, en lo que concierne a la evaluacion del patrén y el grado de dimorfismo se-

82

xual presente en las proporciones de los tejidos dentales de la poblacién de Sima de los

Huesos, se plantearon las siguientes hipotesis iniciales:

31

En la literatura se describe la presencia de diferencias en las proporciones de los
diferentes tejidos dentales de la denticién permanente masculina y femenina en las
poblaciones actuales. Estas diferencias también han podido ser apreciadas en otras
especies de hominoideos, asi como en otros grupos de primates como en los cerco-
pitécidos. Por tanto, esperamos que las proporciones de los tejidos dentales de los
caninos permanentes de la Sima de los Huesos nos permitiran estimar el sexo de los

individuos de esta poblacidn.
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32 El andlisis del area de las coronas de los caninos permanentes de Sima de los Hue-

sos ha mostrado que estas piezas dentales presentan un mayor grado de dimorfis-
mo sexual que las de los humanos modernos. Por ello, esperamos encontrar que
las proporciones de los tejidos dentales de sus caninos permanentes presenten una
mayor variabilidad intersexual que las de las poblaciones actuales.

Taking into account the evidence presented in the first and the second chapter,
and the objectives proposed above, the starting hypothesis of this PhD disser-
tation are:

1 Regarding the first general objective, to assess the sexual dimorphism present in the

dental tissue proportions of the permanent canines of modern human populations, we

propose the following starting hypothesis:

11

1.2

Several academic studies have suggested the influence of sex-linked genes and sex
hormones on dental tissue development. In addition, , previous research on histolo-
gical cross sections of permanent teeth have revealed a sexually dimorphic pattern
of dental tissue proportions. This pattern consists of the presence of an absolute and
relatively greater coronal dentin-pulp complex in the dentition of male, while fema-
le have a relatively thicker enamel. Therefore, we expect to find a similar pattern in

the permanent canines of our modern human sample.

Canines are considered the teeth with the highest degree of sexual dimorphism.
Thus, we expect that the sexual differences in this dental class will be more pro-
nounced than in the rest of the dentition and it will allow us a reliable sex estimation

in our forensic sample.

2 Regarding the second general objective, to assess the dental tissue proportions of the

first European Homo populations, we propose the following starting hypothesis:

21

Studies employing histolgical cross sections of the posterior dentition in H. nean-
derthalensis and H. sapiens, as well as those using three-dimensional models, have
shown differences between both taxa in the dental tissue proportions and distribu-
tion. Since Krapina hominids are considered as classic Neandertals, we expect to
find differences in both the dental tissue proportions and the distribution pattern
of the enamel thickness of their permanent canines regarding the modern human

sample included in te present study.
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Given the chronological distance with the rest of the populations examined and be-
cause most of their dental traits are considered primitive, we expect that the Gran
Dolina- TD6.2 canines will exhibit the pleisiomorphic thicky enameled pattern, as
it was already described for the molars of the same group.

A large number of studies, both morphological and genetic, have established a clear
relationship between the Sima de los Huesos population and the Neandertal linea-
ge. In particular, the morphological similarities in the dentition of the hominin of
Sima de los Huesos and H. neanderthalensis is remarkable. Thus, we expect that
Sima de los Huesos permanent canines will present similarities both in the dental
tissue proportions and the distribution pattern of the enamel thickness with Nean-

dertals.

La Caune de I'’Arago hominins have been traditionally assigned to the H. heidelber-
gensis, a species that been related to the Neandertal lineage. Therefore, we expect
that the dental tissue proportions of the permanent canines from Arago as well as
their pattern of enamel thickness distribution will be similar to those observed in H.

neanderthalensis.

3 Regarding the third general objective, to assess the pattern and the degree of sexual

dimorphism present in the dental tissue proportions of Sima de los Huesos population,

the following starting hypothesis were proposed:

31

3.2

Previous research has described differences between males and females in the den-
tal tissue proportions of the permanent of modern humans. These differences have
also been observed in other Hominoid species, as well as in other primate groups
such as cercopithecids. Therefore, we expect that the differences in the dental tissue
proportions of the Sima de los Huesos canines will allow us to estimate the sex of
the individuals of this population.

The analysis of the crown area in permanent canines from Sima de los Huesos has
shown that these teeth have a higher degree of sexual dimorphism than modern
humans. Therefore, we expect to find that the proportions of the dental tissues in
the Sima de los Huesos permanent canines will exhibit higher intersexual variability
than modern populations.
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Para la realizacion de esta tesis doctoral se analizaron los caninos permanentes, maxilares
y mandibulares, de tres muestras de poblaciones actuales, asi como de varias poblaciones
fosiles del Pleistoceno Inferior y Medio de Europa. El siguiente apartado incluye una
descripcion de cada una de las muestras de estudio, diferenciando las Muestras actuales de
las Muestras fosiles. Lainformacion referente a ladescripciéon de los yacimientos de lasierra
de Atapuerca se halla en el Capitulo (La sierra de Atapuerca: historia y yacimientos). En
cuanto a las muestras fosiles incluidas en la Muestra comparativa, tras una breve resefia de
su historia, en este capitulo se detalla el contexto litoestratigrafico y geocronolégico de cada
uno de los yacimientos de procedencia, asi como los principales hallazgos paleontolégicos
y arqueoldgicos acontecidos en los mismos.

4]
Muestras actuales

En esta tesis doctoral se incluyé una muestra de humanos modernos recientes (HMR)
compuesta por un total de 127 piezas permanentes pertenecientes a individuos de origen
europeo y africano. Este material procede de la coleccion antropoldgica de la Escuela de
Medicina Legal de Madrid (Espafia), la coleccién osteoldgica alojada en la Universidad
de Pretoria (L’Abbé et al., 2005) y de extracciones dentales realizadas en Sudan (Elamin
& Liversidge, 2013). La muestra incluida en este estudio fue disefiada con el objetivo de
obtener una representacion similar de ambos sexos tanto en la submuestra europea como
en la submuestra africana. En total se incluyeron 58 caninos permanentes superioresy 67

inferiores de 87 individuos de ambos sexos (38 mujeres y 49 hombres).
417
Muestra de la Escuela de Medicina Legal de Madrid

Esta coleccion fue creada tras el cierre de dos cementerios espafioles de la periferia de Ma-
drid, los antiguos cementerios de Alcorcén y de Carabanchel. Los individuos que compo-
nen esta coleccion son espafioles (de diferente origen regional) nacidos durante la primera
mitad del siglo XXy fallecidos entre 1.975 y 1.985, por lo que se les presupone de origen
europeo. Esta muestra incluye un total de 84 esqueletos pertenecientes a individuos adul-
tos con una edad de muerte comprendida entre los 20 y 55 afios, 24 de ellos mujeres y 60

hombres. De cada uno de los individuos se conoce la edad, el sexo, la fecha de nacimiento
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y de defuncioén, asi como la causa de la muerte. El acceso a esta coleccion fue posible gra-
cias a la colaboracion con el Dr. Bernardo Perea Pérez. Para méas informacién sobre esta

muestra consultar (Rio Mufioz, 2003).

Tras aplicar los criterios de inclusion (descritos al final de este capitulo), del total de
la coleccién se incluyeron 60 piezas dentales (28 caninos maxilares y 32 caninos mandibu-

lares) pertenecientes a 39 individuos (16 mujeres y 23 hombres).
41.2
Muestra de la Universidad de Pretoria

The Pretoria Bone Collection comenz a crearse en 1942, junto con la fundacién del
Departamento de Anatomiay la Escuela de Medicina, en la Universidad de Pretoria con
el objetivo de que se convirtiera en un recurso util para la investigacién. Desde enton-
ces, esta coleccion ha ido creciendo progresivamente, alcanzando en la actualidad los
290 esqueletos, 704 craneos y 541 restos postcraneales completos. EI material 6seo que
compone esta coleccion proviene de donaciones y cuerpos no reclamados de hospitales
locales como Kalafong, Mamelodi y The Pretoria Academic Hospital. Una vez en el De-
partamento de Anatomia, a cada cuerpo se le asigné un nimero de acceso vinculado a
los datos personales del fallecido, incluyendo el nombre, la Gltima direccién conocida,
la edad, el sexo, la afinidad de la poblacion, la altura y el peso aproximados, la causa de
la muerte y hospital de proveniencia. Dentro de la coleccion los hombres negros son los
mas numerosos, seguidos por los blancos, las mujeres blancas y las mujeres negras. La
edad media de los blancos sudafricanos de la coleccion es de 68,2 afios (66,5 afos en
hombres y 70,6 en mujeres) y de 52,9 afios para los negros Sudafricanos (53,9 afios en
hombres y 47,4 en mujeres). La edad media de los varones es de 56,1 afios, y de 57,8
afnos para las mujeres. Para mas informacion sobre esta muestra consultar (L'Abbé et
al., 2005).

Gracias a la colaboracion con el Dr. Clément Zanolli se tuvo acceso a los escéneres
microtomograficos de 139 craneos de dicha muestra. Estos craneos pertenecian a indi-
viduos adultos de entre 22 y 76 afios, 23 de ellos mujeres y 116 hombres. De estos 139
escaneres se seleccionaron los caninos de 38 individuos (17 mujeres y 21 hombres) y una
vez aplicados los criterios de inclusion, 57 piezas dentales fueros analizadas (25 caninos
maxilares y 32 mandibulares). Todos los individuos seleccionados eran negros sudafri-

canos.
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41.3
Muestra de extracciones de clinicas dentales de Sudan

Esta muestra dental se compone de un conjunto de 10 caninos permanentes (5 caninos
maxilares y 5 mandibulares) provenientes de extracciones dentales llevadas a cabo en:
The Elrazi Dental School y The Ribat National Hospital, ambas en Khartoum (Sudan). Los
sujetos que conforman esta muestra (5 mujeres y 5 hombres) son de sexo conocido. A esta
muestra se tuvo acceso gracias a la colaboracion con el Dr. Christopher Dean. Para mas
informacion sobre esta muestra consultar Elamin & Liversidge (2013).

4.7
Muestras fosiles

421
Muestra de los yacimientos de la sierra de Atapuerca
» Muestra dental del yacimiento de Gran Dolina-TD6.2

La muestra dental de Gran Dolina-TD6.2 se aloja en el Museo de Burgos, en Esparia.
Esta muestra comprende 46 piezas dentales permanentes y ocho piezas deciduas. Den-
tro de la misma se incluyen dos caninos permanentes superiores (ATD6-13 y ATD6-69)
y dos caninos permanentes inferiores (ATD6-1y ATD6-6). Asimismo, en dicho nivel se
obtuvieron dos caninos deciduos: ATD6-14 (superior) y ATD6-101 (inferior). Los cani-
nos ATD6-1, ATD6-6 y ATD6-13 pertenecen al individuo H1 (el holotipo de H. anteces-
sor); el canino deciduo ATDG6-14 esta asociado al maxilar del individuo infantil H2; el
canino AT6-69, incluido dentro del maxilar ATD6-69, pertenece al individuo H3; y por
altimo el canino deciduo ATD6-101 se asocia con el individuo infantil H8 (Bermudez de
Castro et al., 2015).

En esta tesis doctoral se han incluido tres caninos permanentes: dos caninos supe-
riores (ATD6-69 y ATD6-13) y un canino inferior (ATD6-1) (Figura 4.1y Tabla 4.1). No
se incluyé el canino inferior derecho ATD6-6 en el estudio ya que esta pieza dental esta
representada Unicamente por un fragmento de su coronay a que se contaba con su anti-

mero (ATD6-1). En términos generales, estas piezas se encuentran en un buen estado de
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conservacion. ATD6-69 no ha alcanzado el plano oclusal por lo que no presenta faceta
de erosion, su raiz no ha finalizado su formacion por lo que esta incompleta. Ademas, la
corona de ATD6-69 presenta una hipoplasia lineal poco marcada. Por otro lado, tanto el
canino ATD6-13 como el canino ATD6-1 presentan una faceta de erosién ovalada en su
superficie oclusal. En el caso de ATD6-1 deja al aire una banda fina de exposicién de den-
tina, mientras que en ATD6-13 la dentina no llega a quedar expuesta. Por tltimo, el canino

ATDG6-1 presenta una ligera erosién cervical, que no afecta al componente de esmalte.

FIGURA 41 Caninos permanentes de Gran Dolina-TD6.2 incluidos en el estudio. En la fila de arriba se observa el
maxilar del individuo H1 que incluye el canino superior ATD6-69, la vista frontal a la izquierda y las vistas infe-
rior y lateral a la derecha. En la fila inferior, de izquierda a derecha, se observan: el canino ATD6-13 (vista bucal,

mesial y oclusal) y el canino ATD6-1 (vista bucal, mesial y oclusal).

La morfologia externa e interna de los caninos permanentes de este yacimiento ha
sido descrita en detalle en un estudio reciente publicado en el Journal of Human Evo-
lution realizado por Martindn-Torres et al. (2019). En términos generales, a pesar del
aparente aspecto arcaico de sus coronas y sus raices, los caninos superiores de H. ante-
cessor muestran una morfologia derivada con respecto a los Homo arcaicos, siendo su

aspecto mas similar al de los incisivos. Por el contrario, en comparacion con la denticion
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de las especies de Homo mas recientes, sus prominentes cresta marginal y cresta esen-
cial les confieren un aspecto méas primitivo. Por otro lado, las raices de los caninos supe-
riores de Gran Dolina se encuentran comprimidas mesiodistalmente, diferenciandose
de la morfologia més conica observada en Dmanisi y en H. erectus de Asia. Los caninos
inferiores de TD6.2 también presentan una morfologia derivada con respecto al género
Homo, muy similar a la que se observa en los homininos del Pleistoceno Medio europeo
(Mauer, Arago, Atapuerca-SH, Lazaret, y en la poblacién neandertal). Al igual que en el
caso de los caninos superiores, a excepcidon del tamafio y la robustez de estos dientes, su
morfologia puede considerarse similar a la de los incisivos, distinguiéndose del patron
primitivo exhibido por los miembros del género Autralopithecus y los miembros de es-

pecies arcaicas del género Homo, asi como los especimenes de Dmanisi.
Muestra dental del yacimiento de Sima de los Huesos

La muestra dental de Sima de los Huesos (SH) hallada hasta 2016 incluye un total de
561 piezas permanentes y 8 deciduas. Dentro de esta muestra encontramos 65 caninos
permanentes (31 superiores y 33 inferiores), asi como un canino mandibular deciduo.
Estas piezas dentales pertenecen al menos a 19 individuos. En esta tesis doctoral se han
incluido aquellos caninos que fueron hallados en las camparias de excavacion previas al
2014 (N=48). Tras aplicar los criterios de inclusion, una submuestra de 33 piezas den-
tales permanentes (16 maxilares y 17 mandibulares) fueron analizadas en este trabajo
(Figuras 4.2 y 4.3, Tabla 4.1). En total al menos 18 individuos aparecen representados

en esta submuestra por alguna pieza dental.

La ultima descripcién morfologica detallada de la denticién permanente SH fue
realizada por Martinén-Torres y colaboradores en 2012. Este trabajo completaba las
publicaciones previas realizadas por Bermudez de Castro (1986, 1988) y Bermudez de
Castro et al. (1993). Martinén-Torres et al. (2012) incrementaron la muestra descrita,
afadiendo todas las piezas dentales recuperadas hasta 2007, y se realizaron un estudio
comparativo en el que también se incluyeron otros hominidos europeos del Pleistoceno
Medio, neandertales y Homo sapiens primitivos y contemporaneos. En términos ge-
nerales, la denticion de SH presenta dimensiones reducidas en comparacion con la de
otras poblaciones del Pleistoceno Medio (Bermudez de Castro et al., 1993). Sin embargo,
los caninos de esta poblacién son mas grandes, presentando dimensiones comparables
a las de otros grupos (Bermudez de Castro et al., 1993; Martinén-Torres, 2006). Con
respecto a su morfologia, la corona de los caninos superiores de SH presenta una forma

en pala con un grado de desarrollo de moderado a fuerte, con prominentes tubérculos
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FIGURA 4.2 Caninos superiores de Sima de los Huesos incluidos en el estudio. (a) AT-5621 (Individuo Il); (b) AT-2759
(Individuo V); (c) AT-144 (Individuo VII); (d) AT-4335 (Individuo XI1); (e) AT-2151 (Individuo XVIII); (f) AT-
2388 (Individuo XXI1V); (g) AT-3255 (Individuo XXVI1); (h) AT-219 (Individuo XXVI11); (i) AT-1757 (Craneo 17);
(j) AT-1942; (k) AT-3192; (I) AT-44; (m) AT-5616; (n) AT-5622; (0) AT-6; (p) AT-958.
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FIGURA 4.3 Caninos inferiores de Sima de los Huesos incluidos en el estudio. (a) AT-60 (Individuo I); (b) AT-578 (In-
dividuo Il); (c) AT-67 (Individuo 111); (d) AT-591 (Individuo VII); (e) AT-1951 (Individuo X); (f) AT-1755 (Individuo
XV); (g) AT-1960 (Individuo XVI); (h) AT-2165 (Individuo XVI11); (i) AT-2783 (Individuo XX); (j) AT-593 (Indi-
viduo XXI11); (k) AT-3886 (Individuo XXV); (I) AT-2762 (Individuo XXVI11); (m) AT-161; (n) AT-164; (0) AT-567.
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4,

linguales y crestas marginales mesiales y distales frecuentemente engrosadas y de sec-
cion redondeada (Bermudez De Castro, 1988; Martinon-Torres, 2006; Martindn-Torres
et al., 2012). Esta morfologia tan caracteristica los asemeja a los caninos de los grupos
neandertales del Pleistoceno europeo. Sin embargo, ademas de estos rasgos, en los ca-
ninos de SH destaca la presencia de una cresta media en la zona superior de su cara
labial, caracteristica que comparte con los especimenes de Arago y Mountmarin y que
suele estar ausente en H. neanderthalensis y H. sapiens (Martinén-Torres, 2006; Mar-
tinon-Torres et al., 2012). Por otro lado, los caninos inferiores de SH tienen un aspecto
incisiviforme, con una forma en pala levemente pronunciada y una superficie lingual re-
lativamente lisa (Martindn-Torres, 2006; Martindn-Torres et al., 2012). Por ultimo, las
raices de los caninos de SH son largas y robustas, con una seccién ovalada comprimida
mesiodistalmente (Bermudez De Castro, 1988; Martinén-Torres, 2006; Martin6n-To-
rres etal., 2012).

El estado de conservacién de los caninos permanentes de SH es por lo general muy
bueno. Hay una pequefia pérdida de esmalte en la cara labial del canino AT-578 y el
canino AT-3192 muestra una fractura de esmalte y pérdida superficial de cemento. Por
otro lado, falta la porcién apical de las raices de los caninos AT-60, AT-67, AT-2783, AT-
1942, AT-2151, AT-2165, AT-6729 y AT-808. El canino AT-1144 no ha sido incluido en
este analisis porque su raiz y corona estan alteradas por algin proceso patolégico, que
deformo su morfologia. Del mismo modo, el canino AT-1475 no formo parte de la mues-
traempleada ya que presentaba una erosién muy fuerte en su regién cervical. Finalmen-
te, los caninos AT-114, AT-145, AT-1755, AT-2151, AT-2165, AT-219, At-2783, AT-3255,
AT-3886, AT-3938, AT-4335, AT-578, AT-591, AT-593, AT-60 y AT-67, antimeros de
alguna de las piezas de la muestra de estudio no fueron incluidos con el fin de evitar que

ciertos individuos estuvieran sobre-representados en la muestra final.

2.2

Muestra comparativa

»
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Muestra dental del yacimiento de La Caune de I'Arago (Francia)

La Caune de I’Arago en Tautavel es una cavidad situada al sur de Francia, en el Pirineo
Oriental (Figura 4.4). El registro fosil humano de este yacimiento es, junto con la co-
leccion de SH de la sierra de Atapuerca, una de las muestras més grandes Pleistoceno
Medio europeo (de Lumley, 2015). Desde que en 1964 el profesor H. de Lumley iniciara
las primeras excavaciones, se han hallado en este emplazamiento mas de 140 restos hu-
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manos (5 mandibulas, 123 piezas dentales y varios elementos craneales y postcraneales)
de al menos 30 individuos, 18 adultos y 12 individuos infantiles. Estos restos aparecieron
ademas asociados a abundante industria litica de Modo 2 y miles de restos faunisticos
(de Lumley & Barsky, 2004).

FIGURA 4.4 Entrada del yacimiento de

La Caune de I'Arago (Francia).

La secuencia estratigrafica de La Caune de ’Arago presenta 10 m de espesor (de
Lumley et al., 2014) e incluye 15 unidades arqueoestratigraficas con evidencias de pre-
sencia humana (Figura 4.5). Los ultimos analisis geocronolégicos realizados mediante
ESR y Series-U han arrojado una fecha de 550 ka de antigliedad para la unidad Q, en
la base de la acumulacién antropica, y de 400 ka para la unidad C, en la parte superior
(OIS del 14 al 10) (Falguéres et al., 2015). La mayoria del registro fésil humano se acu-
mula en las unidades F y G, en el complejo estratigrafico III, asociado a un entorno este-

pario frio y ventoso con una datacién de entre 450 y 350 ka (de Lumley, 2015).

Los hominidos de Tautavel han sido tradicionalmente asignados a la especie H. hei-
delbergensis (Gomez-Robles et al., 2008; Martindn-Torres et al., 2012). De acuerdo con
lo expuesto por algunos autores, esta especie podria representar el Gltimo ancestro co-
mun entre los neandertales y los humanos anatémicamente modernos (Stringer, 2012).
Sin embargo, esta poblacion parece presentar menos caracteres derivados tipicamente
neandertales que otras poblaciones contemporaneas como la de SH (de Lumley, 2015).
Bermudez de Castroy colaboradores, en 2003, observaron de hecho que los especimenes
de Arago presentaban una combinacion de rasgos tipicos de las poblaciones de Gran
Dolina-TD6.2 y SH. Esta observacion dio lugar a que se propusiera que estos hominidos
podrian haber surgido de un proceso de hibridacion entre ambas poblaciones, ocurrido
durante las diferentes olas migratorias que colonizaron Europa desde el Pleistoceno In-

ferior tardio hasta el Pleistoceno Medio. Mas recientemente, de Lumley (2015) relacion6
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los hominidos de Arago con las poblaciones asiaticas y africanas de H. erectus, propo-

niendo la creacion de un nuevo taxén: Homo erectus tautavelensis.

FIGURA 4.5 Secuencia estratigrafica de la cueva de Arago que muestra los niveles de ocupaciéon humana del Conjunto

11 del Complejo Medio. Figura obtenida de Falgueres et al. (2015).

»

En este estudio se han incluido 6 caninos permanentes de La Caune de I’Arago (2
superioresy 4 inferiores) (Tabla 4.2). El estado de conservacion de estas piezas dentales
es en general bueno. La raiz de A24 no ha finalizado su formacion. Del mismo modo, las
raices de los caninos A94 y A101 estan fragmentadas, aunque la de la Gltima pieza pudo

ser reconstruida digitalmente.
Muestra dental del yacimiento de Krapina (Croacia)

El yacimiento de Krapina se localiza en el abrigo rocoso de Husnjakovo, a las afueras
de la ciudad de Krapina, a unos 40 km al noroeste de Zagreb, en la regién de Hrvas-
tko-Zagorje al norte de Croacia. El descubrimiento de los primeros restos humanos de
este yacimiento fue realizado por un maestro de escuela local, Josip Rehoiric”, en 1895.
En afios posteriores, entre 1899-1905, el yacimiento de Krapina fue excavado y descrito
en numerosas publicaciones por el director del Departamento de Geologia y Paleonto-
logia del Museo Nacional de Zagreb Dragutin Gorjanovi¢-Kramberger (e.g., Gorjanio-

ci¢-Kramberger, 1899, 1902, 1904, 1906) (Figura 4.6).
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FIGURA 4.6 Gorjanovi¢-Kramberger y su equipo en el yacimiento de Krapina durante las campaiias de excavacion

realizadas a principios del siglo XX.

El registro fésil humano de este yacimiento comprende mas de 850 restos 6seos per-
tenecientes al menos a 24 individuos de entre 3y 37 afios considerados como neandertales
clasicos (Brace et al., 1964; Smith, 1976; Trinkaus, 1978; Brace, 1979; Wolpoff, 1979; Ra-
dov¢i¢, 1988). El tamatio de este registro fosil ha hecho que sea considerado como la ma-

yor coleccion de fésiles neandertales del mundo localizada en un Unico emplazamiento.

Con respecto al contexto geocronolégico del yacimiento, la secuencia estratigrafica
de Krapina fue descrita en detalle por Gorjanioci¢-Kramberger (1906) (Figura 4.7). En
este trabajo, quedaron definidas nueve unidades estratigraficas localizadas a lo largo de
un perfil de 11 m que contenian abundantes restos de fauna y fésiles humanos de H.
neanderthalensis, asi como numerosos artefactos de industria musteriense (e.g., Gor-
janiocic-Kramberger, 1899, 1902, 1904, 1906). La mayor parte de los restos humanos
hallados en este yacimiento provienen de los niveles 3 y 4, conocidos como Hominid
Zone. Los andlisis de ESR y Series de Uranio sugirieron una fecha de 130 £+ 12 ka (MIS 5)
para estos niveles, estimandose que la acumulacién se produjo en un periodo de tiempo
de menos de 20.000 anos (Rink et al., 1995). Por otro lado, unos pocos especimenes
fueron hallados en niveles superiores, los niveles 5, 6 y 7, por lo que se calcula que éstos
pudieron haber sido depositados en periodos posteriores (Malez, 1970). La distribucién
del registro fosil humano sugiere la existencia de al menos dos ocupaciones que pudieron
ocurrir en momentos diferentes durante el Pleistoceno Superior (Simek & Smith, 1997).
Sin embargo, la presencia de hogares, industria litica y restos de fauna con sefiales de
consumo a lo largo de toda la secuencia estratigrafica parece indicar que la presencia

humana fue continua (Caspari & Radovci¢, 2006).
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ricurA 4.7 Perfil estratigrafico de Krapina publicado por Gorjanovi¢-Kramberger en 1904. En todos los niveles se han

hal

lal

4
C

lado herramientas liticas y fosiles de humanos, aunque la mayoria de los restos humanos proceden del nivel 4,

lamada Hominid Zone.

Esta muestra dental de Krapina esta representada por 282 dientes, ya sea aislados
o incluidos en mandibulas (Wolpoff, 1979). De esta muestra se seleccionaron 18 caninos
permanentes (12 superiores y seis inferiores), pertenecientes a 16 individuos, que fue-
ron incluidos en este estudio (Tabla 4.2). Los caninos de Krapina se encuentran por lo
general en un buen estado de conservacion. Sin embargo, s6lo ocho de ellos tienen sus
raices completas.

3

riterios de inclusion

En esta tesis doctoral se ha realizado una seleccion exhaustiva de los caninos que forman

parte de la misma. Cuando fue posible, mas de un diente del mismo individuo fue incluido

en

102

la muestra de estudio, sin embargo solo un antimero por clase dental fue seleccionado.
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Solo se incluyeron aquellos caninos que no presentaban ningun dafio patoldgico que pu-
diera afectar a sus tejidos mineralizados. Los dientes que presentaban alguna fractura im-
portante, asi como lesiones o pérdidas de esmalte destacables en su region cervical fueron
descartados. Las fracturas y grietas leves fueron corregidas digitalmente.

El grado de erosion de cada pieza dental se establecio siguiendo los criterios descritos
por Molnar (1971). Para la valoracion de las variables de la corona se consideraron aque-
llos caninos que presentaban un grado de erosion igual o inferior a 3, caracterizado por la
ausencia de apice en el borde incisal de su coronay la aparicion en su lugar de un punto de
dentina. Con el fin de evaluar los efectos del desgaste dental sobre las variables de estudio,
los dientes con un grado de desgaste 4 (que presentan una exposicion minima de dentina
en su superficie oclusal), 5 (con una exposicion mayor de dentina en la superficie oclusal)
y 6 (en cuya corona se observa una pérdida de esmalte lateral en la superficie de desgaste)

fueron evaluados de forma independiente.

Para la valoracion de las dimensiones de la raiz solo se consideraron aquellos caninos
permanentes que presentaban raices completamente formadas y no fracturadas, con inde-
pendencia de su erosion dental. Del mismo modo, a la hora de evaluar la superficie basal
de la corona, no se tuvo en cuenta el grado de erosion dental de cada pieza, incluyéndose
ademas aquellas piezas con raices incompletas.
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Esta tesis doctoral se ha basado en la aplicacion de la técnica de imagen digital denomi-
nada Microtomografia Axial Computarizada (micro-CT). Esta técnica fue utilizada en los
cuatro articulos que componen el cuerpo experimental de este proyecto de investigacion.
El empleo de esta técnica puede entenderse en tres fases diferentes: el escaneo del objeto
de estudio y la obtencion de las imagenes microtomogréaficas; el tratamiento posterior de
las iméagenes de micro-CT; y la medicion y andlisis de dichas iméagenes. En los apartados
gue se muestran a continuacién se describen los fundamentos principales de esta técni-
ca, asi como los protocolos en los que se basan las diferentes fases que la sustentan. Una
descripcion mas detallada de la metodologia empleada puede encontrarse en los articulos

incluidos en el capitulo de resultados.

5]
Fundamentos de la Microtomografia
Axial Computarizada (micro-CT)

Los fundamentos principales de la microtomografia axial computarizada (micro-CT) son
similares a los de las técnicas tomograficas médicas convencionales. El término tomogra-
fia se deriva de las palabras griegas tomos (“cortar” o “dividir”) y graphia (“escribir”). El
significado implicito en esta etimologia es que las técnicas tomograficas son aquellas que
permiten obtener imagenes de las secciones virtuales de un objeto. En la préactica, estas
técnicas consisten en hacer pasar un haz de rayos X a través de un objeto hasta un de-
tector, siendo la informacion recogida por éste y posteriormente convertida en una sefial
electrénica (Figura 5.1). Estos rayos X seran absorbidos, en parte, por el objeto escaneado
en funcion de la densidad de los materiales que lo componen, impidiendo que el haz llegue
integro al detector. De esta forma, los materiales mas absorbentes (con mayor coeficien-
te de absorcién o atenuacion) dardn lugar a areas claras en la imagen digital resultante,

mientras que aquellos menos absorbentes generaran areas oscuras.

Desde que en la década de 1970 los doctores Cormack y Hounsfield (ganadores del
premio Nobel de fisiologia y medicina en 1979) pusieran en funcionamiento el primer tomo-
grafo clinico (Cormack, 1963, 1964; Hounsfield, 1976) hasta nuestros dias, se han producido
grandes progresos tanto en la adquisicién de imagenes como en las técnicas de post-proce-

sado. Sin embargo, ya en su momento las técnicas tomograficas computarizadas (Computed
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FIGURA 51 Proceso de obtencién de las imagenes de micro-CT. El emisor de rayos X emite un haz que atraviesa la
muestra y es recogido por el detector. EI movimiento giratorio de la muestra genera un stack de imagenes de mi-

cro-CT a partir de las cuales se puede llevar a cabo la reconstruccion volumétrica de laimagen (volumen rendering).

tomography o CT) supusieron un gran avance frente a las radiografias convencionales. La
mayor ventaja que ofrecieron estas técnicas consistié en que, en lugar de visualizar s6lo
un plano o seccidn, éstas permitieron producir una serie de imagenes igualmente espa-
ciadas (o stack de imagenes) moviendo la fuente de rayos X ligeramente después de cada
exposicion. La distancia entre escaneos consecutivos se denomina grosor de corte (o slice
thickness). Estas técnicas emplean, ademas, multiples proyecciones obtenidas de diferen-
tes angulos tangenciales mediante el giro del objeto escaneado (en el caso de la microto-
mografia computarizada, in vitro) o del emisor y el detector (en el caso de la tomografia
computarizada médica, in vivo)(Figura 5.1). El disefio de la CT se basé en los trabajos de-
sarrollados por el matematico australiano Johan Radon en 1917 quien demostré que era
posible reconstruir una imagen a partir de multiples proyecciones de la misma tomadas
desde diferentes angulos. De este modo, a partir de las diferentes proyecciones obtenidas
del objeto y a través de un algoritmo de reconstruccion aplicado mediante un ordenador
(basado en la operacion matematica denominada Transformada de Radon), se genera una
matriz de imagen correspondiente a cada una de las secciones (Figura 5.1). A todo ello
hay que afiadir que, al contrario que las técnicas radioldgicas anteriores, las imagenes to-
mograficas no muestran una superposicion de las estructuras del objeto y hay una mayor

resolucion en los contrastes.

A la hora de trabajar con imagenes tomograficas es importante tener en cuenta una
serie de parametros. La imagen tomografica (ya sea obtenida mediante CT o micro-CT)

se compone de un conjunto de elementos de dimension conocida denominados pixels. El
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numero de pixels que componen cada imagen determinara la resolucién de la misma. Los
pixels deben considerarse més como cubos que como cuadrados, lo que se conoce como
volumetric pixel o Voxel (Figura 5.2 A). Del mismo modo, cada corte transversal corres-
ponde a un rectangulo cubico, cuyas dimensiones vienen determinadas por su resoluciéon
(nimero de pixeles) y el slice thickness. Otro de los parametros que ha de tenerse en cuen-
ta cuando se emplean imagenes radiograficas obtenidas mediante tomografia es el valor
del pixel (Figura 5.2 B). Este valor puede oscilar entre 0 y 255 dependiendo de la magnitud
de rayos X que ha sido capaz de penetrar un area concreta del objeto escaneado. El valor O
indica que el pixel es negro, mientras que un valor de 255 indica que es blanco. Los valores
de entre 1y 254 corresponden a una tonalidad concreta de gris dentro de un rango o escala,
encontrandose en el extremo inferior del rango los valores mas oscuros y el extremo supe-
rior los mas brillantes. Por tanto, estos valores permitiran no solo interpretar visualmente
el stack de imagenes, sino también identificar y etiquetar los diferentes tejidos o estructu-

ras, es decir, segmentar las imégenes.

Por ultimo, existen varios formatos en los que las imagenes de micro-CT pueden ser
exportadas. Los mas comunes son los archivos TIFF (Tagged image file format) y DICOM
(Digital imaging and communications in medicine). En el formato TIF, cada archivo co-
rresponde a una seccion transversal, por lo que es necesario generar un archivo adicional
denominado Header que contenga los pardmetros del escaneo (tamafio de voxel, el Kilo-
voltaje empleado, el nimero de cortes obtenidos...). En el formato DICOM, cada archivo
contiene todas las secciones en un unico fichero, asi como toda la informacién sobre el
escaneo, lo que evita la pérdida de informacién y simplifica el procesado posterior de las

imagenes. En esta tesis ambos formatos han sido empleados.

El primer sistema de microtomografia de rayos X fue concebido y construido por
Jim Elliott a principios de la década de 1980. Sin embargo, no fue hasta 1994, cuando el
primer escaner micro-CT estuvo disponible comercialmente, que esta técnica empez6 a
emplearse en investigacién dentro del campo de la antropologia (RUegsegger et al., 1996).
Hoy en dia, varios fabricantes han desarrollado la tecnologia de micro-CT, in-vivo e in-vi-
tro. La principal diferencia que presenta la micro-CT frente a las técnicas de CT estandar
es la escala de medida. La CT usa rayos X de menor energia ya que van a aplicarse sobre
sujetos vivos, cubriendo, Unicamente, el extremo inferior del espectro de energia de rayos
X utilizado en la microtomografia. Como resultado, la microtomografia permite obtener
iméagenes de mayor resolucion en las cuales se emplea una escala micrométrica en vez de

milimétrica.
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FIGURA 5.2 Parametros asociados a las imagenes de micro-CT. Las imagenes tomograficas se componen de un conjun-
to de elementos de dimension conocida denominados volumetric pixels o Voxels (A). La resolucion de la imagen
viene determinada por el nimero de pixels (X e Y) y el slice thickness (Z). Dentro de cada imagen microtomografica
los valores de cada pixel varian entre O y 255 (B). Los cristales de hidroxiapatita que comprenden la ctpula del
esmalte absorben mas rayos X que la dentina subyacente, dando lugar a elevados valores de pixel (blancos o casi

blancos), mientras que la dentina adquiere valores intermedios (grises).

Durante los ultimos afios, la CT ha resultado ser una prueba radioldgica de explora-
cion muy util dentro del campo de la medicina, debido a que es rapida de realizar, ofrece
una gran nitidez de imagen y permite obtener imégenes volumétricas a tiempo real. Esta
técnica es especialmente relevante en el estudio de la extension de los canceres. En con-
creto, cuando éste va a ser tratado con radioterapia, es imprescindible el uso de imagenes
en tres dimensiones obtenidas mediante CT. Por otro lado, la aplicacion de la CT o la mi-
cro-CT alas ciencias forenses ha dado lugar a la aparicién del concepto de virtopsy (virtual
autopsy), lo que ha supuesto un notable aumento de la aplicacién de estas modalidades
de diagnostico. Al mismo tiempo, la paleoantropologia utiliza estas técnicas tomograficas
para el estudio y evaluacion de restos antiguos preservados, dando lugar a la aparicion de
la Paleohistologia Virtual.
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5.2
Proceso de escaneo de la muestra

El proceso de escaneo de la muestra dental incluida en la presente tesis doctoral se llevo a
cabo utilizando diferentes sistemas microtomograficos alojados en instituciones de Espa-
fa, Italia y Sudafrica. Las especificaciones técnicas de cada uno de los equipos empleados
son diferentes, lo que condiciond el protocolo de escaneo aplicado y el tamafio de voxel
obtenido. Asimismo, factores como el estado de fosilizacion y el tamafio del resto a esca-
near, o si se trata de una pieza dental aislada o incluida en alguna estructura 6sea, también

influyeron en los parametros de escaneo empleados.

En el laboratorio de Microscopia del Centro Nacional de Investigacion sobre la Evo-
lucion Humana (CENIEH), Espafia, se encuentran dos equipos microtomograficos: el sis-
tema microtomografico Scanco Medical uCT 80 y el GE Phoenix v|tome|x. El primero de
ellos admite muestras de hasta 14 cm de altura y 6 cm de diametro, por lo que se emple6
para el escaneo de piezas dentales aisladas, mientras que el segundo permite escanear
muestras de mayor tamafio, alcanzando un tamafio maximo aproximado de hasta 60 x 50
x 50 cm, por lo que se emple6 para el escaneo tanto de piezas aisladas (a partir del 2015)
como de aquellas piezas que se encontraban incluidas en alguna estructura 6sea. En el
Laboratorio Multidisciplinario del International Centre for Theoretical Physics (ICTP) de
Trieste (Italia) se encuentra el equipo CTP-Mlab micro-CT cuyas especificaciones técnicas
se describen en Tuniz et al. (2013). Asimismo las caracteristicas del equipo Nikon XTH
225 ST de la Corporacion de Energia Nuclear de Sudéafrica (Necsa), en Pelindaba, se des-
criben en Elamin y Liversidge (2013). Finalmente, los escaneres de la muestra de Krapina
se obtuvieron de la base de datos de NESPOS ©. Los parametros empleados en el escaneo
de cada una de las piezas dentales que componen la muestra aparecen recogidos en el
apartado de metodologia de las publicaciones incluidas en la presente tesis doctoral y en la

tabla que se observa a continuacion (Tabla 5.1).
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5.3

Tratamiento posterior de las imagenes digitalizadas de
micro-CT

Para el tratamiento posterior de las imagenes tomograficas se ha utilizado el software Ami-
ra6.0.0 (Visage Imaging, Inc.). Amira es un programa informatico de visualizacion, anali-
sisy edicion de imagenes tridimensionales. Este programa permite visualizar conjuntos de
datos cientificos tridimensionales de diversa naturaleza (antropologia, medicina, biologia,
bioquimica, bioingenieria...), pudiendo ser posteriormente exportados, analizados, com-

parados y cuantificados de manera eficaz y con gran precision.

Los pasos seguidos para el tratamiento posterior de las imagenes de micro-CT son los

siguientes:
» QOrientacion de la pieza dental
» Aplicacion de filtros
» Segmentacién de los tejidos dentales

Las piezas dentales fueron orientadas en funcién de su posicion anatomica. Cada una
de ellas fue colocada longitudinalmente de forma paralela al eje Z, pudiéndose observar
en el plano XZ su cara mesial. De esta forma en el caso de encontrarnos frente a un canino
maxilar en el plano XY se mostraria la zona apical del mismo, mientras que en los caninos

mandibulares se observaria su cara oclusal.

Una vez que cada pieza dental fue orientada se procedi6 a la aplicacion de filtros digita-
les. Amenudo la aplicacion de filtros es una herramienta necesaria para la reduccion de ruido
o artefactos en la imagen, permitiendo asi mejorar las caracteristicas de la misma como paso
previo a la segmentacion. Esta herramienta se basa en algoritmos sofisticados que pueden
tener efectos variables dependiendo de la imagen de entrada y de los parametros de control
preestablecidos, por lo que es necesario escoger adecuadamente el filtro a aplicar en cada
caso. En este estudio se ha aplicado un Non-Local Mean Filter (Buades et al., 2005). Este fil-
tro es extremadamente Util cuando lo que se busca es reducir el ruido en laimagen preservan-
do, al mismo tiempo, los bordes de la misma. Cuando existen voxels que introducen ruido en
la imagen, el algoritmo asociado a este filtro modifica el valor del voxel haciendo una media

en los valores de los voxels proximos al mismo, ponderando cada voxel en funcion de su si-
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militud con el voxel a modificar. Como resultado la claridad post-filtrado es mucho mayor,

disminuyendo la pérdida de detalles en la imagen en comparacién con otros algoritmos.

A continuacion se procedié a segmentar la imagen. La segmentacion consiste en
asignar a cada pixel de la imagen una etiqueta en funcion del valor de pixel, en la que
se especifique la region o material al que pertenece, permitiendo delimitar estructuras
concretas, en este caso el esmalte, la dentina y la pulpa. Este es un paso previo necesario
a la reconstruccion volumétrica de cada estructura (volume rendering, renderizacion) y
puede realizarse de manera manual, semiautomatica o automatica. Cuando el estado de
preservacion de la pieza dental lo permitio, el proceso se llevé a cabo de manera semiau-
tomatica utilizando la herramienta Watershed Segmentation del programa Amira 6.0.0.
Esta herramienta permite distinguir de manera automatica diferentes estructuras dentro
de una imagen tomogréafica. Tras indicarle al algoritmo el minimo y maximo del umbral
de valores de pixel de cada estructura dentro de la escala de grises (lo que se conoce como
thresholding) éste nos da como resultado final una imagen etiquetada donde se indica la
region a la que pertenece cada pixel. En la mayoria de los casos, posteriormente a la aplica-
cion de la herramienta Watershed Segmentation, fue necesario llevar a cabo correcciones
manuales asi como rellenar pequefas fracturas o grietas generadas en los procesos de con-
servacion. Esta herramienta pudo utilizarse principalmente en las muestras forenses o en
aquellas muestras fosiles en las cuales los procesos diagenéticos de remineralizacion eran
leves, como es el caso de Sima de los Huesos o Krapina, siendo necesario llevar a cabo una

segmentacion manual en el resto de los casos.

54
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Protocolo de medida de las variables de estudio

Una vez se ha realizado la segmentacion del stack de imagenes de micro-CT, los diferentes
tejidos dentales aparecen identificados y etiquetados como tal en las mismas. El siguiente
paso seria, por tanto, diferenciar los volimenes y superficies histolégicos pertenecientes a

la coronay la raiz de cada pieza dental.
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A lo largo de los ultimos anos varios protocolos han sido descritos con el fin de ais-
lar la corona de la raiz en las diferentes piezas dentales (Figura 5.3). En 2004, Tafforeau
sugirié dos metodologias para la orientacion del plano de referencia que permitiria la se-
paracion de ambas estructuras. En la primera, la orientacion del plano quedaria definida
por la morfologia de la linea cervical del diente, punto de encuentro entre el esmalte y la
dentina cervical. La segunda metodologia, por el contrario, permitiria orientar dicho plano
a partir de la ubicacién de las cuspides de dentina. Por otro lado, Kono (2004) propuso
que, una vez orientado el plano de referencia, la base de la corona deberia definirse a partir
del plano trasversal mas apical que contuviese un anillo completo de esmalte en la region
cervical del diente (Figura 5.3 A). Mas adelante, Olejniczak (2006) sugiri¢ aislar la corona
de la raiz a partir de la creacidon de un plano trasversal ubicado en el punto intermedio
entre el plano definido por Kono (2004) y el plano que contuviese la extension més apical
del esmalte (Figura 5.3 B). Todas estas metodologias fueron concebidas para ser aplicadas
en molares, objeto de estudio de dichas investigaciones, siendo su aplicacién complicada

en el resto de clases dentales.

La eleccion adecuada de la metodologia a emplear en cada caso es fundamental, ya
que la posicion final del plano basal de la corona determinara los valores que se obtengan
de los diferentes tejidos dentales. Del mismo modo, la morfologia de cada pieza dental, y en
concreto de la region cervical de la cipula de esmalte, influira en la posiciéon de dicho plano.
En 2014, Benazzi y colaboradores realizaron un estudio comparativo de los diferentes en-
foques propuestos por Tafforeau (2004), Kono (2004) y Olejnizcak (2006). El objetivo de
dicho estudio fue proporcionar una serie de pautas que permitieran evaluar las dimensiones
(2D y 3D) de los diferentes tejidos dentales de molares, premolares, caninos e incisivos, de
forma que estas pautas pudieran ser replicadas facilmente permitiendo la comparacion pos-
terior de datos. En el caso de los caninos, estos autores descartaron adaptar los protocolos
propuestos por Kono (2004) y Olejnizcak (2006) argumentando que la marcada ondulacion
de su linea cervical no permitia definir de manera precisa un plano de referencia para la
separacion de la coronay la raiz. La fuerte convexidad bucal y lingual, asi como la concavi-
dad mesial y distal de la linea cervical de los caninos provocaria que, al aplicar los criterios
propuestos por Olejnizcak (2006), se sobrestiman las dimensiones de la dentina coronal,
mientras que si se escogiera la metodologia propuesta por Kono (2004) se subestimarian las
dimensiones de la ctpula de esmalte (Figura 5.3 A, B). Como alternativa a ambos protocolos,
Benazzi y colaboradores (Benazzi et al., 2014) propusieron que, en vez de delimitar la corona
de los caninos a partir de un plano de referencia, la base de la corona fuera definida por una

curva de superficie lisa adaptada a la morfologia de su linea cervical (Figura 5.3 C).
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FIGURA 5.3 Aplicacion de los principales protocolos descritos para aislar la corona de la raiz en los caninos. (A) Kono
(2004) propuso que la base de la corona debia definirse a partir del plano trasversal més apical que contuviese un
anillo completo de esmalte en la regién cervical del diente. (B) Olejniczak (2006) sugirio aislar la corona de laraiz a
partir de la creacién de un plano trasversal ubicado en el punto intermedio entre el plano definido por Kono (2004)
y el plano que contuviese la extension mas apical del esmalte. (C) Benazzi et al. (2014) propusieron que la base de

la corona fuera definida por una curva de superficie lisa adaptada a la morfologia de su linea cervical.

En esta tesis doctoral hemos aplicado el enfoque expuesto por Benazzi et al. (2014)
por ser éste el Unico que tiene en cuenta la morfologia singular de los caninos. Por ello,
hemos considerado la superficie cervical como el caracter morfologico fundamental para
aislar la corona de la raiz. Utilizado el stack de imagenes de micro-CT orientados hacia
el plano ZY (Figura 5.4 A), en el que se observan los diferentes planos mesio-distales del
diente, se dibujo6 en cada slice una linea recta que unia las maximas extensiones apicales
(mesial y distal) del esmalte (Figura 5.4 B). De esta forma, en el stack de imagenes orien-
tadas en el plano XZ (Figura 5.4 C), que muestra planos buco-linguales de los caninos, se
cred una curva concava que unia las maximas extensiones apicales (bucal y lingual) del es-
malte y delimitaba la corona de la raiz (Figura 5.4 D). Cuando fue necesario, se realizaron
algunas correcciones con el fin de eliminar algunos elementos disruptivos, como picos o
valles, que interrumpian la homogeneidad de la curva. De esta forma las dimensiones del
esmalte correspondian a las de la totalidad de la cpula del esmalte (Figura 5.4 a). Asimis-

mo, solo la dentinay la pulpa contenidas en dicha ctpula fueron consideradas como parte
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del complejo coronal dentino-pulpar (Figura 5.4 b). Como resultado, ambos elementos se
aislaron de la raiz (Figura 5.4 d) a través de una superficie curva concava y homogénea,

que sirvio para definir la superficie basal de la corona (BS) (Figura 5.4 c).
5472
Descripcion teorica de las variables de estudio

En esta tesis doctoral se han valorado las dimensiones tridimensionales (volUmenes y su-
perficies) tridimensionales de los tejidos dentales de la corona y la raiz de los caninos per-

manentes pertenecientes a la muestra de estudio.

Las proporciones de los tejidos dentales, en general, y el grosor del esmalte, en par-
ticular, han despertado un enorme interés en el campo de la antropologia. Para el estu-
dio cuantitativo del grosor y las superficies de los tejidos dentales algunos investigadores
han tomado medidas lineales del esmalte expuesto en dientes desgastados o naturalmente
fracturados (Beynon & Wood, 1986; Ramirez Rozzi, 1998; Hlusko et al., 2004), otros han
usado planos laterales de radiografias (Alvesalo et al., 1991; Zilberman et al., 1992, 2005;
Zilberman & Smith, 2001), asi como cortes transversales fisicos de la corona (Schwartz
& Dean, 2001; Saunders et al., 2007) o extraidos de modelos volumétricos de la misma
(Feeney et al., 2010).

Todos estos estudios surgieron a partir de los realizados por Lawrence Martin y co-
laboradores, en los cuales se estudio el grosor del esmalte en grandes simios actuales,
humanos modernos y hominidos fosiles (Martin, 1983, 1985; Grine & Martin, 1988). En
un primer estudio, Martin (1983) sugirid que las areas de los diferentes tejidos dentales,
medidas en un plano ideal de la corona, podrian ayudar a estimar de manera razonable
el volumen total del esmalte en el diente a partir del calculo del grosor bidimensional del
mismao. Este autor desarroll6 un protocolo de medida en el que se emplearon sustitutos bi-
dimensionales como alternativa a las medidas volumétricas del esmalte y la dentina (area
del esmalte en lugar del volumen del esmalte o area de la dentina en lugar del volumen de
la dentina). Sin embargo, el plano ideal definido por Martin ignora las peculiaridades mor-
foldgicas de cada pieza dental (o taxén), asumiendo que la distribucién del esmalte se pro-
duce de forma homogénea a lo largo de la superficie de la corona. Este hecho en concreto
ya fue destacado por varios autores, los cuales llegaron a observar diferencias en el grosor
del esmalte presente en las diferentes cuspides de una determinada pieza dental e incluso
dentro de distintas ubicaciones dentro de una Unica cuspide (e.g., Schwartz, 2000a; Mar-
tin et al., 2003; Olejniczak, 2006).
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FIGURA 5.4 Protocolo de aislamiento de la corona y la raiz utilizado en este estudio, basado en Benazzi et al., 2014.
Canino en posicion anatémica: vista lingual (A), vista mesial (C). Linea que define el limite inferior de la corona en
el plano mesiodistal (B) y curva generada en el plano bucolingual (D). Volimenes aislados: capa de esmalte (a) y
complejo dentino-pulpar coronal (b). Este tltimo esta limitado en su base por una curva con una superficie lisa (c)

que lo aisla del volumen de la raiz (d). Figura obtenida de Garcia-Campos et al. (2018a).
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Como alternativa a los estudios bidimensionales, surgieron las primeras investigacio-
nes realizadas a partir de variables volumétricas de los tejidos coronales. Estas se llevaron
a cabo a través de diversos procesos destructivos que permitian la separacion fisica de
la ctipula de esmalte y la superficie de la dentina (Kraus, 1952; Sakai, 1967; Corruccini,
1987a; b), lo que genero cierta controversia y limito su aplicacion, sobre todo dentro del
contexto paleoantropoldégico. La posterior aparicion de la microtomografia axial compu-
tarizada (micro-CT) abri6 las puertas a la medida de variables volumétricas de manera
no invasiva y precisa. Fue entonces cuando Kono (2004) y Tafforeau (2004), aplicando la
técnica de micro-CT, desarrollaron sendos estudios acerca del grosor del esmalte de dife-
rentes primates fosiles y actuales, incluyendo seres humanos modernos. En estos estudios,
diversas variables volumétricas e indices asociados a las mismas fueron definidos, basan-
dose en medidas bidimensionales previamente descritas por Martin en 1983. La definicion
de dichas variables tridimensionales establecié una base tedrica que sustentd multiples
estudios posteriores (e.g., Olejniczak et al., 2008a; b; Macchiarelli et al., 2013; Zanolli et
al., 2015; Martin-Francés et al., 2018), de entre los que destacan los trabajos realizados
por Olejniczak (2006) y Olejniczak et al. (2008a; b), y de la cual parte la presente tesis
doctoral.

En esta tesis doctoral se incluyeron las variables tridimensionales descritas por Ole-
jniczak (2006) y Olejniczak et al. (2008a; b) (Tabla 5.2). Sin embargo, las variables bidi-
mensionales de Martin (1983) no fueron valoradas, a excepcion de en el primer estudio que
conforma el cuerpo de esta disertacion y que esta incluido en el apartado 6.1. del Capitulo
de resultados. En este primer trabajo se incluyé un estudio piloto en el que se compararon
los resultados obtenidos de la valoracion de las variables bidimensionales descritas por
Martin (1983) en relacién con los de las variables tridimensionales empleadas por Olejnic-
zak (2006). Se observo que, a pesar de que los resultados eran similares, las variables bidi-
mensioanles de la corona tendian a sobreestimar o subestimar las dimensiones de ciertos
componentes histologicos. Los mismos resultados se obtuvieron en los estudios realizados
por Olejniczak et al. (2008a; b) y Benazzi et al. (2014). El origen de este hecho puede en-
contrarse en la particular anatomia de los caninos, la cual dificulta la aplicacién del proto-
colo descrito por Martin (1983), asi como su replicabilidad. A pesar de esta limitacién, otra
de las razones que podria haber hecho interesante el valorar las variables bidimensionales
del esmalte y la dentina coronal de los caninos de la muestra podria haber sido la posibili-
dad de comparar nuestros datos con los datos disponibles en la bibliografia. Sin embargo,
los estudios que incluyen datos sobre las proporciones histologicas bidimensionales de los

caninos son escasos, Yy los datos publicados provienen de especimenes pertenecientes a los
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taBLA 5.2 Definicion de las variables tridimensionales e indices incluidos en esta tesis doctoral (Olejniczak, 2006;

Olejniczak et al., 2008a; b).

Variable Abreviacion Definicion Completa Unidades
Volumen de la corona contenido entre la
Volumen de la cipula de v superficie externa del esmalte y la 3
e 7 L mm
esmalte superficie de unién entre el esmalte y la
dentina (EDJ).
Volumen coronal ntina, inclui |
Volumen coronal del Vedp olumen coronal de dentina, Incluida la mms3
. - camara pulpar.
complejo dentino-pulpar
Volumen de dentina delimitado por la EDJ
Volumen total de la Vtdp y éapice de la raiz, incluyendo la camara mm3
dentina
pulpar.
Area de la superficie EDJ EDJS Supe_rflue de union entre el esmalte y la mm2
dentina.
Area de la superficie OES Superficie externa de la ctpula de esmalte mm?2
externa del esmalte P P '
Area de la superficie basal Superficie curva que delimita la corona de
BS p mm2
de la corona la raiz.
Volumen total de la Volumen delimitado por la superficie
Ve exterior del esmalte y la superficie basal de mm3
corona
la corona.
Volumen total de la raiz vr Volumen dellmltgd_o por la su’perflue basal mm?3
de lacoronay el apice de laraiz.
- Volumen completo de la pieza dental 3
Volumen total del diente Vt incluyendo la coronay la raiz. mm
Grosor medio del esmalte Distancia promedio en linea recta entre la
3D 3DAET  Epjyia OES (Ve/ EDJS). mm
Indice que expresa el grosor medio del
esmalte 3D (3DAET) como un porcentaje
Grosor relativo del 3DRET de la raiz cubica del volumen coronal del  Sjn escala
esmalte 3D complejo dentino-pulpar.
[(3D AET/3/Vcdp)x100]
. El porcentaje del volumen de la corona que
?:/c?rlﬁnl]sg Lﬂg::‘r:g_dedl ar Vcdp/Vce corresponde al complejo dentino-pulpar. olfsgﬁ[[ial
Pi€) pulp [(Vedp/Vc)x100] P
Volumen relativo de la Ve/Vi El porcentaje del volumen total del diente Escala
corona que corresponde a la corona. [(Vc/Vt)x100] porcentual
Complejidad relativa de la Coeficiente de la superficie externa del
superficie exterior del OES/EDJS esmalte y la superficie total de union Sin escala

esmalte

esmalte-dentina. [OES/EDJS]
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géneros H. neanderthalensisy H. sapiens (Smith et al., 2012). Buti et al. (2017) publicaron
un estudio en el que se valoraron las dimesniones tridimensionales de los tejidos dentales
en una amplia muestra de caninos de ambos taxones. Por todo ello, consideramos que las
variables tridimensionales descritas por Olejniczak (2006) y Olejniczak et al. (2008a; b),
aportan informacién mas precisa y Gtil a la hora de abordar los objetivos propuestos en
esta tesis doctoral.

5.5
Analisis estadisticos empleados

En esta tesis doctoral se ha llevado a cabo un exhaustivo estudio comparativo de la varia-
bilidad inter (entre diferentes taxones) e intrapoblacional (entre individuos femeninos y
masculinos) de las variables cuantitativas de estudio. Se disefiaron, ademas, diferentes
ecuaciones univariantes y multivariantes para la determinacion del sexo de poblaciones
actuales, asi como se emplearon diferentes aproximaciones estadisticas para estimar el
sexo de las muestras fosiles de Sima de los Huesos y Krapina. Para ello, varios analisis
estadisticos fueron empleados a través de los programas informaticos SPSS software (v.
18.0, SPSS Science, Inc.) y R software (R Core Team, 2018). Todos ellos se describen en
detalle en el apartado de Material y Métodos de cada uno de los articulos que forman parte
del cuerpo de esta tesis doctoral (ver Capitulo 6).

56
Calculo de los errores de medida

Independientemente del disefio experimental que sustente un estudio, la validez de sus
resultados puede verse comprometida por la fiabilidad de las técnicas empleadas para lle-
var a cabo las diferentes mediciones. Esta fiabilidad puede evaluarse repitiendo el proceso
de medida con el fin de analizar la concordancia de las distintas magnitudes obtenidas.
Por un lado, es importante determinar la variacion que se produce en el valor obtenido al
medir una variable cuando un protocolo es aplicado en diferentes ocasiones por un mismo

investigador. Esto puede evaluarse a través del célculo del error intraobservador. Otra
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posible fuente de error de medida es producto de la variabilidad interobservador, que es
posible estimar a través de la aplicacion del protocolo de medida por dos investigadores in-
dependientes. Su objetivo es valorar hasta qué punto estos dos observadores coinciden en
su medicion. Los analisis de errores de medida son, en muchas ocasiones, un paso previo
que permite validar la replicabilidad de los protocolos empleados, ya que, si por ejemplo,
los distintos observadores discrepan en sus resultados, el protocolo, aunque teéricamente

pueda ser valido, tendra poca fiabilidad a nivel cientifico.

Para estimar el error intra e interobservador se empled una submuestra compuesta
por siete piezas dentales que fueron analizadas por dos investigadores independientes, Ce-
cilia Garcia-Campos y Mario Modesto-Mata. Las proporciones histologicas de cada diente
fueron medidas tres veces, y en tres dias diferentes, por cada investigador siguiendo el
protocolo descrito en los apartados anteriores. De manera independiente, los observado-
res orientaron, segmentaron y aislaron la coronay la raiz de cada canino, asi como cuan-
tificaron cada una de las variables. Siguiendo los criterios empleados por otros autores en
estudios previos similares (Schwartz & Dean, 2005; Saunders et al., 2007; Feeney et al.,
2010), el grado de error fue evaluado a partir del porcentaje absoluto de variacion, utili-
zando la formula que se muestra a continuacion:

(x,7%,)

X,

Porcentaje de variacion=

x100 X, X,: medidas a comparar

El error intraobservador medio obtenido fue de un 1,59% (0,69-2,48%), mientras que
el error interobservador medio fue de un 2,43% (1,72-3,15%). Ambos valores se encuen-
tran dentro de un rango de error aceptable .
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Dimorfismo sexual de las proporciones histologicas
de los caninos permanentes de poblaciones
humanas recientes

Los dos primeros estudios que conforman el cuerpo de esta tesis doctoral pretenden abordar
los dos primeros objetivos planteados en esta disertacién. En ellos se evalug, por un lado,
el grado de dimorfismo sexual presente en las proporciones histologicas tridimensionales
de los caninos permanentes de una amplia muestra forense de sexo conocido. Asimismo,
se exploré el potencial de dichas variables para la estimacion del sexo de restos humanos.

Para ello, se emple6 una muestra de 69 caninos mandibulares (Garcia-Campos et al.
2018a. Contribution of dental tissues to sex determination in modern human populations.
Am J Phys Anthropol 166:459—472), asi como una muestra de 56 caninos maxilares (Gar-
cia-Campos et al. 2018b. Modern humans sex estimation through dental tissue patterns
of maxillary canines. Am J Phys Anthropol 167:914—923). Ambas muestras dentales per-
tenecian a individuos de sexo y edad conocidos, asi como de diverso origen geogréafico.
Tras seleccionar la muestra, las piezas dentales se escanearon empleando un escaner de
micro-CT y las dimensiones de los diferentes tejidos dentales (volimenes y superficies
tridimensionales) fueron medidas a través un software de visualizacion, anélisis y edicién
de imagenes 3D (Amira 6.0.0). Por ltimo, se aplico estadistica comparativa y analisis de
funciones discriminantes.

Los resultados obtenidos permitieron determinar la presencia de un patrén sexual-
mente dimorfico en las variables valoradas tanto en los caninos mandibulares como en los
maxilares. Este patron permitio crear una bateria de funciones discriminantes univariadas
y multivariantes que resultaron ser muy eficaces a la hora de estimar el sexo de los indivi-

duos que componian la muestra.
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Abstract

Obijectives: Accurate sex estimation is an essential step for the reconstruction of the biological
profile of human remains. Earlier studies have shown that elements of the human permanent den-
tition are sexually dimorphic. The aims of this study are to determine the degree of sexual
dimorphism in the dental tissue volumes and surface areas of mandibular canines and to explore

its potential for reliable sex determination.

Method: The teeth included in this study (n = 69) were selected from anthropological collections
from Spain, South Africa and Sudan. In all cases, the sex of the individuals was known. The teeth
were scanned and three-dimensional (3D) measurements (volumes and surfaces areas) were

obtained. Finally, a dsicriminant function analysis was applied.

Results: Our results showed that sexual dimorphism in canine size is due to males having greater
amounts of dentine, whereas enamel volume does not contribute significantly to overall tooth size
dimorphism. Classification accuracy of the multivariable equations tested on slightly worn teeth ranged
from 78 to 90.2% for the crossvalidation, and from 71.43 to 84.62% for the hold-out sample validation.
When all functions were applied together, the sex was correctly assigned 92.30% of the time.

Conclusions: Our results suggest that the 3D variables from mandibular canine dental tissues are
useful for sex determination as they present a high degree of dimorphism. The results obtained
show the importance of 3D dental tissue measurements as a methodology in sex determination,

which application should be considered as a supplemental method to others.

KEYWORDS

canines, dentine, dimorphism, enamel, microtomography

This article was published online on 20 February 2018. After online publication, revisions were made to the table. This notice is included in the online and print
versions to indicate that both have been corrected on 4 April 2018.

Institution from which the paper emanated: Centro Nacional de Investigacion sobre la Evolucion Humana (CENIEH), Paseo Sierra de Atapuerca 3, 09002 Burgos, Spain.

Am J Phys Anthropol. 2018;166:459-472.

130 CECILIA GARCIA CAMPOS

wileyonlinelibrary.com/journal/ajpa © 2018 Wiley Periodicals, Inc. | 459



Journal of

GARCIA-CAMPOS & AL

460 PH AL
—LWI LEY ANTHROPOLOGY
1 | INTRODUCTION

Determination of sex is an important aspect in forensic research, since
accurate sex determination is one of the most important steps in the
reconstruction of the biological profiles of human remains. Both
archaeology and palaeoanthropology have also shown interest in this
issue, not only to reconstruct ancient population demographic profiles,
but because the variables traditionally used to determine sex have also
been used to determine hominin taxonomy (Olejniczak et al., 20083;
Smith et al., 2012). On the other hand, sexual dimorphism studies also
provide information about the life history, the evolution and behavior
of a specific population and, as a result, of individuals (Alt, Rosing, &
Teschler-Nicola, 1998; Lee Greene, 1991).

In recent years, forensic specialists have developed different tech-
nigues to discriminate males from females since these allow them to
exclude approximately half of the population during the identification
processes. The pelvis has been long considered the most reliable skele-
tal remain for sex determination, on certain occasions with correct sex-
ual diagnosis rates above 95% (Ferembach et al., 1980; Iscan and
Derrick, 1984; Luo, 1995). In addition, craniofacial and mandibular fea-
tures have also shown high accuracy (Ferembach et al., 1980; Hu, Koh,
Han, Shin, & Kim, 2006; Williams and Rogers, 2006). However, the
tendency of these bones to break down following deposition may com-
plicate their assessment, particularly in the context of mass fatalities or
catastrophic events, where these bones rarely appear complete. In this
context, teeth provided a good alternative. Because of their chemical
composition and the protection within the framework of the oral cav-
ity, these anatomical structures are the best-preserved human remains.
Therefore, teeth can be considered useful research elements for such
scenarios since there is a greater probability to recover them intact
from skeletonized remains, and they take prominence when other skel-
etal parameters are unavailable.

Several researchers agree that the human permanent dentition is
sexually dimorphic (Feeney et al., 2010; Harris, Hicks, & Barcroft, 2001,
Hillson, 1996; Saunders, Chan, Kahlon, Kluge, & FitzGerald, 2007;
Schwartz and Dean, 2005; Stroud, Buschang, & Goaz, 1994; Zilberman
and Smith, 2001). In most contemporary human populations, males
have larger teeth than females (Alvesalo, 1971; Garn, Lewis, & Kerew-
sky, 1964; Harris and Bailit, 1988; Harris et al., 2001; Iscan and Kedici,
2003; Peckmann et al., 2015), exhibiting the canine teeth the highest
degree of dimorphism among the different tooth classes (Acharya,
Angadi, Prabhu, & Nagnur, 2011; Acharya and Mainali, 2007; Garn,
Lewis, & Kerewsky, 1967; Hillson, 1996; Lund and Mérnstad, 1999;
Rao, Rao, Pai, & Kotian, 1989; Schwartz and Dean, 2005). Mandibular
canines are particularly interesting in sex determination of unidentified
remains, since they are more resistant to periodontal disease and to
severe trauma (Roetzscher, 2013; Nelson, 2014), which increases their
chances of being recovered in a good state of preservations. For this
reason, several researchers have employed mandibular canines to
assess sex differences in size from samples of various geographic
regions and diverse population groups (Hillson, 1996; Iscan and Kedici,
2003; Moorrees, Kai-Jen Yen, Moorrees, & Thomsen, 1957; Peckmann
et al, 2015). In recent years, multivariate statistics, in general, and

discriminant function analysis, in particular, have been explored with
this objective in mind. Discriminant functions have successfully deter-
mined sex by using a combination of tooth sizes and root lengths
(Garn, Van Alstine, & Cole, 1978), by using the ratio between canine
width and intercanine distance (Rao et al., 1989), or by obtaining diago-
nal tooth measurements (Cardoso, 2010; Karaman, 2006; Peckmann
et al., 2015; Zorba et al., 2012).

Moreover, other researchers have observed that dental tissue pro-
portions in the permanent dentition also differ significantly between
males and females (Feeney et al., 2010; Harris and Hicks, 1998a; Saun-
ders et al., 2007; Schwartz and Dean, 2005; Stroud et al., 1994; Zilber-
man and Smith, 2001). Various studies support this idea, suggesting
that dental tissue development is influenced by sex-linked genes
(Alvesalo, 1997; Alvesalo and Portin, 1980; Alvesalo, Tammisalo, &
Hakola, 1985; Guatelli-Steinberg, Sciulli, & Betsinger, 2008; Pentinpuro,
Pesonen, Alvesalo, & Lahdesmaki, 2017; Zilberman and Smith, 2001),
which, in turn, to a certain extent, determines the amount of enamel
and dentine contribution to total crown size. Crown tissue components
have commonly been studied by looking at the two-dimensional physi-
cal cross-sections and X-ray projection radiographs of molars (Grine,
2005; Macho and Berner, 1993; Martin, 1983; Schwartz and Dean,
2005; Stroud et al., 1994) whereas data on anterior teeth, and in partic-
ular on canines, are limited (Feeney et al., 2010; Saunders et al., 2007;
Schwartz and Dean, 2005). Some of these studies have identified a
thicker enamel in female crowns was as the signal of sexual dimor-
phism (Alvesalo, Tammisalo, & Therman, 1987; Moss and Moss-
Salentijn, 1977; Schwartz and Dean, 2005). However, other authors
have pointed to variations in the amount of dentine as the main reason
behind these differences between the sexes (Harris and Hicks, 1998b;
Stroud et al., 1994). The emergence of new techniques and methodolo-
gies, such as computed microtomography (micro-CT), might shed light
on this issue. On one hand, microtomographic techniques are consid-
ered more accurate than conventional radiographic techniques since
they allow for standardized measurement planes (Grine, Stevens, &
Jungers, 2001; Olejniczak and Grine, 2006). The anatomy of canine
teeth makes it difficult to define the bucco-lingual plane traditionally
used in this kind of studies, in whose obtaining process small variations
in the plane of orientation can result in large changes in tissue meas-
urements values. This problem especially arises when physical cross-
sections are used, in which it is difficult to locate the dentine horn
before the tooth is cut. On the other hand, micro-CT does not require
the partial destruction of the tooth, which makes easier to obtain accu-
rate and wide enough samples for statistical comparisons (Grine, 2005;
Macho and Berner, 1993; Olejniczak and Grine, 2006; Saunders et al.,
2007; Schwartz, 2000; Smith, Olejniczak, Martin, & Reid, 2005; Smith,
Olejniczak, Reid, Ferrell, & Hublin, 2006; Smith et al., 2008). In sum-
mary, the application of micro-CT to anthropological samples allows us
to reconstruct both the external and internal structures of teeth in a
nondestructive manner, as well as the virtual separation, and volumes
and surfaces measurement, of the different dental tissues with great
precision.

In the present study, we have focused on the microtomographic

volumetric measurement of dental tissue proportions of mandibular
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TABLE 1 Distribution of the sample by sex, origin and degree of
wear (Molnar, 1971)

European African Total
Wear Female Male Female Male Female Male
<3 9 13 16 16 25 29
>3 5 5 3 2 8 7
TOTAL - - - - 33 36

canines, variables which have not been previously assessed in this
tooth class, despite their potential relevance in the study of sexual
dimorphism. Therefore, the aims of this study are to: (1) determine the
degree of sexual dimorphism in the dental tissue volumes and surfaces
areas of mandibular canines; and (2) explore its potential for reliable
sex determination through the application of discriminant function
analysis. In addition, we also assessed the traditional two-dimensional
(2D) variables of dental tissue components of the crown, whose results
were contrasted against those obtained from previous ones (Feeney
et al., 2010; Saunders et al., 2007; Schwartz and Dean, 2005). More-
over, we assessed the discrepancies between volumetric results and
2D measurements, which have been already reported in literature in
other tooth classes (Benazzi et al., 2014; Olejniczak et al., 2008b,a).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Sample

The teeth studied here derive from 69 individuals (33 females and 36
males) of known sex and age (Table 1) of different geographic origin. A
part of the sample was selected from the anthropological collection
housed at the Escuela de Medicina Legal of Madrid. The complete sam-
ple includes 84 skeletons (24 females, 60 males) all individuals are
adults aged between 20 and 55 years. The skeletons belong to individ-
uals originating from of different regions of Spain, all born during the
first half of the 20th century. In addition, our sample also includes can-
ines from the South African modern human the Pretoria Bone Collec-
tion, permanently stored at the University of Pretoria (L'Abbé, Loots, &
Meiring, 2005). This collection comprises 139 adult individuals (23
females and 116 males) aged between 22 and 76 years. Finally, man-
dibular canines extracted at dental clinics in Sudan were also included.
Information on the Sudanese collection can be found in Elamin and Liv-
ersidge (2013). In the present study only one antimere per individual
was included for analysis.

A total of 54 mandibular canines (25 females and 29 males) show-
ing a degree of wear smaller than three (Molnar, 1971) were selected,
in which the different variables were measured. Category three is char-
acterized by the obliteration of the apex at the incisal border and the
presence of a dentine point instead. Moreover, from this sample two
subsamples were created for statistical purposes. On one hand, 41
slightly worn teeth were used to create the discriminant functions,
whereas, 13 teeth were used as a hold-out sample. Additionally, in
order to assess the accuracy of the equations on extensively worn

teeth, we also included another sub-sample of 15 teeth showing a
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higher degree of wear. This last sample included teeth with minimal
dentine patch (degree of wear four) and with a more extensive dentine
patch (degree of wear five). In no case was lateral enamel loss observed

on the occlusal surface.

2.2 | Micro-CT image acquisition

The Spanish and Sudanese specimens were scanned in two facili-
ties. One part of the sample was scanned using a Phoenix v/tome/x s
(GE Measurement & Control) microtomographic system housed in the
Microscopy Laboratory of the Centro Nacional de Investigacion sobre
la Evolucién Humana (CENIEH) in Burgos (Spain). The rest of the sam-
ple was scanned using the CTP-Mlab microCT located in the Multidisci-
plinary Laboratory of the International Centre for Theoretical Physics
(ICTP) of Trieste (Italy) (Tuniz et al., 2013). All scans were performed
with two 0.1-mm Copper filters, 100-120 kV voltage and 110-140 pA
amperage. The output images had a voxels size ranging between 17

and 21 pm. The South African specimens were scanned at the South

FIGURE 1 Crown isolation. Canine in its correct anatomical
position: lingual view (a), mesial view (c). Line which defines the
lower limit of the crown in a mesio-distal plane (b), and in a bucco-
lingual plane (d). Isolated volumes: enamel cap (a), and coronal den-
tine and pulp complex (b), which was limited on the base by a
curve with a smooth surface (c) and the root volume (d)
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TABLE 2 Definition of the three-dimensional measurements and associated indices used in this study

Measurements Abbreviation Complete definition Dimension
The volume of the enamel cap Ve The volume of the crown bounded by the outer enamel mm?
and the enamel-dentine junction (EDJ surface).
Coronal dentine and pulp volume Vcdp The volume of the coronal dentine, including the coronal mm?
aspect of the pulp chamber.
EDJ surface area EDJS The enamel-dentine junction surface. mm?
Quter enamel surface area OES The outer surface of the enamel cap. mm?
Basal surface area BS The crown basal surface. mm?
The total crown volume Vc The total crown volume, including enamel, dentine, and mm?
pulp.
The total root volume Vr The volume enclosed by the basal crown surface and the mm®
root apex.
The total tooth volume Vt The volume of the whole tooth. mm®
The total dentine and pulp volume Vtdp The volume of the total dentine, including the pulp. mm?
3D Average enamel Thickness 3DAET This is the average straight-line distance between the mm
EDJ and the outer enamel surface, calculated as the
quotient of the enamel volume and EDJ surface area
(Ve/ EDJS).
3D Relative enamel cap area 3DRET Ratio that express the 3D average enamel thickness as a Scale free
percentage of the square root of coronal dentine and
pulp volume. [(3D AET/+/Vcdp)x100]
Relative coronal dentine and pulp Vcdp/Ve The percent of coronal volume that is dentine and pulp. Percentage scale
volume [(Vedp/Ve)x100]
Relative coronal volume Vc/Vt Ratio between the crown volume and the total tooth Percentage scale
volume. [(Vc/Vt)x100]
Relative outer enamel complexity OES/EDJS Ratio between the outer enamel surface and the total Scale free

enamel-dentine junction surface. [OES/EDJS]

African Nuclear Energy Corporation (Necsa), Pelindaba, using Nikon
XTH 225 ST equipment, with the following parameters: 100 kV voltage
and 100 pA amperage. The final volumes were reconstructed with an
isotropic voxel size ranging between 40.8 and 50.8 um. The subse-
quent image processing of each of the teeth was performed using

Amira 6.0.0 software (Visage Imaging, Inc.).

2.3 | Three-dimensional model generation and dental
tissue measurements

Dental tissues (enamel, dentine-pulp complex) were semiautomatically
segmented using the watershed segmentation tool and through manual
editing. A non-local means filter was also applied. Small fractures and
cracks were virtually filled in.

We followed the criterion put forward by Benazzi et al. (2014) for
the tissue components isolation, considering the cervical line as the
fundamental morphological feature to isolate the crown from the root.
However, in contrast to the protocol proposed by these authors, the
separation of both structures was made by hand as described below.
First, each tooth was placed in its correct anatomical position (Figure
1a,c). Then, using the mesio-distal plane, we drew a straight line
between the enamel maximum cervical extensions in the entire images

stack (Figure 1b). Finally, we corrected the tissue assignment in the

bucco-lingual plane in order to create a continuous curve line (Figure
1d). In this way, only the dentine contained in the enamel cap (Figure
1a) was considered as coronal dentine (Figure 1b), which was limited
on the base by a homogeneous and smooth curve (Figure 1c) and iso-
lated from the root (Figure 1d).

Lastly, 3D tissue measurements were obtained using Amira 6.0.0
software. We examined the crown variables and indices previously
described by Kono (2004), Olejniczak et al. (2008b,b), and Skinner,
Gunz, Wood, & Hublin, (2008a); Skinner et al. (2008b). The basal sur-
face of the crown (BS), the root volume (Vr) and the total tooth volume
(Vt) were also considered. For detailed explanations of the variables
used in this study refer to Table 2. We did not reconstruct the different
tissues in worn canines due to the lack of a standardized protocol in
the 3D literature.

2.4 | Two-dimensional dental tissue measurements

To assess the histological crown area from a bucco-lingual plane, a vir-
tual cross-section for each tooth was obtained following the methodol-
ogy outlined in Benazzi et al. (2014), which introduces modifications to
the previous protocol developed by Feeney et al. (2010). The bucco-
lingual plane here passes through two points located on the widest

bucco-lingual bi-cervical diameter (typically the maximum cervical
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FIGURE 2 (a) Mesial view of the individual UCM_20 lower canine.
(b) The virtual cross-sections were obtained following the method
of Benazzi et al. (2014) and the crown reconstruction (c) was per-
formed by applying the Saunders et al. (2007) methodology

enamel extensions) and the dentine horn tip. To isolate the crown from
the root, the line between the buccal and lingual cervical margins was
determined as the lower limit of the crown section (Figure 2b). As
some canines presented occlusal wear, crown reconstruction was car-
ried out using open-source software (GIMP 2.8) and following the pro-
tocol proposed by (Saunders et al., 2007) (Figure 2c). Finally, 2D tissue
measurements were obtained using Image)J software (v. 1.49i).

The definitions of the 2D metrics and indices used in this study are
presented in Table 3. We measured the variables in the bucco-lingual
plane described by (Martin, 1985), and followed the protocols
described by (Feeney et al., 2010).

2.5 | Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS software (v. 18.0,

SPSS Science). First, standard descriptive statistics were calculated

for each variable. The normal distribution was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov one-sample test. Levene’s Test was then used
to confirm the equal variance assumption. An Analysis of Variance
(ANOVA) was employed to examine the possible differences
between males and females. Additionally, the Analysis of Covariance
(ANCOVA) was used. ANCOVA can be compared with ANOVA, but
has the added feature that for each group, variance that can be
explained by a specified covariate of interest can be removed. In this
particular case we controlled for the effect of size (the area of the
entire crown section in the two-dimensional approach; and whole
tooth volume in three-dimensional one). Means were determined to
be significantly different at o =0.05 level. A discriminant function
analysis was performed to generate a set of univariate and multivari-
ate functions from three-dimensional data belonging to a subsample
of 41 slightly worn teeth (20 females, 21 males). We suspect this
technique could be especially useful in the sexing of fragmentary
skeletal remains, which is why we attempted to minimize the num-
ber of dental variables needed. We created a function for each vari-
able and indices (D1-D4) and for all of them combined (D5).
Additionally, we generated multivariant equations using the Lambda
Wilks stepwise variable selection using all the variables and indices
(D6) as well as only the variables and indices from the crown (D7).
The stepwise discriminant function analysis calculates the optimal
combination of variables and weights them to reflect their overall
contribution to sex determination. Discriminant function scores
were calculated using the raw coefficients multiplied by the corre-
sponding dental dimensions plus the constant. The resulting score
was compared with the sectioning point. If the score was greater

than the sectioning point, the sex was determined to be male.

TABLE 3 Definition of the two-dimensional measurements from the crown and associated indices used in this study

Metrics Abbreviation
Enamel cap area c

Coronal dentine and pulp area b

Area of the entire crown section a

Length of the EDJ e

Bicervical diameter BCD
Average enamel thickness 2DAET
Relative enamel cap area 2DRET
Relative coronal dentine and pulp area b/a
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Complete definition

The area of the crown bounded by the outer mm

The area enclosed by the enamel-dentine mm

The area of the crown bounded by the outer mm

Index that express the average enamel thick-

The percent of coronal area that is dentine and

Dimension

enamel perimeter and the EDJ.

junction (EDJ) and a straight line drawn
between the buccal and lingual cervical
margins.

enamel perimeter and a straight line between
the buccal and lingual cervical margins.

The linear distance of the line separating the mm

enamel cap area from the dentine and pulp
area above the cervical margin.

The linear distance between the buccal and mm

lingual cervical margins measured in the
cross-section.

The area of the enamel cap divided by the mm

length of the EDJ. (c/e)

Scale free
ness as a percentage of the square root of

dentine area. [(AET/v/b) X 100]

Percentage scale
pulp. [(b/a) X 100]
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TABLE 4 Descriptive statistics, analysis of variance (ANOVA), and analysis of covariance (ANCOVA) results of the three-dimensional variables

measured in slightly worn mandibular canines

Female Male ANOVA ANCOVA
Measurement N Mean SD N Mean SD Sig. Sig. Female mean Male mean
Vc 25 196.48 38.15 29 223.80 37.25 0.01 - - -
Vr 33 271.73 57.49 36 374.31 71.87 0.00 = = =
Vt 25 467.01 84.98 29 603.49 91.05 0.00 - - -
Ve 25 93.44 18.89 29 99.24 2211 0.31 0.00 106.84 87.69
Vedp 25 103.03 2243 29 124.56 20.37 0.00 0.49 116.43 113.01
EDJS 25 111.09 12.38 29 130.34 14.15 0.00 0.25 119.54 123.06
OES 25 162.72 19.68 29 180.77 20.88 0.00 0.02 177.20 168.29
BS 33 33.04 4.51 36 41.20 5.64 0.00 0.02 36.61 39.11
Vtdp 25 382.86 63.95 29 516.05 76.03 0.00 0.00 433.46 452.62
Index
Vc/Vt 25 42.23 4.21 29 37.13 3.17 0.00 - - -
3DAET 25 0.84 0.12 29 0.76 0.14 0.04 = = =
3DRET 25 17.99 2.38 29 15.30 3.04 0.00 - - -
Vedp/Ve 25 52.36 3.68 29 55.90 4.96 0.00 = = =
OES/EDJS 25 1.46 0.07 29 1.39 0.08 0.00 - - -
Extensively worn teeth were also used in the case of Vr and BS.
Dimensions in millimeters. Significant p values in bold.
Finally, the discriminant functions were tested in the original 3 | RESULTS

sample and the leave-one-out method was chosen to calculate the
cross-validation error index. The percentage of correct allocation
accuracy in determining sex using the equations developed was also
calculated for the hold-out sample: females and males separately,
and for the whole of the sample, as well as for slightly worn and
extensively worn teeth separately. Only the equations with high per-
centage correct assignments were selected and included in this
study.

2.6 | Inter- and intraobserver error

To estimate the interobserver error, a subsample of seven teeth were
analyzed by two authors (CGC and MMM,). Each tooth was measured
three times by both researchers, who orientated, segmented and iso-
lated the crown of each tooth, as well as, following the 2D and 3D
methods of measurement described above, quantified each variable
and index in an independent manner. The degree of error was assessed
by calculating the inter- and intra-observer mean differences for each
crown component measurement. The average intraobserver error for
2D measurements was 1.71% (0.60-2.81%), whereas the average
interobserver error was 1.58% (0.85-2.31%). Moreover, the average
intra-observer error for 3D measurements was 1.59% (0.69-2.48%),
whereas the average inter-observer error was 2.43% (1.72-3.15%). All

values are within the accepted range.

3.1 | Intrapopulation variability: Three-dimensional
measurements

Descriptive statistics for the variables measured on each mandibular
canine are provided in Table 4. Only the values from the lesser worn
teeth (wear stage 3 or less) were used in the descriptive analysis and
means comparisons (n = 54), excluding the variables total root volume
(Vr) and basal surface (BS), which are not affected by wear. In these
cases, we used the total sample (n = 69).

The Kolmogorov-Smirnov test showed that all dimensions were
normally distributed within each sex category. The results of the homo-
geneity of variance test indicate that the sample is statistically homoge-
neous for all dimensions and indices. All tooth dimensions were larger
in males and the ANOVA showed that, except for the volume of the
enamel cap (Ve), the eight direct variables measured were statistically
larger for this sex (Table 4).

In light of these results, we hypothesized that size differences
could be masking those possibly present in other variables. Therefore,
a covariance analysis (ANCOVA) was applied in order to control for the
effects of size (Vt) (Table 4). Although the Ve mean for both groups
was statistically similar (ANOVA) the ANCOVA results revealed that,
when we controlled for size, females had significantly larger Ve than

3

males (female mean: 106.84 mm®; male mean: 87.69 mm°®). These

results were corroborated by the 3DAET and 3DRET results, the values
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TABLE 5 Descriptive statistics, analysis of variance (ANOVA), and analysis of covariance (ANCOVA) results of the two-dimensional variables

measured in slightly worn mandibular canines

Female Male ANOVA ANCOVA
Measurement N Mean SD N Mean SD Sig. Sig. Female mean Male mean
c 25 14.92 2.70 29 15.21 2.70 0.70 0.01 15.96 14.27
b 25 35.44 4.67 29 41.96 5.83 0.00 0.02 38.09 39.60
a 25 50.36 6.69 29 57.17 7.30 0.00 - - -
e 25 19.93 1.34 29 21.72 1.75 0.00 0.09 20.61 21.12
BCD 25 7.02 0.43 29 7.69 0.54 0.00 0.00 7.20 7.54
Index
2DAET 25 0.75 0.12 29 0.70 0.11 0.14 - - -
2DRET 25 12.61 2.01 29 10.90 191 0.00 = = -
b/a 25 70.44 3.05 29 73.36 3.55 0.00 - - -

Dimensions in millimeters. Significant p values in bold.

of which were also significantly larger in females. In the same way, the
ANCOVA showed that, when controlling for the effects of size (Vt),
females have significantly larger outer enamel surface area (OES) than
males, but a similar EDJ surface area (EDJS), which agrees with the sig-
nificantly larger values of the OES/EDJS index for this sex. Our results
also showed that males have absolute (Vcdp and Vtdp ANOVA results)
and proportionally (Vcdp/Vc ANOVA results) larger dentine-pulp com-
plex volume than females. However, although ANCOVA results
showed that the total dentine and pulp volume (Vtdp) was larger in
males, in the crown it was similar in both sexes (Vcdp ANCOVA

results).

3.2 | Intrapopulation variability: Two-dimensional
measurements

To determine intrapopulation variability in 2D crown tissue compo-
nents, a subsample of 54 slightly worn canines were used. The results
of the statistical analysis are presented in Table 5.

The Kolmogorov-Smirnov test showed that all dimensions were
normally distributed within each sex category. The results of homoge-
neity of variance test indicate that the sample is statistically homogene-
ous for all dimensions and indices. Once again, ANOVA showed that all
crown dimensions (b, a, e, BCD) were significantly larger in males,
except in the enamel cap area (c) which was similar in both sexes. Our
results indicated not only that the lower canines of males had larger
crowns than females (a), but also that they were wider buccolingually
(BCD). On the other hand, the comparison of the mean values of the
enamel thickness indices revealed that, even though the average
enamel thickness (2DAET) do not differ significantly, the relative
enamel cap area (2DRET) does (p value =.002), being thicker in
females.

As well as the 3D analysis, when we subsequently carried out the
ANCOVA test, monitoring for the effect of size (a), significant differen-
ces were found in the enamel cap area, being greater in females than in

males (ANCOVA estimated means: females 15.964 mm?% males
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14.272 mm?). The ANCOVA results also corroborated those obtained
from the ANOVA focusing on the coronal dentine and pulp area (b)
and bicervical diameter (BCD), which showed that males had signifi-
cantly greater values for both variables (Table 5). The relative dentine
and pulp area (b/a) values are in agreement with this result, revealing
a smaller dentine-pulp complex in females (ANOVA). In contrast,
differences in EDJ length disappeared when the effect of size was con-
trolled for.

3.3 | Discriminant functions

Table 6 presents the unstandardized discriminant function coefficients,
constants, sectioning points and the main statistics values obtained
from discriminant function analysis. To provide a discriminant function
model applicable to the different preservation conditions of dental
remains, several techniques were developed. Through different univari-
ate discriminant analyses we obtained four functions with high percen-
tages of correct determinations. These functions used the following
variables: total tooth volume (D1), total dentine and pulp volume (D2),
basal surface (D3) and total root volume (D4). Additionally, we also car-
ried out a multivariate analysis using all the variables and associated
indices measured (D5). We also created multivariate equations using
the Lambda Wilks stepwise variable selection using all the variables
and indices (D6) and only with variables and indices from the crown
(D7). All functions were statistically significant in the discrimination
between groups (F value, p < .01).

Table 7 shows the accuracy of classification of each of the func-
tions. The percentage of correct determinations for univariate func-
tions ranged between 80.50% and 87.80% for the original sample,
between 78% and 87.80% for the cross-validated data, and between
76.92% and 92.32% for the hold-out sample validation using slightly
worn teeth. On the other hand, multivariate equations had a classifica-
tion accuracy which ranged between 80.20% and 95.10% for the origi-
nal sample, between 85.40 and 90.20% for the crossvalidated data,
and between 76.92% and 84.62% for the hold-out sample validation
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TABLE 6 Discriminant function analysis results for a sub-sample of slightly worn mandibular canines (n=41).

Unstandardized Coefficients

Variables D1 D2 D3 D4 D5 Dé D7
Ve - - - - —-0.099 - -

Vr = = = 0.017 = 0.015 =

Vit 0.012 - - - 0.016 - -

Ve = = = = 0.054 = =
Vcdp - - - - - - -
EDJS - - - - 0.182 - -
OES - - - - —0.054 - -

BS = = 0.223 = = = 0.209
Vtdp - 0.014 - - - - -
Vc/Vt - - - - 0.054 = =
3DAET - - - - 15.640 - —3.899
3DRET - - - = -0.276 = =
3DRDA - - - - 0.259 - -
OES/EDJS = = = = = —8.836 -
Constant —6.356 —6.260 -8511 —5.668 —29.771 7.668 -4.871
Sectioning point (S.P.) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Eigenvalue 0.711 0.952 0.961 0.987 1.803 1.588 1.263
Can.Corre. 0.644 0.698 0.700 0.703 0.802 0.783 0.747
Wilks Lambda 0.585 0.512 0.510 0.506 0.357 0.386 0.442
F value (Sig.) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Significant P-values in bold.

using slightly worn teeth. The function with the greatest correct sex
allocation was D5. We also used the combination of the seven func-
tions (D1-D7) in the hold-out sample. When at least four of the out-
comes indicated either “male” or “female” the individual was assigned

this specific sex. Using this methodology, we obtained 92.30% correct
classifications in the slightly worn teeth. Overall, there were no large
differences between the percentages of correct assignations from the
original sample and those from the crossvalidation results. This

TABLE 7 Sex allocation accuracy (%) for each discriminant function generated from data collected in this study, tested on the original sample

and using a cross-validation

Tested on equations sample

Tested on hold-out sample

Discriminant Original Cross-validation Slightly worn teeth Widely worn teeth

functions Female Male Total Female = Male Total Female Male Total Female Male Total
D1 80.00% 81.00% 80.50% 80.00% 76.20% 78.00%  80.00% 75.00% 76.92% 87.50% 57.14% 73.33%
D2 85.00% 81.00% 82.90% 85.00% 81.00% 8290% 100.00% 75.00% 84.61% 87.50% 71.43% 80.00%
D3 90.00% 85.70% 87.80% 90.00% 85.70% 87.80% 100.00% 62.50% 76.92% 87.50% 42.86% 66.67%
D4 85.00% 76.20% 80.50% 80.00% 76.20% 78.00% 100.00% 87.50% 92.31% 87.50% 71.43%  80.00%
D5 100.00%  90.50%  95.10% 90.00% 81.00% 8540% 100.00% 75.00% 84.62% 87.50% 71.43%  80.00%
D6 95.00% 85.70% 80.20% 95.00% 85.70% 90.20% 100.00% 75.00% 84.61% 87.50% 54.14% 73.33%
D7 90.00% 85.70% 87.80% 90.00% 85.70% 87.70%  80.00% 75.00% 76.92% 87.50% 57.14% 73.33%

All combined - - - - -

= 100.00% 87.50% 92.30% 87.50% 71.43%  80.00%

The functions were also tested on a hold-out sample of slightly worn teeth and extensively worn teeth separately. D3 (based on basal surface) and D4
(based on root volume) functions were tested on the total hold-out sample given these variables were not affected by wear.
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indicates that the discriminant functions created classify the individuals
accurately.

Overall, in all discriminant functions females were classified more
accurately than males. The percentage of correct determinations in the
original sample ranges between 76.20% and 90.50% in the case of
males, and between 80% and 100% in the case of females; the cross-
validation ranged between 76.20% and 85.70% in the case of males
and between 80% and 95% in the case of females; and the hold-out
sample validation (slightly worn teeth) ranged between 62.50% and
75% in the case of males and between 80% and 100% in the case of
the females. The combination of the results from the seven functions
correctly classified 100% of the females, and 87.5% of the males.

The mean difference between the percentages of correct determi-
nations in the hold-out sample of slightly worn and extensively worn
teeth was 9.64%. The allocation accuracy in the extensively worn teeth
ranged between 73.33% and 80%, which is not very different to the
results for slightly worn teeth. However, in this case the differences
between males and females increased, especially in the D1, D3, D6,
and D7 functions, which raised doubt about their precision. Finally, the
seven-function combination had an 80% correct classification rate in

the case of extensively worn teeth (87.50% females, 71.43% males).

4 | DISCUSSION

4.1 | Sexual dimorphism of dental tissue volumes and
surface areas of mandibular canines

Male mandibular canines have been found to be greater than those of
females. Both their crown (a, Vc) and root (Vr, Vc/Vt) were larger and,
therefore, the overall size of the tooth (Vt). These results are in agreement
with those obtained in the literature on canine crown dimensions (mesio-
distal and buccolingual widths) in modern humans (Acharya et al., 2011,
Ates, Karaman, Iscan, & Erdem, 2006; Peckmann et al., 2015; Pereira
et al,, 2010), as well as, they also support the conclusions reached by
Zorba, Vanna, & Moraitis (2014) and Garn et al. (1978), who argued that
root dimensions of canines offer a reliable method for determining sex.
Although, most of researchers who have studied sexual dimorphism in
teeth have pointed out the high dimorphism of canines (Acharya and
Mainali, 2007; Acharya et al., 2011; Garn et al., 1967; Hillson, 1996; Lund
and Mérnstad, 1999; Rao et al., 1989; Schwartz and Dean, 2005), a num-
ber of them have also observed differences in size of male and female
premolars and molars (Prabhu and Acharya, 2009; Viciano, Lépez-Lazaro,
& Aleman, 2013; Zorba, Moraitis, & Manolis, 2011), and, to a lesser
extent, in their incisors (Garn et al., 1964; Staka, Asllani-Hoxha, & Bimba-
shi, 2016). The existence of a noticeable sexual dimorphism in some per-
manent tooth dimensions have caused several authors to be interested in
quantifying the level of sexual dimorphism of deciduous teeth (Moorrees
et al., 1957; Harris and Lease, 2005; Viciano et al., 2013), however, with-
out achieving conclusive results.

On the other hand, the overall tooth size dimorphism has been
interpreted as a consequence of differences in the amount of enamel
and dentine between sexes. Most studies about dental tissue propor-

tions of males and females have commonly been focused on the
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permanent posterior dentition. Even though some of these studies
have found significant differences in the amount of enamel (Alvesalo
et al., 1987; Moss and Moss-Salentijn, 1977), it is becoming increas-
ingly clear that sexual dimorphism of premolars and molars is due to
the males’ greater dentine dimensions, and that sex differences in
enamel do not make a large contribution to overall tooth size dimor-
phism (Harris and Hicks, 1998b; Smith et al., 2006; Stroud et al., 1994).
Our results also support this hypothesis. From this study it was found
that lower canines of males have absolutely (b, Vcdp, Vtdp) and rela-
tively (b/a, Vecdp/Vc) more dentine than those of females, whereas
females have been found to have relatively (SDAET, 3DRET, 2DRET),
but not absolutely (c, Ve), more enamel than males. In the same way,
EDJ length and surface are greater in males, likely because of the
greater dentine dimensions.

In the light of these results, it seems clear that size is a factor to
keep had in mind. The relative enamel thickness (RET) has been consid-
ered as the most appropriate index for interspecies comparison, where
the size of each species’ teeth must be taken into account (Martin,
1983). However, an increase in relative enamel thickness could corre-
spond to a reduction in the amount of dentine (b, Vcdp), an increase in
the average enamel cup thickness (2DAET, 3DAET) or both. This makes
this index difficult to interpret in insolation, mainly when groups over-
lap as in the case of the intra-species comparison outlined above (Smith
et al, 2005). The same was true for the percentage of the coronal
dimension represented by dentine and pulp (b/a, Vcdp/Vc). Therefore,
supplementary to the AET and RET (2D, 3D) indices, as well as to the
relative coronal dentine and pulp dimensions (b/a, Vcdp/Vc), in this
study statistical controls techniques, such as ANCOVA, were applied.
Through the ANCOVA test, we have been able to assess the effect of
size on the intra-population variability of not only of the enamel cup (c,
Ve), but also that of the other absolute variables considered. The
ANCOVA results showed that differences in male and female variable
means persisted in most of measurements even when tooth size was
controlled. Surprisingly, only when we controlled for the effect of size
were we able to appreciate that females have greater enamel cap size
(c, Ve) than males, which concur with the RET results (2D and 3D).

In addition to dental tissue volumes, we have also found it interest-
ing to compare the outer-enamel (OES) and the enamel-dentine junc-
tion (EDJ) surface areas. The EDJ, which underlies the enamel cap,
carries information about the original shape of the tooth crown. Previ-
ous studies have indicated that many features of the tooth crown origi-
nate at the EDJ prior to enamel deposition (Skinner et al., 2008a,b). On
the other hand, increases in the enamel thickness (3DAET, 3DRET)
could be related to increases in the enamel cap dimensions and/or
decreases in the volume of the dentine and the enamel-dentine junc-
tion surface (Grine, 2005; Smith et al., 2006). Our results showed that
both surfaces, OES and EDJS, are significantly greater in males, but it
was also found that males have larger canines, so these results could
be more related to the differences in size than to the complexity of the
surfaces. When we equated both groups’ canines size (ANCOVA) we
found that males and females have similar EDJ surface areas, but
females have significantly wider OES, which is also reflected signifi-
cantly in the OES/EDJS index (female mean: 1.46; male mean: 1.39).
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Therefore, a significantly greater absolute average (and/or relative)

enamel thickness in females seems to be the result of an increase in
enamel cap complexity rather than due to a decrease of dentine sur-
face. These results were also reported for molars: Smith et al. (2006)
showed that females often have a greater mean molar enamel cap sur-
face area and it frequently contributes to greater enamel thickness.
New Geometric Morphometrics studies of the OES and the EDJ sur-
face areas of canines could shed light on this issue.

4.2 | The potential of dental tissue proportions for
reliable sex determination

Our results allow for the identification of significant sex differences in
the dental tissue volumes and surface areas of mandibular canines.
They have also shown that these differences were large enough to
determine the sex with a high percentage of accuracy. Overall, the
accuracies obtained from the use of multiple variables equations were
higher than those obtained using univariate functions. The percentage
of correct determinations increased when we used all the functions
together (92.30%). Nevertheless, in some forensic and archaeological
contexts it may not be possible to measure all of the variables, there-
fore univariate functions may prove useful in these cases. The function
with the greatest correct sex allocation was D5 (original: 95.10%;
cross-validation: 85.40%; hold-out sample validation on slightly worn
teeth: 84.62%; and hold-out sample validation on extensively worn
teeth: 80.00%) which includes all the variables considered in this study.

According to the results obtained from this study, the accuracy
rate of sex determination was higher for females than for males. Other
studies based on the discriminant function analysis of the canine crown
dimensions have also found that the classification accuracy was higher
for females and lower for males (Ates et al., 2006; Acharya and Mainali,
2007; Iscan and Kedici, 2003). Plavcan (2012) suggested that this might
be due to the retention of certain vestigial features. Adult male prima-
tes exhibit two sexually mature morphotypes: whereas the dominant
males achieve full body size, with the development of strong secondary
sexual features, other males retain a subadult body form; nevertheless,
females have a unique sexually mature morphotype. This leads to in a
higher variability in male sexual features, which may make difficult their
sexual allocation, reinforcing Iscan’s and Kedici's observation that “The
difficulty or the lack of dimorphism comes from male subjects” (2003, p 1).

Finally, the percentage of correct assignment of sex in the exten-
sively worn sample only decreased to 9.64% compared to the slightly
worn sample; nevertheless, in this case the correct assignment differen-
ces between males and females increased, which made us doubt their
precision when the wear increased.

4.3 | Traditional 2D variables of dental tissue
components and their utility in sexual dimorphism
assessment

The few studies in literature which have assessed the dental tissue pro-
portion variation in canine teeth includes 2D analysis based on physical
sections (Saunders et al., 2007; Schwartz and Dean, 2005) and 2D

analysis of virtual sections obtained from microtomographic 3D models
(Feeney et al., 2010). Although these researchers have observed dental
tissue patterns similar to those described in this study, it is worth high-
lighting the low homogeneity in the results obtained by the different
research approaches, including the present one. Our 2D analysis results
concur with those obtained by Saunders et al. (2007) when analyzing the
physical sections of mandibular canines. However, Schwartz and Dean
(2005), applying the same technique as Saunders et al. (2007), concluded
that female mandibular canines have a significantly greater average and
relative enamel thickness than those of males due to their larger enamel
caps and smaller dentine areas. Nevertheless, statistically significant dif-
ferences were not found in any of the absolute measurements consid-
ered. More recently, making use of microtomographic virtual images,
Feeney et al. (2010) assessed the dental tissue areas of canine and premo-
lars longitudinal planes. These authors found that males have significantly
greater values than females in terms of the dentine area and EDJ length in
the maxillary canines, but, like Schwartz and Dean (2005), no significant
differences were noted for the mandibular ones.

The discrepancies between the different studies results might have
a methodological origin. Despite our results of the 2D and 3D analysis
of the crown tissue components have ended up being similar, three-
dimensional measurements have been considered as a more precise
way to evaluate tissue proportions since they counteract the effect of
dimensional loss suffered by classic 2D estimations (Benazzi et al.,
2014; Feeney, 2009; Molnar, Hildebolt, Molnar, Radovcic, & Gravier,
1993; Shellis, Beynon, Reid, & Hiiemae, 1998). Our study reveals that
when only 2D variables from the crown are considered (Feeney et al.,
2010; Saunders et al., 2007; Schwartz and Dean, 2005) some measure-
ments are overestimated or underestimated (Figure 3). Olejniczak et al.
(2008a,b) also noted differences in dental tissue patterns based on 2D
and 3D data when they compared molars from different hominins spe-
cies, likewise Benazzi et al. (2014) observed similar differences when
assessed the 2D and 3D measurements in modern human premolars,
canines, and incisors. Additionally to the loss of one dimension, we also
have to consider that physical cross-sections techniques, like those
applied by Schwartz and Dean (2005) and Saunders et al. (2007), do
not allow obtaining a bucco-lingual plane in an accurate manner, since
it is not possible to locate the dentine horn before the tooth is cut. The
anatomy of canine teeth makes that small variations in this plane may
lead to important change in the measurements, which could explain the
discrepancies in literature. Therefore, the above makes us conclude
that, as enamel thickness distribution is not homogenously distributed
in the crown, the conventional 2D measurements in the bucco-lingual
ideal section planes may not be a reliable estimator of 3D whole-crown
variability, as they do not adequately capture the morphology of the
entire tooth. Future research of 3D dental tissue proportions may sup-

port the sexual distinctive patterns observed in this study.

4.4 | Broader implications of dental tissue proportions
in dental sexual dimorphism

Although it is unclear which genetic mechanisms are at play, and the

processes by which sexual hormones influence dental tissue formation,
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FIGURE 3 Percentage of the crown which is enamel (light grey)
and dentine and pulp complex (dark grey) based on the 2D (1) and
3D (2) results obtained in the present study, for females (a) and
males (b)

there are numerous studies which support the idea that both factors
could be the cause of the dental tissue dimorphism previously
described. The extensive literature on the enamel and dentin patterns
of the permanent dentition belonging to individuals with sex chromo-
some abnormalities, suggests the existence of a genetic influence of
sex-linked genes on both dental hard tissues and overall tooth size
(Alvesalo, 2009; Alvesalo and Tammisalo, 1981; Alvesalo, Tammisalo, &
Townsend, 1991; Alvesalo et al., 1985, 1987; Pentinpuro, Lahdesmaki,
Niinimaa, Pesonen, & Alvesalo, 2014; Pentinpuro et al., 2017; Zilber-
man, Smith, & Alvesalo, 2000).Whereas Y chromosome linked genes
seem to increase the mitotic activity within the dental lamina (Alvesalo,
1997), X chromosome appears to be able to influence on the enamel
growth (Alvesalo et al., 1991). These studies did not employ a standar-
dized method to image dental tissues from in patient X-rays, so their
result should be treated with caution. Their findings, however, are sup-
ported by those obtained in genetic loci studies of human amelogenin;
which appear to be the principal intermediaries of this interaction (Fin-
cham et al., 1991, 1999; Salido, Yen, Koprivnikar, Yu, & Shapiro, 1992).
The amelogenin is the main protein component of the organic matrix in
enamel, and its genes are on both the X and Y chromosomes (Fincham,
Moradian-Oldak, & Simmer, 1999; Fincham et al., 1991). The quantita-
tive and qualitative differences in their transcriptional products influ-
ence the proportions in which hard dental tissues are present (Salido
et al,, 1992; Schwartz and Dean, 2005), likewise genetic alterations of
these genes cause different dental tissues defects (Cho et al., 2014; Hu
et al.,, 2012).

On the other hand, some authors have argued about the actual
extent to which sexual hormones have an effect on dental sexual
dimorphism (Gingerich, 1974; Guatelli-Steinberg et al., 2008; Kondo
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and Townsend, 2006; Kondo, Townsend, & Yamada, 2005; Smith et al.,
2006). Guatelli-Steinberg et al. (2008), in a study based on post-natal

testosterone levels, suggested that sexual dimorphism in population-

wide patterns is mainly related to the growth-promoting effect of the Y
chromosome, and that sex hormones have only a minor influence dur-
ing tooth development. However, opposite-sex twin pairs studies, in
which the influence intrauterine levels of testosterone were also con-
sidered, supported that intrauterine male hormone levels influence on
different tooth dimensions and contribute to the sexual dimorphism of
human teeth (Dempsey, Townsend, & Richards, 1999; Ribeiro, Brook,
Hughes, Sampson, & Townsend, 2013; Ribeiro, Sampson, Hughes,
Brook, & Townsend, 2012). In terms of dental tissues, Zilberman and
Smith (2001) studied the hypothesis that odontoblast activity is influ-
enced by sexual hormones, and it is expressed in differences in dentine
thickness that change with age. They concluded that the origin of dif-
ferences in dental tissues proportions is probably due to the different
rates of dentine deposition taking place during the lives of males and
females. The discovery of Growth Hormone (GH) receptors in dental
tissue could also provide a further clue as to why these differences
exist (Zhang et al., 1997). This hormone is the major regulator of post-
natal growth and development (Giustina and Veldhuis, 1998), which
has a strong influence on the metabolism of oral tissues (Slootweg,
1993). Particularly, GH is able to induce proliferation of epithelial stem
cells, preameloblast differentiation and dentine matrix formation
(Young, Zhang, Li, Osborne, & Waters, 1992).This hormone is influ-
enced by oestrogens and others sex steroids (Alonso and Rosenfield,
2002; Meinhardt and Ho, 2006; Saggese, Bertelloni, & Baroncelli,
1997). While at higher oestrogen concentrations growth is inhibited
(Alonso and Rosenfield, 2002), the testosterone induces growth (Clark
and Rogol, 1996). It could be the reason why dentine thickness differ-
ences are more marked in puberty (Zilberman and Smith, 2001), when
both hormones levels are higher, and the degree of dentine formation
appears to increase suddenly in females during their fourth decade of
life, when oestrogen levels decrease (Woods, Robinson, & Harris,
1990). New research on about how the different combinations of sex
hormones and their varying concentrations levels affect odontoblasts
activity would be of help to clarify the mechanism by which they influ-
ence sexual dimorphism, as well as to know their role within the com-
plex adaptive system of dental development, in which intervene
genetic, epigenetic, and environmental factors.

5 | CONCLUSIONS

The present study has found that dental tissue volumes and surface
areas can be used in sex determination as they present a high degree
of sexual dimorphism. Our results support the hypothesis that the sex-
ual dimorphism of mandibular canine size is mainly due to males having
a greater amount of dentine, whereas sex differences in enamel volume
do not make a large contribution to overall tooth size. Discriminant
function analysis gave a high classification accuracy ranging between
78.00% and 90.20% for the cross-validation, and between 76.92% and
84.62% when tested on a hold-out sample of slightly worn teeth.
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When we used the combination of the seven functions (D1-D7),
92.30% of the individuals were correctly assigned. Although these
functions have been tested on a sample composed of individuals of dif-
ferent origin, this method needs to be tested on other population
groups, as sexual dimorphism in teeth may vary between populations.
The results obtained show the importance of dental histology as a
methodology in sex determination in archaeological and forensic con-
texts, especially when other skeletal elements are fragmented and/or

other measurements are unavailable.
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Abstract

Objectives: Dental tissue proportions of human permanent canines is one of only a few sexually
dimorphic features that is present in childhood and maintained in adults, offering the opportu-
nity for this to be used in sex determination. This study assesses dental tissue volumes and
surface areas of maxillary permanent canines in a sample of known sex to provide new data and
to explore the potential of these variables as reliable sexual estimators.

Materials and methods: The teeth studied here derive from 56 individuals (27 females and
29 males) of known sex and age, and of different geographic origins. The teeth were scanned
and three-dimensional (3D) measurements (volumes and surface areas) were obtained. In addi-
tion, a discriminant function analysis was applied.

Results: The results presented here concur with those previously published in relation to both
size and dental tissue patterns. Male maxillary canines have a greater dentine component,
whereas female enamel is thicker, leading to a difference in dental size in favor of males.
Discriminant functions were calculated using these histological variables successfully identifying
sex in between 87.5% and 93.75% of the known-sex hold-out sample, with 92.3% correctly
assigned when all functions were applied together.

Discussion: The present study supports that methods for sex determination based on dental
tissue measurements can achieve high allocation accuracies, being especially useful in the case

of subadults or when no other appropriate method is available.

KEYWORDS

canines, dentine, enamel, microtomography, sexual dimorphism

coronal diameters (Cardoso, 2010; Karaman, 2006; Peckmann, Logar,
Garrido-Varas, Meek, & Pinto, 2015; Zorba, Moraitis, Eliopoulos, &

Sexual variation in the human skeleton is of great concern for anthro-
pologists. Sexual dimorphism, the differences in size and form
between males and females of the same species, is also observed in
dentition (Feeney et al., 2010; Harris, Hicks, & Barcroft, 2001; Hillson,
1996a; Saunders, Chan, Kahlon, Kluge, & FitzGerald, 2007; Schwartz &
Dean, 2005; Stroud, Buschang, & Goaz, 1994; Zilberman & Smith,
2001). In modern human populations, males have larger tooth crowns
than females, which has allowed the development of different

sexual assignment methodologies based on linear measurements of

Spiliopoulou, 2012).

Among the teeth, mandibular canines have been widely used in
sexual identification (Acharya & Mainali, 2007; Garn, Lewis, &
Kerewsky, 1967; Hillson, 1996a; Lund & Mornstad, 1999; Rao, Rao,
Pai, & Kotian, 1989; Schwartz & Dean, 2005). The measurement of
the mesiodistal (MD) diameter and mandibular intercanine distance
consists of a simple method that has been used to establish sex
identity, particularly in adults (Rao et al., 1989). In recent years, the
assessment of coronal tissue proportions has aroused great interest

914 | © 2018 Wiley Periodicals, Inc.
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due to the influence that sexual chromosomes and hormones seem to
have on them (Alvesalo, 1997; Alvesalo & Portin, 1980; Alvesalo,
Tammisalo, & Hakola, 1985; Guatelli-Steinberg, Sciulli, & Betsinger,
2008; Pentinpuro, Pesonen, Alvesalo, & Lahdesmaki, 2017; Zilberman &
Smith, 2001). Studies of enamel and dentine surface areas, measured
on buccolingual (BL) planes of the mandibular canine crowns, have sug-
gested that males have more dentine than their female counterparts,
with the latter exhibiting greater enamel thicknesses (Feeney et al.,
2010; Saunders et al., 2007; Schwartz & Dean, 2005). A recent study
using three-dimensional (3D) measurements (volumes and surface
areas) of hard dental tissues supports results previously obtained:
“Sexual dimorphism of mandibular canine size is mainly due to males
having a greater dentine volume, whereas sex differences in enamel dimen-
sions do not make a large contribution to overall tooth size” (Garcia-
Campos et al., 2018). These differences were large enough to allow the
authors to determine sex with 92.3% accuracy, through the use of a
combination of seven discriminant functions. These results demon-
strate that mandibular canines should continue to be considered as
“key teeth” for personal identification, especially when other skeletal
elements are fragmented and/or DNA is unavailable.

Sexual dimorphism of maxillary canines has been also described,
although in contrast with its mandibular counterpart, studies focused
on this tooth class are scarce. As in the case of lower canines, upper
canine crown dimensions have been shown to be larger in males than
in females, which has once again been used in the development of dif-
ferent multivariate methodologies to explore sex differentiation (Ates,
Karaman, Iscan, & Erdem, 2006; Ditch & Rose, 1972; Iscan & Kedici,
2003; Pereira, Bernardo, Pestana, Santos, & de, 2010). However, only
a few studies have quantified the dental tissue proportions of this
tooth class in the modern human population. In the majority of these
studies, two-dimensional (2D) quantification of the amount of enamel
and dentine was performed using physical cross sections (Smith et al.,
2012; Smith, Olejniczak, Reh, Reid, & Hublin, 2008) and virtual
sections obtained from 3D rendered models (Feeney et al., 2010).
Nevertheless, despite its potential for assessing sexual dimorphism, a
comparison between male and female maxillary canines was per-
formed only in the latter study, in which it was shown that males have
significantly greater values for dentine area and enamel-dentine junc-
tion (EDJ) length, whereas no significant differences were recorded in
the enamel area and thickness. Although the published data is unique,
the study carried out by Feeney et al. (2010) has two main limitations:
the small sample size, which was no more than 20 individuals per
tooth class; and the methodology employed. Given that enamel thick-
ness is not homogenously distributed in the crown, conventional 2D
measurements of ideal BL section planes may not be a reliable estima-
tor of 3D whole-crown variability. This means that some measure-
ments may be overestimated or underestimated when only 2D
variables from the crown are considered (Benazzi et al., 2014; Garcia-
Campos et al.,, 2018; Olejniczak, Smith, et al., 2008). 3D measure-
ments have been considered as a more precise method of evaluating
tissue proportions as they counteract the effect of dimensional loss
suffered by classic 2D estimations (Benazzi et al., 2014; Feeney,
2009; Garcia-Campos et al, 2018; Molnar, Hildebolt, Molnar,
Radovcic, & Gravier, 1993; Shellis, Beynon, Reid, & Hiiemae, 1998).

ANTHROPOLOGY

The current study is the first to apply microtomographic imaging
to a broad forensic sample of known sex, to determine the degree of
sexual dimorphism in maxillary canine 3D dental tissue proportions.
The objectives of this work are to: (a) assess the variability within
sexes in the volumes and surface areas of the permanent upper canine
dental tissues; (b) explore its potential for reliable sex determination
through the application of discriminant function analysis; and
(c) contrast our results against those obtained in lower canines by
Garcia-Campos et al. (2018).

2 | MATERIALS AND METHODS

Details of the sample studied, the scanning parameters, and the meth-
odology employed here can be found below and in Garcia-Campos
et al. (2018).

The teeth studied here derive from 56 individuals (27 females and
29 males) of known sex and age, and of different geographic origins.
The sample was selected from the anthropological collections housed
at the Escuela de Medicina Legal of Madrid (Spain) and the University
of Pretoria (South Africa), as well as from a sample of dental extrac-
tions carried out in different clinics in Sudan (Elamin & Liversidge,
2013). The sample was designed to obtain a similar representation of
individuals with African and European origin in the female and male
sub-samples. In the present study, only one antimere per individual
was included in the analysis. The studied upper canines showed a
degree of wear equal to or smaller than three (Molnar, 1971), which is
characterized by the obliteration of the apex at the incisal border and
the presence of a dentine point instead.

The specimens were scanned in three facilities: the Phoenix
v/tome/x s (GE Measurement & Control) microtomographic system
housed in the Microscopy Laboratory of the Centro Nacional de Inves-
tigacion sobre la Evolucion Humana (CENIEH) in Burgos (Spain); the
CTP-Milab micro-CT located in the Multidisciplinary Laboratory of the
International Centre for Theoretical Physics (ICTP) in Trieste (ltaly); and
in the South African Nuclear Energy Corporation (Necsa), Pelindaba,
using Nikon XTH 225 ST equipment. The output images had a voxels
size ranging between 17 and 50.8 pm. The subsequent image proces-
sing of each of the teeth was performed using Amira 6.0.0 software
(Visage Imaging, Inc., San Diego, CA). Dental tissues (enamel and
dentine-pulp complex) were semiautomatically segmented using the
Watershed Segmentation Tool and through manual editing. A Non-
Local Means filter was also applied. Small fractures and cracks were vir-
tually filled in.

Dental tissue volumes and surface areas described in Olejniczak,
Smith, et al. (2008), Olejniczak, Tafforeau, Feeney, and Martin (2008),
Skinner, Gunz, Wood, and Hublin (2008), and Skinner, Wood,
et al. (2008) were quantified following the protocol put forward by
Garcia-Campos et al. (2018) (Figure 1), which was based on a previous
study by Benazzi et al. (2014). The variables and indices included
were: volume of the enamel cap (Ve, mm3); volume of the coronal
dentine including the coronal pulp (Vcdp, mm?3); the surface area of
the enamel-dentine junction (EDJS, in mm?); the outer surface of the
enamel cap (OES, mm?); 3D average enamel thickness index (3DAET =
Ve/EDJS, mm); the 3D relative enamel thickness index (3DRET = 3
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FIGURE1 Crown isolation. The canine is orientated in its anatomical
position: (a) lingual view and (c) mesial view. Then, a straight line
between the maximum enamel extensions is drawn in the mesiodistal
stack of slices (b) defining the lower limit of the crown and giving rise
to concave curve in the buccolingual slices (d). In that way, the crown
is limited on the base by a curve with a smooth surface which isolates
it from the root volume

DAET//Vcdp) x 100, free scale); and the relative dentine volume
defined as the percentage of coronal volume that is dentine and pulp
(Vedp/Vce = Vedp/Ve x 100, percentage scale). In addition, the vol-
ume of the root dentine including the pulp (Vr, mm®), the coronal vol-
ume (Vc, mm®) and the basal surface of the crown (BS, mm?) were
measured and subsequently used to compute the total tooth volume
(Vt = Vc + Vr, mm®) and the relative coronal volume (Vc/Vt = Vc/
Vt x 100, percentage scale). A detailed explanation of each of the
variable and indices can be found in Garcia-Campos et al. (2018).

Statistical analyses were performed using SPSS software (v. 18.0,
SPSS Science, Inc.). First, standard descriptive statistics were calcu-
lated for each variable. The normal distribution and the equal variance
assumption were assessed using the Kolmogorov-Smirnov one-
sample test and Levene's test respectively. Analysis of variance
(ANOVA) and covariance (ANCOVA) were employed to examine the
possible differences between males and females. When equal variance
could not be assumed a Student's t test was applied instead. Means
were considered to be significantly different at « = 0.05 level. In addi-
tion, a discriminant function analysis (DFA) was performed to generate
a set of univariate and multivariate functions from the 3D variables.
The whole sample was divided into two sub-samples for statistical
purposes. A total of 40 slightly worn teeth (19 females, 21 males)
were used to create the discriminant functions, whereas 16 teeth
(8 females, 8 males) were used as a hold-out sample. The functions
created were tested in the original sample and the leave-one-out
method was chosen to calculate the cross-validation error index. The
percentage of correct allocation accuracy in determining sex was also
calculated for the hold-out sample: females and males separately, and
for the whole of the sample. Lastly, only the equations with a high
percentage of correct assignments were selected and included in this

study.

3 | RESULTS

Table 1 and Figure 2 provide the descriptive statistics for the 3D dental
tissue measurements (both absolute data and associated indices) for
males and females, together with a summary of the results of statistical
comparisons of means (ANOVA, Student's t test and ANCOVA).

TABLE 1 Descriptive statistics, analysis of variance (ANOVA) and analysis of covariance (ANCOVA) results for the three-dimensional variables
measured on slightly worn maxillary canines (mean and standard deviation, SD). When equal variance could not be assumed, a Student's t test was

applied (*)
Female Male ANOVA ANCOVA

Measurement n Mean SD n Mean SD Sig. Sig. Female mean Male mean
Vc 27 223.94 35.93 29 286.86 57.05 .00 - - -
Vr 27 299.37 59.93 29 420.98 81.11 .00 = = =
Vit 27 523.31 93.41 29 707.84 121.52 .00 - - -
Ve 27 109.96 20.04 29 128.80 34.77 .016%* - - -
Vcdp 27 113.98 18.57 29 158.07 26.95 .00 .02 130.61 142.58
EDJS 27 115.25 11.32 29 142.43 17.81 .00* - - -
OES 27 174.43 18.64 29 204.31 29.61 .00* - - -
BS 27 33.08 3.72 29 43.82 5.61 .00 .00 36.33 40.79
Vtdp 27 413.34 76.35 29 579.05 97.92 .00 .00 489.16 508.45
Index
Vc/Vt 27 43.016 2.53 29 40.58 4.46 .00* - - -
3DAET 27 0.95 0.12 29 0.90 0.17 17 - - -
3DRET 27 19.71 2.52 29 16.61 297 .00 - - -
Vedp/Ve 27 50.94 3.36 29 55.54 4.64 .00 - - -
OES/EDJS 27 1.51 0.07 29 1.43 0.08 .00 - - -

Dimensions in millimeters. Significant p values in bold.
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FIGURE 2 Standard box and whisker plot of the upper canine tissue proportions (wear stages 1-3). This graph represents the interquartile range
(25th-75th percentiles: Boxes), 1.5 interquartile ranges (whiskers) and the median values (black line). Outliers are signified with circles and

asterisks

Tables 2 and 3 present, respectively, the discriminant functions

obtained in this study and their accuracy at correctly assigning sex.

3.1 | Intra-population variability

The Kolmogorov-Smirnov test showed that all dimensions were nor-
mally distributed within each sex category. The results of the homoge-
neity of variance test indicate that the sample is statistically
homogeneous for all dimensions and indices, except for the enamel

volume (Ve), the EDJ surface area (EDJS), the outer enamel surface

area (OES), and the index Vc/Vt. In these cases, a Student's t test was
applied (indicated with an asterisk in Table 1); an ANCOVA test could
not be applied to compare the means for these variables.

All absolute tooth dimensions were larger in males and the
mean comparison analysis showed that these differences were sta-
tistically significant (Table 1). The relative measurements associated
with these absolute variables also showed statistically significant
differences, except for average enamel thickness (3DAET). The rela-
tive enamel thickness (3DRET) lets us observe that females have

significantly thicker enamel than males. The same happens with the
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TABLE 2 Discriminant function analysis results a obtained from sub-sample of slightly worn maxillary canines (n = 40)

Variables

Vc

Vr

Vit

Ve

Vcdp

EDJS

OES

BS

Vtdp

Vc/Vt
3DAET
3DRET
Vedp/Ve
OES/EDJS
Constant
Sectioning point (S.P.)
Eigenvalue
Can. Corre.
Wilk's lambda

F value (sig.)

Unstandardized coefficients

D1 D2

0.041 -
- 0.011
-5.577 -5.506
0.000 0.000
0.810 0.759
0.669 0.657
0.552 0.569
.000 .000

D3

-8.019
0.000
0.630
0.622
0.614

.000

D4

-7.499
0.000
1.047
0.715
0.488

.000

D5

0.
0.

-0.
-0.
0.
0.
0.

=9.
8.
0.
1.
0.
0.

025
005

050
035
128
004
096

671
192
000
467
771
405

.000

D6 D7
= 0.142
- —-0.044
= 0.073
- -0.033
0.164 0.142
- -39.705
= 2.507
0.120 1.074
-12.702 —85.546
0.000 0.000
1.376 1.712
0.761 0.794
0.421 0.369
.000 .000

Significant p values in bold.

OES, which is significantly greater in females in relation to their EDJ
surface area, indicated by the OES/EDJS index. Therefore, although
the ANCOVA test could not be applied to enamel volume (Ve),
these indices (3DRET and OES/EDJS) show that the enamel seems
to have relatively larger dimensions in females than in males.
ANCOVA tests could be applied to dentine volume measurements
(Vcdp, Vtdp), as well as to the basal surface area of the crown (BS).
The results of this test shows that these three variables were signif-
icantly larger in males even after controlling for size (Vt). This is cor-
roborated by the relative dentine volume (Vcdp/Vc) results,
supporting that males have absolutely, but also relatively, more den-

tine than females.

3.2 | Discriminant function analysis

Table 2 includes the unstandardized discriminant function coeffi-
cients, constants, sectioning points and main statistical values
obtained from DFA. This analysis produced a set of univariate and
multivariate functions, seven of which have high percentages of cor-
rect determinations and were selected consequently. Four univariate
functions were included, which were based on the following variables:
the coronal dentine and pulp volume (D1), the total dentine and pulp
volume (D2), the EDJ surface area (D3), and the basal surface area
(D4). Furthermore, a multivariate analysis that used all the measured
variables and associated indices was carried out (D5), as well as a sec-

ond one that employed the variables and indices from the crown (D7).

TABLE 3 Sex allocation accuracy (%) for each discriminant function generated from data collected in this study, tested on the original sample and
using cross-validation. The functions were also tested on a hold-out sample of slightly worn teeth. Discriminant function scores were calculated
using the raw coefficients multiplied by the corresponding dental dimensions plus the constant. The resulting score was compared with the
sectioning point. If the score was greater than the sectioning point the sex was determined to be male

Tested on equations sample

Tested on hold-out sample

Original Cross-validation Slightly worn teeth

Discriminant functions Female Male Total Female Male Total Female Male Total

D1 94.70% 81.00% 87.50% 94.70% 81.00% 87.50% 87.50% 87.50% 87.50%
D2 78.90% 90.50% 85.00% 73.70% 85.70% 80.00% 87.50% 87.50% 87.50%
D3 89.50% 76.20% 82.50% 89.5% 76.20% 82.50% 87.50% 87.50% 87.50%
D4 89.5% 90.5% 90.00% 89.5% 90.50% 90.00% 100.00% 88.00% 93.75%
D5 84.2% 90.50% 87.50% 84.20% 76.2% 80.00% 100.00% 88.00% 93.75%
D6 94.7% 85.70% 90.00% 89.50% 85.70% 87.50% 100.00% 88.00% 93.75%
D7 100.00% 85.70% 92.5% 89.50% 76.20% 82.50% 100.00% 88.00% 93.75%
All combined - - - - - 100.00% 87.50% 92.30%
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We also created multivariate equations using all variables and indices
through a stepwise DFA using the Wilks' lambda method (Dé). All
functions were statistically significant in discriminating between
groups (F value, p < .01).

Table 3 shows the sex allocation accuracy (%) for each discrimi-
nant function, tested on the original sample used for the creation of
the functions (n = 40) and via the cross-validation technique, as well
as on a hold-out sample of slightly worn teeth (n = 16). The percent-
age of correct determinations for the univariate functions ranged
between 82.50% and 90.00% for the original sample and the cross-
validated analysis, and between 87.50% and 93.75% for the hold-out
sample validation. On the other hand, multivariate equations had a
classification accuracy that ranged between 87.50% and 92.50% for
the original sample, between 80.00% and 87.50% for the cross-
validated analysis, and was 93.75% for the hold-out sample validation.
The function with the greatest correct sex allocation was D4, gener-
ated from the basal surface area of the crown. We also used a combi-
nation of the seven functions (D1-D7) in the hold-out sample,
assigning each individual to a specific sex when at least four of the
outcomes indicated either “male” or “female”. Using this methodology,
we obtained 92.30% correct classifications.

Both sexes were not classified with the same accuracy by all dis-
criminant functions. Overall, the percentage of correct classifications
was higher in females than in males, except for functions D2 (Vtdp)
and D4 (BS). The percentage of correct determinations in the original
sample ranges between 76.20% and 90.50% in the case of males and
between 78.90% and 100% in the case of females. The cross-
validation test results ranged between 76.20% and 90.50% in the case
of males and between 73.70% and 94.70% in the case of females. Val-
idation of the hold-out sample ranged between 87.50% and 88.00%
in the case of males and between 87.50% and 100.00% in the case of
the females. The combination of the results from the seven functions
correctly classified 100% of the females and 87.5% of the males.

4 | DISCUSSION

4.1 | Sexual dimorphism of maxillary canines

Teeth are the most resistant tissue of the human body, which is why
they have been the focus of anthropological research. In forensic sci-
ences, teeth have been used mostly for age estimation (Cameriere
et al., 2006; Someda et al., 2009; Stavrianos, Mastagas, Stavrianou, &
Karaiskou, 2008) and sex determination (Acharya & Mainali, 2007,
Ates et al., 2006; Pereira et al., 2010; Zorba et al., 2012), with most of
these odontometric studies using discriminant function statistical
models to assess sexual dimorphism in human dentition.

The sexual dimorphism of permanent teeth has been established
by many researchers, being the greatest in canines (Harris & Bailit,
1988; Hillson, 1996b; Iscan & Kedici, 2003; Peckmann et al., 2015).
These differences take the form of a marked difference in size, with
male canines being more volumetric than those of females (De Angelis
et al., 2015, Garcia-Campos et al., 2018). Most of the studies in which
the sexual dimorphism of canines has been assessed are based on tra-
ditional MD and BL crown diameters (Acharya & Mainali, 2007; Ates
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et al,, 2006; Ditch & Rose, 1972; Iscan & Kedici, 2003; Moorrees,
Kai-Jen Yen, Moorrees, & Thomsen, 1957; Sabdia et al, 2013).
However, these measurements usually are modified by wear and
pathologies, so some authors have explored alternative variables like
the cervical MD and BL diameters as well as diagonal diameters of
the crown (Hillson, FitzGerald, & Flinn, 2005; Viciano, Aleman,
D'Anastasio, Capasso, & Botella, 2011; Viciano, Lépez-Lazaro, &
Aleman, 2013; Zorba, Moraitis, & Manolis, 2011). All such dimensions
have been found to be sexually dimorphic, reaching allocation accura-
cies in the original sample ranging from 67% to 88%, approximately.

The results of the present study corroborate the differences in
size observed in previous studies (Table 1). The male maxillary canines
showed a significantly greater volume (Vt) than those of their female
counterparts. Their crowns are more volumetric (Vc), showing very
significant differences to those of the females. These differences in
crown size are also reflected in their coronal basal surface (BS), show-
ing absolutely and relatively larger areas in males. All these agree with
the results obtained from coronal linear measurements (Viciano et al.,
2011, 2013; Zorba et al., 2011) as well as those from mandibular
canine volumes (Garcia-Campos et al., 2018). Not only are the crowns
of female maxillary canines smaller, but so are their roots (Vr). The
study of root measurements in the context of sexual dimorphism has
greatly expanded in recent years (Garn, Van Alstine Jr, & Cole, 1978;
Zorba, Vanna, & Moraitis, 2013). Roots tend to be better preserved
compared to crowns, as they are protected by the alveolar bone; in
addition, they are far less frequently affected by pathological condi-
tions or wear. Zorba et al. (2013) tested the existence of sexual dimor-
phism in the root length of single-rooted teeth and showed that root
length was greater in males than in females (allocation accuracy in the
original sample: 77%-88%). In the light of the results of the present
and previous studies (Garcia-Campos et al., 2018), it can be confirmed
that canine roots are not only longer in males but also more volumet-
ric, representing a greater percentage of their total volume (Vc/Vt) in
contrast to female canines.

Hypotheses proposed for tooth-size dimorphism between males
and females include: a greater enamel thickness owing to a longer
period of amelogenesis in males (Acharya & Mainali, 2008); a relatively
higher quantity of dentine in male teeth (Garcia-Campos et al., 2018;
Schwartz & Dean, 2005; Smith, Olejniczak, Reid, Ferrell, & Hublin,
2006); or, differential effects of sex chromosomes and hormonal influ-
ences in promoting dental tissue growth (Alvesalo, 2009; Alvesalo,
Tammisalo, & Townsend, 1991; Guatelli-Steinberg et al., 2008; Pen-
tinpuro et al., 2017; Pentinpuro, Lidhdesmaki, Niinimaa, Pesonen, &
Alvesalo, 2014; Ribeiro, Brook, Hughes, Sampson, & Townsend, 2013;
Ribeiro, Sampson, Hughes, Brook, & Townsend, 2012; Smith et al.,
2006). That is the reason why, whereas most odontometric studies
were focused on crown size differences, some researchers have
attempted to quantify tissue differences between sexes (Feeney,
2009; Harris & Hicks, 1998; Saunders et al., 2007; Schwartz & Dean,
2005; Smith et al., 2006; Stroud et al., 1994). Schwartz and Dean
(2005) and Saunders et al. (2007) provided enamel thickness values
obtained from physical sections of mandibular canines, including the
first study also third molars. Variation in lateral enamel thickness has
also been examined through clinical radiographs of maxillary incisors
(Harris & Hicks, 1998) and mandibular premolars (Stroud et al., 1994).
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Two more recent studies employed 3D models obtained from micro-
CT scanning. In the first of these, Feeney et al. (2010) employed vir-
tual sections to quantify the average enamel thickness of a sample of
clinically extracted Indonesian canine and premolar teeth. In the sec-
ond, Garcia-Campos et al. (2018), using the same methodology applied
in the present study, determined the degree of sexual dimorphism in
the dental tissue volumes and surface areas of mandibular canines.
Although all these studies vary in terms of the tooth class assessed,
overall it is observed to a greater or lesser extent similar patterns of
sexual dimorphism in dental tissue proportions: male teeth have
greater dentine component, whereas in females the enamel is thicker
(Feeney et al., 2010; Garcia-Campos et al., 2018; Saunders et al.,
2007; Schwartz & Dean, 2005; Smith et al., 2006; Stroud et al., 1994).
The results of the present study confirm this pattern. As in the case of
lower canines (Garcia-Campos et al., 2018), male maxillary canines
have absolutely (Vcdp, Vtdp) and relatively (Vcdp/Ve, ANCOVA
results) more dentine than those of females, whereas females have
been found to have relatively thicker enamel (3DRET). In contrast to
the lower canines, the enamel cap volume was smaller in female upper
canines when compared to that of males. However, although the
ANCOVA test could not be applied to this variable, the 3DRET index
results lend support to the idea that this may be due to the differ-
ences in size between sexes, and not because males have a propor-
tionally greater amount of enamel. As with tissue volumes, the surface
areas of enamel (OES) and dentine (EDJS) are smaller in females; nev-
ertheless, in both upper and lower canines their OES have a signifi-
cantly larger area regarding the EDJ surface (OES/EDJS index)
(Garcia-Campos et al., 2018, present study), which has been related to

greater enamel thickness by some authors (Smith et al., 2006).

4.2 | Sex allocation accuracy of the discriminant
functions based on dental tissue volumes and surface
areas of maxillary canines

DFA has become a method extensively used by archaeologists and
forensic anthropologists to determine sex (Acharya & Mainali, 2007;
Garcia-Campos et al., 2018; Hassett, 2011; Iscan & Kedici, 2003;
Viciano et al., 2011, 2013; Zorba et al., 2013), as it calculates the opti-
mal combination of variables and indices to reflect their contribution
to sex diagnosis.

Univariate functions selected in this study are defined by the fol-
lowing variables: the coronal dentine and pulp volume (Vcdp, D1); the
total dentine and pulp volume (Vtdp, D2); the EDJ surface area (EDJS,
D3); and the basal surface area of the crown (BS, D4). Most of these
variables are related to the dentine component, highlighting its impor-
tance in sex determination. Overall, multivariate functions (D5, D6,
and D7) have higher accuracy than univariate ones (original: 87.5%-
92.50%; cross-validation: 80.00%-82.50%; hold-out sample: 93.75%),
although the univariate function D4 was the most effective in sex
diagnosis. The percentage of correct determinations when we com-
bined all functions was 92.30%, which, together with the previous
results, shows the effectiveness of the methodology introduced in this
study, which overtakes that of methods based on linear measure-
ments. The discriminant function results obtained for upper canines

were similar to those obtained for lower canines (Garcia-Campos
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et al., 2018). It should be pointed out that in both tooth classes the
functions based on BS and Vtdp were selected due to their high accu-
racy rates. As in the case of mandibular canines (Garcia-Campos et al.,
2018), as well as the results of previous researches (Acharya &
Mainali, 2007; Ates et al., 2006; Iscan & Kedici, 2003), in general
terms females were correctly assigned more often than males, which

may indicate greater variability in male maxillary canines.

4.3 | The potential of the methodology exposed for
sex determination and its limitations

Sex determination in fragmented human remains constitutes the fore-
most step for identification in physical anthropology. The pelvis and
skull have been shown to be the most accurate skeletal elements for
determining sex (Ferembach et al., 1980; iscan, 2005; Iscan, Derrick,
Iscan, & Derrick, 1984; Phenice, 1969). However, in both forensic
practice and an archaeological context it is common to recover human
remains where most skeletal structures appear fractured or are
absent. An alternative is to use teeth. Considering the fact that teeth
are the most resistant mineral components of the human skeleton
(Hillson, 1996b), a method based on dental measurements may help
to fill this gap. The results of the present study and previous research
show that there are several dental variables that can be used to
develop sample-specific methods for sex determination, and that the
correct allocation accuracies that they achieve are comparable to
other metric methods commonly applied to other skeletal elements
(Acharya & Mainali, 2007; Ates et al., 2006; Garcia-Campos et al.,
2018; Hassett, 2011; Zorba et al., 2013). Their application might be
especially useful in sex determination of subadult individuals. This is
because the crowns of the permanent dentition develop early, and
once formed, they hardly change during growth. This means that any
discriminant function created from their measurement, and which is
powerful at discriminating between sexes, could also be useful in sub-
adults for whom secondary sex characteristics of the skeleton are not
yet discernible. In particular, techniques based on permanent canine
traits might allow us to determine the sex of individuals older than
6 years of age, which is the age around which the crown finishes its
formation (Moorrees, Fanning, & Hunt, 1963). One limitation is that
these functions cannot be employed to determine the sex of very
young individuals whose permanent teeth have not yet formed.
Although deciduous crown dimensions seem to show considerably
less sexual dimorphism than permanent teeth (Black, 1978; De Vito &
Saunders, 1990), future studies of dental tissue proportions of primary
dentition in general, and of deciduous canines in particular, could help
to shed light on this issue.

The usefulness in sex estimation studies of the multivariate
methods based on linear dimensions of the canines has been deeply
explored, which have obtained an accuracy which ranges from 67% to
88.2% (e.g., Ates et al., 2006; Iscan & Kedici, 2003; Karaman, 2006;
Peckmann et al., 2015; Zorba et al., 2013). In contrast to these studies,
the methodology based on 3D measurements proposed here confi-
dently offers greater percentages of correct assignment, which has
been assessed employing geographical mixed samples and tested in a
hold-out sample. On the other hand, a limitation of sex determination

methodologies based on linear odontometric measurements is that
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teeth should not be extremely worn down nor should their dimen-
sions be affected by dental anomalies and disease. In many dental
samples, adult teeth show a severe interproximal attrition and/or
crown reduction, making it impossible to collect the traditional linear
measurements of the crown (MD, BL); yet, the cervical dimensions of
the crown can be used as an alternative to solve this problem (Hillson
et al, 2005; Viciano et al., 2011, 2013; Zorba et al, 2011). The
variables considered in this study might be also be affected by wear.
Garcia-Campos et al. (2018) included extensively worn teeth (4-5
wear degree, Molnar, 1971) as a hold-out sample, showing that
although the percentage of correct assignment only decreased to
9.64% compared to the slightly worn sample, the differences between
males and females increased, which made them doubt the precision of
this methodology as wear increases. A solution to this problem may
be the discriminant function based on the basal surface area of the
crown (BS), as in both maxillary and mandibular permanent canines
the univariate functions created using this variable have high accuracy
rates. As with cervical margins diameters, the basal surface is not
affected by wear and could be assessed even when the root is either
absent, which could be common in single rooted teeth, or is not

completed (as with subadult individuals).

5 | CONCLUSIONS

In light of the findings of the present study, as well as those in litera-
ture, it can be affirmed that canine dental tissue proportions provide
several variables that can be used to develop methods for sex deter-
mination, whose correct allocation accuracies are comparable to other
metric methods commonly applied to other skeletal structures. The
results of this study show that male maxillary canines have an abso-
lutely and relatively greater dentine component, whereas female
enamel is thicker, leading to a difference in dental size in favor of
males. These differences have permitted the development of a dis-
criminant function model that achieves correct assignation rate of
92.30%. This represents an alternative methodology that might
become of interest when DNA and other skeletal elements are not
available, or in the case of subadults, for whom secondary sexual char-
acteristics cannot always be discerned accurately using techniques

based on postcranial measurements or morphological features.
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6.2

Patrones histologicos de las poblaciones del
Pleistoceno Inferior y Medio de la sierra de Atapuerca
(Burgos, Espana)

El objetivo del tercer estudio incluido en esta tesis doctoral es evaluar las dimensiones de
los tejidos dentales de los caninos permanentes pertenecientes a las muestras dentales de
Gran Dolina-TD6.2 (n=3) y Sima de los Huesos (n=33) de la sierra de Atapuerca (Burgos,
Espafia). En esta investigacion se incluyeron, ademas, una muestra de caninos del yaci-
miento neandertal de Krapina (Croacia) (n=18), asi como una muestra humana moderna

reciente (n=112) de Europa y Africa.

Se emplearon técnicas de microtomografia para cuantificar los volimenes y super-
ficies tridimensionales del esmalte y la dentina siguiendo los protocolos descritos por
Olejniczak (2006) y Olejniczak et al. (2008a; b). Finalmente, se llevo a cabo un analisis
estadistico comparativo entre las diferentes poblaciones incluidas en este estudio. Los re-
sultados obtenidos permitieron describir el patrén histoldgico de los caninos permanentes
de las poblaciones de Gran Dolina-TD6.2 y Sima de los Huesos. Se discutié, ademas, el
posible significado de las similitudes y diferencias observadas en las proporciones de los
tejidos dentales de estas poblaciones con el de otros grupos poblacionales del Pleistoceno,
haciendo especial hincapié en los miembros de los taxones H. neanderthalensis y H. sa-

piens.
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ABSTRACT

Enamel and dentin patterns have awakened a considerable interest in phylogenetic stud-
ies. However, almost nothing is known about the dental tissue proportions of European
Pleistocene hominins, apart from Neanderthal populations. This study aims to assess
the three-dimensional dental tissue proportions of permanent canines belonging to the
extensive sample of hominin teeth at Sierra de Atapuerca (Spain) through the use of micro-
tomographic techniques. Our results show that early and middle Pleistocene populations
from Atapuerca exhibit large coronal and root dentine dimensions, as well as a thinly enam-
elled pattern, which has been traditionally considered an autapomorphic Neanderthal trait.
Therefore, these results might support an early enamel thickness decrease which is already
observed 800 kyr ago in Homo antecessor and maintained in later groups such as Sima de
los Huesos and Neanderthal populations during the middle Pleistocene.

© 2018 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

RESUME

Les patrons de proportions de I'émail et de la dentine ont éveillé un intérét con-
sidérable dans les études phylogénétiques. Cependant, on ne connait encore presque
rien sur les proportions des tissus dentaires des hominidés du Pléistocéne européen,
a l'exception de celles des populations néandertaliennes. La présente étude vise a
évaluer les proportions tridimensionnelles des tissus dentaires des canines perma-
nentes issues d'un échantillon exceptionnel de dents d’homininés d’Atapuerca (Espagne)

* Corresponding author. Centro Nacional de Investigacion sobre la Evolucion Humana, Paseo de la Sierra de Atapuerca 3, 09002 Burgos, Spain.
E-mail address: ceciliagc.bio@gmail.com (C. Garcia-Campos).
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en utilisant des techniques microtomographiques. Nos résultats montrent que les popula-
tions du Pléistocéne moyen et inférieur d’Atapuerca possédent des proportions de dentine
radiculaire et coronaire élevées, ainsi qu'un patron d’émail fin qui a été traditionnellement
considéré comme un caractére autapomorphique des Néandertaliens. Par conséquent, ces
résultats appuient I'apparition précoce d'une diminution de I'épaisseur de I’émail depuis
au moins 800 ka chez Homo antecessor. Ce patron d’émail fin est également observé dans
d’autres groupes plus tardifs, tels que Sima de los Huesos et les populations néandertali-
ennes pendant le Pléistocéne moyen.

© 2018 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

1. Introduction

Dental traits are considered to be highly heritable, selec-
tively neutral and evolutionary conservative (Rathmann
et al,, 2017; Scott and Turner, 2000). Accordingly, teeth
can be considered as a true ‘black box’ of the genetic
code, whose morphology reflects the result of the inter-
action between phylogenetic heritage and the selection
for functional adaptations. Therefore, they are a source
of information about the life history, diet, taxonomy and
behaviour of extant and extinct hominin species (Grine,
2005; Kono, 2004; Martin, 1983; Martin et al., 2003;
Olejniczak et al., 2007; Schwartz, 2000; Smith et al., 2005,
2008), thus representing a useful tool in taxonomic and
phylogenetic studies.

Tooth tissues, in general, and enamel thickness, in par-
ticular, have been of considerable interest over the past
century. Most of the available data for the interpreta-
tion of dental tissue variability in human evolution come
from studies about the enamel thickness of posterior den-
tition (Grine, 2002, 2005; Kono and Suwa, 2008; Kono
et al.,, 2002; Olejniczak et al., 2008a; Skinner et al., 2015).
Researches based on both controlled plane sections and
volumetric data of molars enabled to successfully dis-
tinguish relatively thinly enamelled extant African apes
from thickly-enamelled hominin taxa, including modern
humans (Grine and Martin, 1988; Kono, 2004; Martin,
1985; Olejniczak et al., 2008b; Smith et al., 2005, 2006;
Tafforeau, 2004). On the other hand, reports on naturally-
fractured molars belonging to African early Homo (Beynon
and Wood, 1986; Ramirez Rozzi, 1998) and Asian H. erectus
(Smith et al., 2009) showed that these species had thin-
ner cuspal enamel than the more robust Australopithecus
(Beynon and Wood, 1986; Ramirez Rozzi, 1998), allowing
one to appreciate a tendency towards thickness decrease.

Besides early Homo, studies on broader samples also
showed a tendency towards enamel thickness decrease
in later Homo, including Neanderthals, fossil H. sapiens
and modern humans (Olejniczak et al., 2008a; Smith
et al.,, 2012). However, such changes occurred in a dif-
ferent way in the two lineages. Studies on postcanine
tissue proportions showed that Neanderthal populations
and modern humans have absolutely similar amounts
of enamel (Olejniczak et al., 2008a; Smith et al., 2012).
Nevertheless, it has been observed that, in the case of
H. neanderthalensis, the enamel is deposited over a more
complex and larger EDJ surface associated with a higher
dentine-pulp complex dimension, thus leading to a slightly

lower enamel thickness compared to that of modern
humans (Olejniczak et al., 2008a; Smith et al., 2012). In fact,
thinly enameled tooth crown has been identified as one
of the autapomorphic Neanderthal features (Bayle et al.,
2009a; Olejniczak et al., 2008b; Smith et al., 2012).

Therefore, comparative evidence suggests that the tran-
sition from early to middle Pleistocene gave rise to the
emergence of two tendencies in the postcanine dental
tissue pattern in the subsequent populations. Whereas
African H. erectus/ergaster shows the intermediate-thick
enamel condition (Smith et al., 2012; Zanolli, 2014) simi-
lar to that later observed in H. neanderthalensis (Olejniczak
et al., 2008a), a relatively and absolutely thicker enamel is
systematically found in Indonesian H. erectus and in fos-
sil and extant modern humans (Smith et al., 2012; Zanolli
and Mazurier, 2013; Zanolli, 2014; Zanolli et al., 2014,
2018).

In contrast to the posterior dentition, tissue propor-
tions of the anterior teeth have been barely studied (Bayle
et al,, 2017; Buti et al., 2017; Feeney et al., 2010; Le Cabec
etal.,2012,2013; Saunders et al.,2007; Schwartz and Dean,
2005; Smith et al., 2008, 2012; Zanolli et al., 2014). Follow-
ing Martin’s pioneering work (1983, 1985), some studies
have assessed 2D enamel thickness of the canine teeth
through the use of a single physical cross section (e.g.,
Feeney et al.,, 2010; Saunders et al., 2007; Schwartz and
Dean, 2005; Smithetal.,2008,2012). Among them, the only
study in which the variation of this trait has been investi-
gated within the human fossil record is that carried out by
Smith et al. (2012). They found that, whereas early Homo
canines show substantial variations, the enamel thickness
trends in later species’ anterior teeth were largely par-
alleled to those observed for the molars. More recently,
Buti et al. (2017) carried out an extensive study based on
microtomographic techniques in which they investigated
3D enamel thickness variation in a sample comprising both
Neanderthal and modern human upper and lower per-
manent canines. Before this work, only the study carried
out by Bayle et al. (2017) on Neanderthal specimens from
Sima de las Palomas del Cabezo Gordo (Spain) had pro-
vided information about the permanent canine enamel
volume. The results obtained by these authors agreed with
previous findings: Neanderthal canines have significantly
lower relative enamel thickness values than typical in
recent humans. Additionally, the comparison of dental tis-
sue proportions between Neanderthal and late Pleistocene
H. sapiens deciduous teeth has produced consistent evi-
dence that supports the results obtained for the permanent
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dentition (Bayle et al., 2009a, 2009b, 2010, 2017; Benazzi
etal, 2011).

Despite such research work, the variation in dental tis-
sue proportions within the genus Homo, and in particular
the origin of the two enamel thickness tendencies that
appeared in Neanderthals and modern humans is poorly
understood. This is mainly due to the absolute scarcity of
data on early European populations. Moreover, the Euro-
pean Pleistocene fossil record is principally composed of
isolated and geographically-dispersed remains of diverse
chronologies, which complicates the evaluation of the dif-
ferent evolutionary scenarios.

In this context, large tooth samples of well-defined
populations, such as those of the archaeological complex
collections from Sierra de Atapuerca in Spain, could con-
tribute to fill this gap. On the one hand, the Gran Dolina
sample is composed of the earliest human remains docu-
mented so far in western Europe. The mosaic of primitive
and derived features characterising this group gave rise
to the new species H. antecessor (Bermtdez de Castro
et al,, 1997) and has triggered a debate about its rela-
tionship with the Neanderthal and H. sapiens lineages
(Bermidez de Castro et al., 1997, 2003, 2015, 2017).
On the other hand, the human fossil collection from
Sima de los Huesos has become the most representa-
tive sample for the middle Pleistocene worldwide, which
stands for more than 80% of the human fossil record
for this period (Bischoff et al., 2003). This population is
characterized by a combination of primitive traits (ple-
siomorphies) not found in later Neanderthals, by incipient
Neanderthal-like traits (mesomorphies), and by typical
Neanderthal traits (apomorphies), which suggest a close
relationship with the Neanderthal lineage (Arsuaga et al.,
1997).

This study aims to increase the amount of information
currently available on dental tissue proportions of early
European Homo species. To do so, microtomographic
(micro-CT) imaging analytical techniques have been
applied to the hominin tooth samples from the early and
middle Pleistocene Atapuerca sites (Burgos). Then, the
enamel and dentine volumes (Olejniczak et al., 2008a) and
surfaces (Skinner et al., 2008a, 2008b) of a sample of per-
manent canine teeth belonging to these populations have
been measured. Our objective is to discuss the meaning of
the possible similarities and differences of Gran Dolina and
Sima de los Huesos samples with the H. neanderthalensis
remains of Krapina (Croatia) as well as with a recent mod-
ern human sample from Europe and Africa. In particular,
with the present study we intended to test the following
hypotheses. First, the dental tissue proportions of Krapina
remains are similar to those published in literature in
which broader H. neanderthalensis samples have been
employed (Buti et al., 2017). Second, given the presence
of an important number of apomorphic traits typical from
Neanderthals in Sima de los Huesos population, the differ-
ences in dental tissue patterns between both populations
are not significant. Third, given the chronological distance
with the other populations examined and that most of
their dental traits are primitive, Gran Dolina canine teeth
conserve the pleisiomorphic thickly-enamelled pattern.
And fourth, as the enamel thickness is not homogeneously
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distributed in the crown dental wear affects the taxonomic
comparisons.

2. Materials and methods
2.1 Materials

The tooth assemblage from the Sierra de Atapuerca
archaeological complex (Table 1) consists of three perma-
nent canines (two upper and one lower) from the early
Pleistocene Gran Dolina (TD6) site and 32 permanent
canines (16 upper and 16 lower) from the middle Pleis-
tocene Sima de los Huesos (SH) site. A detailed description
of the sample studied here can be found below. The lithos-
tratigraphic and geochronological contexts of the sites are
described in detail in the Appendix 1.

At least 160 human fossil remains belonging to H. ante-
cessor were recovered from the Gran Dolina level TD6-2,
recently assigned to MIS 21 through different geochrono-
logical techniques applied to samples from TD7 and TD6
(Arnold et al., 2014; Berger et al., 2008; Falguéres et al.,
1999; Moreno et al., 2015). Based on direct ESR dating of a
hominin tooth, the last published results indicate a time
range from 772 to 949 kyr (Duval et al,, 2018). The TD6
hominins show a certain number of derived features also
present in middle Pleistocene and early Late Pleistocene
populations (Bermuidez de Castro et al., 2013). In particular,
the relatively high number of features exclusively shared
with Neanderthals and with the Atapuerca-SH hominins
are noteworthy (Bermudez de Castro et al., 2013, 2015).
As mentioned, this mosaic of characteristics supported the
definition of the new taxon H. antecessor (Bermudez de
Castro et al., 1997; Carbonell et al., 1995) and has origi-
nated a debate about its relationships with the last common
ancestor of Neanderthals and modern humans (Bermudez
de Castro et al., 1997, 2003, 2015, 2017). The three H. ante-
cessor canines used in this study show a good preservation
state. Specifically, ATD6-1 presents a slight cervical ero-
sion, which nonetheless does not affect the enamel, and
the ATD6-69 root had not finished forming.

The middle Pleistocene sample of Sima de los Huesos
consists of 16 upper and 16 lower permanent canines. The
human remains from this site are represented in a single
lithostratigraphic level (LU6) (Arsuaga et al., 2014), which
has provided mean ages of 4334+ 15kyr and 416 +12 kyr
using post-infrared-stimulated luminescence (pIR-IR) and
thermally transferred optically stimulated luminescence
(TT-OSL), respectively (Arnold et al., 2014). Initially, this
human group was assigned to H. heidelbergensis (Arsuaga,
1993; Arsuaga et al., 1991, 1997; Bermudez de Castro
et al., 2004). Nevertheless, in 2014, Arsuaga et al. sug-
gested that the SH sample should be removed from the
H. heidelbergensis hypodigm due to the absence of derived
Neanderthal features in the Mauer mandible, the holo-
type of this species. Moreover, in 2016 the nuclear DNA
sequenced from two SH specimens indicated that these
hominins belonged to the Neanderthal evolutionary lin-
eage, being closely related to the ancestors of Neanderthals
and sharing a common ancestor with Denisovans (Meyer
et al., 2016). The state of preservation of the SH canines is
generally good. There is a superficial loss of enamel on the
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Table 1

Gran Dolina (GD) and Sima de los Huesos (SH) upper and lower permanent canines included in this study.

Tableau 1

Canines permanentes supérieures et inférieures de Gran Dolina (GD) et Sima de los Huesos (SH) incluses dans cette étude.

Specimen Site Individual Tooth type Root conservation Wear stage
ATD6-1 GD H1 33 Complete 2
ATD6-69 GD H3 13 Incomplete 1
ATD6-13 GD H1 23 Complete 2
AT-2759 SH \% 13 Complete 6
AT-144 SH VIl 13 Complete 6
AT-219 SH XXV 13 Complete 6
AT-2388 SH XXIV 13 Complete 2
AT-3192 SH - 13 Complete 7
AT-3255 SH XXVII 13 Complete 4
AT-5616 SH - 13 Complete 5
AT-4335 SH XII 13 Complete 3
AT-1942 SH - 23 Incomplete 3
AT-2151 SH XVII 23 Incomplete 2
AT-44 SH - 23 Complete 2
AT-5622 SH - 23 Complete 3
AT-5621 SH Il 23 Complete 3
AT-6 SH - 23 Complete 3
AT-1757 SH - 23 Complete 3
AT-958 SH - 23 Complete 5
AT-164 SH - 33 Complete 3
AT-161 SH - 33 Complete 4
AT-1755 SH XV 33 Complete 5
AT-2762 SH XXVIII 33 Complete 5
AT-567 SH - 33 Complete 3
AT-578 SH Il 33 Complete 3
AT-67 SH 11 33 Incomplete 3
AT-6729 SH XXIV 33 Incomplete 3
AT-2783 SH XX 43 Incomplete 2
AT-1960 SH XVI 43 Complete 3
AT-1951 SH X 43 Complete 3
AT-2165 SH XVIII 43 Incomplete 1
AT-3886 SH XXV 43 Complete 2
AT-591 SH VI 43 Complete 6
AT-593 SH XXIII 43 Complete 3
AT-60 SH I 43 Incomplete 3

Tooth type has been named following the World Dental Federation (FDI) system. Wear stages following Molnar (1971).
Le type de dent a été nommé suivant le systéme de la World Dental Federation (FDI). Stades d'usure selon Molnar (1971).

labial aspect of AT-578, and at the incisal mesial border of
AT-145 the enamel is slightly chipped. The apical portion
of the roots of AT-60, AT-67, AT-2783, AT-1942, AT-2151,
AT-2165, AT-6729 and AT-808 are missing. There is one
additional specimen from this site, AT-1144, that has not
been included in this analysis because its root and crown
are pathologically altered.

The TD6 and SH permanent canines from Atapuerca
were compared with those belonging to the more recent
(120-130kyr) Neanderthal population sample of Krapina,
Croatia (Brace, 1979; Martinez and Arsuaga, 1997; Rink
et al,, 1995; Wolpoff, 1979) (Appendix 1, see Table A.1). As
a whole, the Krapina dental sample comprises 282 teeth,
either isolated or preserved in jaws (Wolpoff, 1979). For
the purposes of the present study, we used 18 canines (12
upper and six lower), generally in good preservation condi-
tions; in this assemblage, only eight specimens have their
roots complete.

In the analysis we also included a recent modern human
(RMH) sample comprising a whole of 125 European and
African specimens (Appendix 1, see Table A.2). This mate-
rial comes from the anthropological collection housed

at the Escuela de Medicina Legal of Madrid (Spain), the
South African modern human bone collection permanently
stored at the University of Pretoria (L'’Abbé et al., 2005), and
from Sudanese dental extractions (Elamin and Liversidge,
2013). In total, the modern human sample consists of 58
upper and 67 lower permanent canines from 81 individuals
of both sexes.

In some cases, multiple teeth from the same individ-
ual were measured in the comparative samples, although
only one antimere per individual was taken into consider-
ation. We discarded teeth with any pathological damage
affecting the mineralized tissues. Tooth crown wear stage
was scored following Molnar (1971). Slightly worn teeth
are those with a wear stage equal or below 3, character-
ized by the absence of the apex in the incisal border and
the emergence of a point of dentine. In order to assess
the effects of occlusal wear on such kind of studies deal-
ing with tooth tissue proportions, we also compared those
teeth with a wear degree of 4 (crown with minimal dentine
patch), of 5 (crown with more extensive dentine patch), and
of 6 (crown in which a lateral enamel loss is observed in the
wear surface).
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2.1. Micro-CT image acquisition and image processing

The isolated fossil teeth from Atapuerca were scanned
using the Scanco Medical AG Micro-Computed Tomogra-
phy 80 housed at the ‘Centro Nacional de Investigacién
sobre la Evolucién Humana’ (CENIEH) in Burgos. Scans were
performed employing two 0.1 mm copper filters and using
a voltage of 70kV and an amperage of 114 p.A. The resul-
tant slice thickness ranged between 18 and 36 micrometres
(pm). Teeth included in mandibular and/or maxillary frag-
ments were scanned using a Phoenix v/tome/X s (GE
Measurement & Control) available in the same research
centre. In this case, scans were performed by two 0.1 mm
Copper filters, 100-120 kV voltage and 110-140 A amper-
age, resulting isometric voxel ranging between 27 and
36 wm. Micro-CT data for the Krapina specimens (voxel
size: 20-40 pm) were obtained from NESPOS® microtomo-
graphic database.

The majority of the teeth forming the recent modern
human sample were scanned using the Phoenix microto-
mographic system housed at the CENIEH and the CTP-Mlab
micro-CT equipment set at the Multidisciplinary Labora-
tory of the International Centre for Theoretical Physics
(ICTP) of Trieste, Italy (Tuniz et al., 2013). All scans were
performed by two 0.1 mm copper filters, 100-120kV volt-
age and 110-140 wA amperage. The output images have
a voxels size ranging between 17 and 21 pwm. The South
African specimens were scanned at the South African
Nuclear Energy Corporation (Necsa), Pelindaba, using a
Nikon XTH 225 ST equipment according to the following
parameters: 100 kV voltage and 100 A amperage. The final
volumes were reconstructed with an isotropic voxel size
ranging between 40.8 and 50.8 p.m.

Image processing was performed using the Amira
6.0.0 software (Visage Imaging, Inc.). Dental tissues
(enamel, dentine-pulp complex) were semi-automatically
segmented using the Watershed Segmentation Tool and
through manual editing. A non-local means filter was also
applied. Small fractures and cracks were virtually filled in.
We considered the cervical line as the fundamental mor-
phological feature to isolate the crown and root (Benazzi
et al., 2014). After anatomically orienting each tooth, we
drew a straight line between the enamel maximum cervi-
cal extensions in the mesio-distal plane in all of the stacks
of images. Finally, we made some corrections in the bucco-
lingual planes. Accordingly, only the dentine contained in
the enamel cap was classed as coronal dentine, which was
limited to the base by a curve with a smooth surface and
isolated from the root (for technical details, see Garcia-
Campos et al., 2018).

2.2. Measuring dental tissue components in 3D

On the virtually isolated crowns, the following variables
were quantified following Olejniczak et al. (2008a): volume
of the enamel cap (Ve, in mm?3); volume of the coronal den-
tine including the coronal pulp (Vqp, in mm?); surface area
of the enamel-dentine junction (Sgpj, in mm?). These values
were subsequently used to compute the 3D average enamel
thickness index (3DAET =V,/Sgpj, in mm); the 3D relative
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enamel thickness index (3DRET = 3DAET/ } /Vcdp) x 100,

scale free), the coronal volume (Ve =Ve + Vqp, in mm?3), and
the percentage of coronal volume that is dentine and pulp
(Vedp/Ve =Vcdp/Ve x 100). Following Skinner et al. (2008a,
b), we also assessed the outer surface of the enamel cap
(Sog, in mm?) used to compute the relative outer enamel
complexity ratio (OES/ED]S, free scale). Finally, the volume
of the root dentine including the pulp (V;, in mm?3) was
assessed.

2.3. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the SPSS soft-
ware (v. 18.0, SPSS Science, Inc.). Several statistical tests
were employed to examine inter-taxon differences in tis-
sue measurements, between the upper and lower canines,
and by wear stages. In order to compare the crown vari-
ables, only slightly worn teeth (wear stages 1-3) were
considered. Likewise, only the teeth bearing a complete
root were used for root volume comparisons. Statistical
tests were only applied when groups were represented
by samples consisting of at least three cases. The nor-
mal distribution was assessed using the Shapiro-Wilk
Test (when sample size was smaller than 50) and the
Kolmogorov-Smirnov one-sample test with Lilliefors cor-
rection (when sample size was greater than 50). When
normality could be assumed, we applied a Student’s t-test;
otherwise, we used the non-parametric Mann-Whitney U-
test. Means were determined to be significantly different
at the «=0.05 level.

2.4. Inter- and intra-observer errors

In order to estimate the intra- and inter-observer
error, a sub-sample of seven teeth was analysed by two
researchers (C.G.C. and M.M.M.). Each tooth was mea-
sured three times by both observers, who independently
orientated, segmented, and isolated each specimen, and
assessed each variable and index following the methods
described above. The degree of error was estimated by
calculating the inter- and intra-observer mean differences
for each crown component measurement. The average
intra-observer error was 1.59% (0.69-2.48%), whereas the
average inter-observer error was 2.43% (1.72-3.15%). All
values are within the accepted range.

3. Results

For each population examined in this study, the results
of the 3D tooth tissue measurements (both absolute values
and associated indices) are shown in Tables 2 and 3 and
in Figs. 1 to 4. The results of the statistical analyses are
provided in Tables 4 and 5.

3.1. Canine size variation

The canines of Krapina display the largest crown vol-
ume (V) values, whereas those of recent modern humans
exhibit the lowest ones (Tables 2 and 3). Among the remain-
der groups, a marked reduction in V. is noticeable in SH,
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Table 2

Descriptive statistics for the measurements and indices associated with the slightly worn (1-3 wear stage following Molnar, 1971) upper canines in the
study sample.

Tableau 2

Statistiques descriptives des mesures et des indices associés avec les canines supérieures légérement usées (stades d’'usure 1-3 d’aprés Molnar, 1971).

Taxonomic assignation Population/Site Ve Vi Ve Vedp Skpy Sok Tspae Tspre  Vedp/Ve  Soe/Sepy

H. antecessor Gran Dolina N 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Mean 363.33 84895 154.65 208.69 178.09 251.39 0.89 1501 57.35 143
SD 11.09 - 15.15 2624 2594 10.48 022 424 5.47 0.15
SwW - - - - - - - - -

H. sp. Sima de los Huesos N 9 14 9 9 9 9 9 9 9 9
Mean 327.28 679.83 146.12 180.75 166.39 226.64 0.88 15.68 55.10 1.36
SD 35.34 119.73 14.25 23.62 16.41 17.52 0.05 1.19 2.08 0.08
SW 0.76 0.03* 0.63 0.25 0.33 0.77 091 036 0.08 0.00*

H. neanderthalensis Krapina N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Mean 403.59 800.28 169.93 233.66 188.56 260.91 0.9 14.65 57.83 1.39
SD 60.63 132.06 23.23 3794  20.27 26.23 0.04 0.69 1.16 0.03

SW 0.01* 0.55 0.03* 0.00* 0.00* 0.00* 022 026 0.08 0.12

H. sapiens Recent modern human N 56 58 56 56 56 56 56 56 56 56
sample of present
study
Mean 256.52 363.59 119.72 136.81 12933 189.90 0.92 18.10 53.31 1.47
SD 5721 9246 2993 3205 2024 2894 015 3.15 466 0.08
SW 0.12 0.1 0.11 0.11 0.11 0.13 0.15 0.08 0.08 0.13

SD: standard deviation. SW: Shapiro Wilks test of normality (p-value). KS: Kolmogorov-Smirnov test of normality significance (p-value). Distributions were
tested to be normal at the o =0.05 level (*).

SD : écart-type. SW : Test de normalité de Shapiro Wilks (p-value). KS : test de Kolmogorov-Smirnov de signification de la normalité (p-value). Il a été
déterminé que les distributions sont normales au niveau «=0,05 (*).

Table 3

Descriptive statistics for the measurements and indices associated with the slightly worn (1-3 wear stage following Molnar, 1971) lower canines in the
study sample.

Tableau 3

Statistiques descriptives des mesures et des indices associés des canines inférieures 1égérement usées (stades d’'usure 1-3 d’aprés Molnar, 1971).

Taxonomic assignation Population/Site Ve Ve Ve Vedp Sep) SoE T3pAE Tspre  Vedp/Ve  Sok/Sepy
H. antecessor Gran Dolina N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Mean 299.02 746.51 115.54 183.48 162.83 22086 0.71 1249 61.36 1.36
SD - - - - - - - - - -
SW - - - - - - - - - -
H. sp. Sima de los Huesos N 12 11 12 12 12 12 12 12 12 12
Mean 244.57 537.47 107.15 137.42 14046 18991 0.76 14.88 56.11 135
SD 3435 14394 1448 2185 1691 2169 0.06 1.5 24 0.03
SW 0.87 0.03* 0.54 0.17 0.14 0.56 0.57 0.6 0.36 0.85
H. neanderthalensis Krapina N 4 2 4 4 4 4 4 4 4 4
Mean 35343 79435 139.77 213.66 179.38 24292 0.78 13.06 60.38 1.36
SD 5821 26.86 2135 37.72 2216 2635 0.04 0.65 1.39 0.04
SW 0.34 0.58 0.66 0.42 0.64 0.89 0.13 0.38 0.98
H. sapiens Recent modern human N 54 67 54 54 54 54 54 54 54 54
sample of present
study
Mean 209.25 327.11 9583 11341 119.62 17143 0.8 16.72  54.17 1.44
SD 40.89 79.74 21.02 2441 16.64 2258 0.14 3.03 4.69 0.082
KS 0.08 0.08 0.1 0.07 0.11 0.06 0.08 0.08 0.08 0.11

SD: standard deviation. SW: Shapiro-Wilks test of normality (p-value). KS: Kolmogorov-Smirnov test of normality significance (p-value). Distributions were
tested to be normal at the o =0.05 level (*).

SD : écart-type. SW : Test de normalité de Shapiro-Wilks (p-value). KS : test de Kolmogorov-Smirnov de la signification de la normalité (p-value). Il a été
déterminé que les distributions sont normales au niveau «=0,05 (*).

whose values clearly overlap the extant human range of
variation. In fact, the differences between SH and RMH
for the upper canines are not significant (p-value=0.357),
while for the lower canines SH shows significantly larger
crown dimensions (p-value =0.006) (Table 4). The V. val-
ues of the canines of the early Pleistocene sample of Gran
Dolina TD6 fall mid-way between the middle Pleistocene
sample of Atapuerca-SH (with smaller crowns) and Krapina
(with larger crowns), near Krapina’s lower range.

For the root volume (V;), a marked size reduction com-
pared to the European early and middle Pleistocene groups
is noticeable in recent humans (Tables 2 and 3). Both maxil-
lary and mandibular canine roots are large in H. antecessor
and overlap the SH and Krapina ranges. In spite of such
similarity, SH root dimensions fall mid-way between the
Neanderthal (larger values) and the recent modern human
(lower values) estimates and are significantly different to
both (p-values<0.05), even if it is closer to the former
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(Table 4). In some specific cases, the SH root volumes
overtake the Krapina's variation range (spec. AT-591 and
AT-145).

With the exception of the Neanderthal sample, in all
groups examined in this study, the V. values of the maxil-
lary canines are significantly larger than those measured
in the mandibular ones, and the same is true for the V;
(Table 5).

3.2. Dental tissue proportions

The marked canine size variation is also reflected in the
absolute tissue dimensions (Table 4 and Figs. 1 and 2).
Here again, the enamel volume (V.) and the coronal
dentine-pulp complex volume (V.qp,) values of RMH are
smaller, partially due to the smaller of the canine crown
size, whereas H. neanderthalensis have larger magnitudes
of both dental tissues (Table 4). With the exception of
the lower canine Ve, both variables (Ve and Vcdp) differ
significantly between the SH and Krapina samples (p-
values < 0.05), exhibiting the first population’s lower values
(Table 4). Conversely, in SH, the V. values of the maxil-
lary canine approach those of the extant human estimates.
Once again, H. antecessor’s Ve and Vg, values are interme-
diate between SH (lower volumes) and H. neanderthalensis
(greater dimensions) in both tissues, but overlap with the
variation range expressed by both samples (Figs. 1 and 2).
The outer enamel surface (OES) and the enamel-dentine
junction surface (ED]JS) areas show distribution patterns
comparable to those described for Ve and Vg, respectively
(Table 4).

When the interpopulation differences are considered
for each index (3DAET, 3DRET, Vqp/V. and OES/ED]S),
we observe that, although RMH canines have absolutely
smaller enamel cap volumes, their relative thickness
(3DRET) is significantly greater than measured in the other
samples (p-values <0.05) (Table 4 and Figs. 1 and 2). Like-
wise, the fossil Homo samples have smaller OES/ED]JS values
than those measured in extant humans. Lastly, the canines
from TD6, SH and Krapina display a higher percentage of
crown volume that is a dentine-pulp complex (Veqp/Ve),
whereas this index is lower in the extant human sample
(Figs. 1 and 2).

The differences in upper and lower canine dimensions
are also reflected in their tissue components (Ve and Vqp),
being absolutely larger in the upper canines. The same is
true for EDJS and OES. Contrary to the remainder, in the
Neanderthal sample, the mean values of the absolute mea-
surements assessed on the upper and lower canines are not
significantly different, except for the values of V. (Table 5).
On the other hand, the average and relative enamel thick-
ness (3DAET, 3DRET) is higher in the upper canines. SH
is the only population in which the 3DRET is similar in
both canines. Differently from the enamel, in all groups
the V¢qp/Ve values are higher in the mandibular canines,
even if the differences are not significant, except in the
case of H. neanderthalensis (p-value =0.011). The OES/ED]S
values are similar in the upper and lower teeth of the SH
and Krapina samples. However, this index is greater in the
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H. antecessor and modern human upper canines, but statis-
tically different only in the latter group.

3.3. Enamel thickness distribution

The colour maps shown in Figs. 3 and 4 reflect patterns
of enamel distribution, in which the thickest enamel is
represented in red and the thinnest in blue. These maps
support the 3DAET and 3DRET results noted. Overall, in
both maxillary and mandibular canines of all population
examined, the enamel cap is thicker on the buccal aspect,
especially on the cuspal half of the crown; conversely in
the cervical portion is relatively and absolutely thinner.
However, whereas in the upper canines the thicker enamel
is homogeneously spread out (involving both distal and
mesial marginal ridges), in the lower ones the thickest val-
ues are more distally placed. In the H. antecessor, SH and
Krapina mandibular canines, the enamel cap is thicker on
the distal than on the mesial crown aspect, and is espe-
cially thick at the level of the distal marginal ridge. Among
the fossil samples, Krapina shows the lowest thickness val-
ues. However, although the RMH lower canines also exhibit
thicker enamel on the distal aspect, thickened enamel is
found in the rest of the incisal half of the buccal surface, till
the marginal ridge. Likewise, although the enamel thick-
ness patterns of upper canines (Fig. 3) seem to be common
in all groups, in RMH the greater thickness spreads to the
half of the crown.

3.4. The impact of dental wear

The descriptive statistics of the indices obtained from
the measures performed on the subset of more exten-
sively worn teeth (degrees 4 to 6; Molnar, 1971) are shown
in the Appendices, Tables B.1 and B.2. As expected from
the enamel thickness distribution maps (Figs. 3 and 4),
occlusal wear affects the dental tissue proportions and a
greater variation is observed as wear increases. As it was
predictable, in all samples the enamel thickness (3DAET,
3DRET) values are lower in the more extensively worn
crowns. In general, the percentage of variation of the
indices is greater in the upper canines. On the other hand,
the Viqp/Vc values are larger in more worn teeth, mainly
due to enamel volume reduction. Each species represented
in this study is affected by wear in a different way, so their
indices neither increase nor decrease in the same way.

4. Discussion

At present, the phylogenetic meaning of dental enamel
and dentine proportions is still unclear; furthermore, how
it interacts with the different functional demands or devel-
opmental restrictions is not fully understood. However,
the study of these traits could represent an important
source of information, since dental tissue patterns have
been linked to changes in dental size (Kupczik and Hublin,
2010; Lieberman, 2011), EDJ surface morphology (Smith
et al., 2005), enamel secretions rates (Grine, 2005; Grine
and Martin, 1988), dental formation time variation (Smith
et al,, 2005), or even to changes in physiological signals
(Goldberg et al., 2011; Plavcan, 2012; Smith et al., 2012).
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Fig. 1. Standard box and whisker plot of the upper canine tissue proportions (wear stages 1-3). Groups are arranged in chronological order: Homo antecessor
(HA), Sima de los Huesos (SH), Krapina (NEA), and recent modern human (RMH). (A) Absolute enamel and dentine volume and surface dimensions: Ve
(blue), Vqp (green), EDJS (brown), OES (violet). (B) Relative enamel thickness (3DRET) comparison. (C) Percentage of coronal volume that is dentine and
pulp (Veap/Ve) comparison. This graph represents the interquartile range (25%-75% percentiles: boxes), 1.5 interquartile ranges (whiskers) and the median
values (black line). Outliers are signified with circles and asterisks.

Fig. 1. Diagrammes en boite des proportions des tissus dentaires des canines supérieures (stades d’'usure 1-3). Les groupes sont organisés par ordre
chronologique : Homo antecessor (HA), Sima de los Huesos (SH), Krapina (NEA) et humains modernes récents (RMH). (A) Dimensions des volumes et
surfaces absolus d’émail et de dentine : V. (bleu), Vq, (vert), Sep; (marron), Soe (violet). (B) Comparaisons relatives de I'épaisseur de I'émail (Tspgg). (C)
Comparaisons du pourcentage du volume de la couronne, incluant dentine et pulpe (Vcqp/Vc). Ce graphique montre les écarts interquartiles (percentiles
a 25-75 : boites), les écarts interquartiles a 1,5 (moustaches) et la valeur médiane (ligne noire). Les valeurs aberrantes sont indiquées par des cercles et
astérisques.
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Fig. 2. Standard box and whisker plot of the lower canine tissue proportions. Groups are arranged in chronological order: Homo antecessor (HA), Sima de
los Huesos (SH), Krapina (NEA), and recent modern human (RMH). (A) Absolute enamel and dentine volume and surface dimensions: Ve (blue), Vqp (green),
EDJS (brown), and OES (violet). (B) Relative enamel thickness (3DRET) comparison. (C) Percentage of coronal volume that is dentine and pulp (Vcgp/Vc)
comparison. This graph represents the interquartile range (25" -75t™" percentiles: boxes), 1.5 interquartile ranges (whiskers), and the median values (black
line). Outliers are signified with circles and asterisks.

Fig. 2. Diagrammes en boite des proportions des tissus dentaires des canines inférieures (stades d’usure 1-3). Les groupes sont organisés par ordre
chronologique : Homo antecessor (HA), Sima de los Huesos (SH), Krapina (NEA) et humains modernes récents (RMH). (A) dimensions des volumes et
surfaces absolus d’émail et de dentine : V. (bleu), Vqp (vert), Sgpy (marron), and Sog (violet). (B) Comparaisons relatives de I'épaisseur de I'émail (T3pge ). (C)
Comparaisons du pourcentage de volume de la couronne, incluant dentine et pulpe (V.4p/Vc). Ce graphique montre les écarts interquartiles (percentiles a
25-75 : boites), les écarts interquartiles a 1,5 (moustaches) et la valeur médiane (ligne noire). Les valeurs aberrantes sont indiquées par des cercles et des
astérisques.
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Fig. 3. 3D enamel thickness distribution maps of upper canines (wear stages 1-3). This figure represents the 3D maps obtained through the computing
of the distance between two triangulated surfaces (EDJS and OES) in which, for each vertex of one surface, it is computed the closest point on the other
surface. The results are visualized using spectral colours, where the largest distance (thickest enamel) is represented in red and the shortest (thinner
enamel) enamel in blue. Colour scale: 0-1.34 mm. The subsample represented comprises: H. antecessor, ATD6-13 (1); Sima de los Huesos, AT-2151 (2);
Krapina, D102 (3); recent modern human, UCM3 (4). All the teeth represented are left canines; right canines have been mirrored. Views: buccal (B), distal
(D), lingual (L) and mesial (M).

Fig. 3. Cartographies 3D de distribution de I'épaisseur de I'émail des canines supérieures (stades d’usure 1-3). Cette figure représente les cartographies 3D
obtenues par le calcul de la distance entre deux surfaces triangulées (Sgp; et Sog ). La distance entre chacun des vertex les plus proches des deux surfaces est
alors calculée. Les résultats sont visualisés en utilisant des couleurs spectrales, ot la plus grande distance (I'émail le plus épais) est représentée en rouge et
celle la plus courte (émail plus fin) en bleu. Echelle de couleur : 0-1,34 mm. Le sous-échantillon représenté comprend : H. antecessor, ATD6-13 (1) ; Sima
de los Huesos, AT-2151 (2) ; Krapina, D102 (3) ; un humain moderne récent, UCM3 (4). Toutes les dents représentées sont des canines gauches ; les canines
droites sont représentées par leur image miroir. Vues : buccale (B), distale (D), linguale (L) et mésiale (M).

By means of this comparative study, we have assessed
the three-dimensional tissue proportions of the early and
middle Pleistocene populations of Atapuerca, and we have
compared them with those observed in Neanderthals and
recent modern humans. Through this study, we intend to
contribute to the knowledge of the evolutionary trends and
taxonomically distinct patterns of early European hominin
dental tissues, which is a crucial step for understanding

the appearance of the typically Neanderthal derived traits
during the middle Pleistocene.

4.1. Size variation and dental tissue proportions of
Neanderthal canines

In contrast to the posterior dentition, latter Homo
species anterior tooth crowns and roots have been
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Fig. 4. 3D enamel thickness distribution maps of lower canines (wear stages 1-3). This figure represents the 3D maps obtained through the computing of
the distance between two triangulated surfaces (EDJS and OES) in which, for each vertex of one surface, it is computed the closest point on the other surface.
The results are visualized using spectral colours, where the largest distance (thickest enamel) is represented in red and the shortest (thinner enamel) enamel
in blue. Colour scale: 0-1.34 mm. The subsample represented comprises: H. antecessor, ATD6-1 (1); Sima de los Huesos, AT-2783 (2); Krapina, D121 (3);
recent modern human, UCM51 (4). All the teeth represented are right canines; left canines have been mirrored. Views: buccal (B), distal (D), lingual (L) and
mesial (M).

Fig. 4. Cartographies 3D de distribution de I'épaisseur de I'émail des canines inférieures (stades d’'usure 1-3). Cette figure représente les cartographies 3D
obtenues par le calcul de la distance entre deux surfaces triangulées (Sgp; et Sog). La distance entre chaque vertex les plus proches des deux surfaces est
alors calculée. Les résultats sont visualisés en utilisant des couleurs spectrales, ot la plus grande distance (I'émail le plus épais) est représentée en rouge,
et celle la plus courte (émail plus fin) en bleu. Echelle de couleur : 0-1,34 mm. Le sous-échantillon représenté comprend : H. antecessor, ATD6-13 (1) ; Sima
de los Huesos, AT-2151 (2) ; Krapina, D102 (3) ; un humain moderne récent, UCM3 (4). Toutes les dents représentées sont des canines droites ; les canines
gauches sont représentées par leur image miroir. Vues : buccale (B), distale (D), linguale (L) et mésiale (M).

described as increasing in size in comparison with previous
hominin taxa, being this increment more pronounced in
Neanderthals, who even exceed the dimensions of H. sapi-
ens (Buti et al.,, 2017; Wolpoff, 1999). The Neanderthal
incisors are known to be especially large relative to the
rest of dentition (Wolpoff, 1979). Our results show that
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Neanderthal canine crowns were also larger than those of
H.sapiens, which agrees with Butietal.(2017). Thisincrease
in size is especially pronounced in the lower canines, which
reach similar dimensions to those of the upper canines, a
characteristic which is not observed in any other among
the species included in this study (Table 5). Neanderthal
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Table 4

Inter-specific mean comparison analysis (p-value) of the dental tissue components between the slightly worn canines of Sima de los Huesos (SH), Krapina
(NEA), and recent modern humans (RMH).

Tableau 4

Analyse interspécifique de comparaison des moyennes (p-value) des composants des tissus dentaires entre les canines supérieures et inférieures légérement
usées de Sima de los Huesos (SH), Krapina (HN) et humains modernes récents (RMH). Le t-test de Student a été employé lorsque les variables étaient
normalement distribuées.

Comparison Ve Ve Ve Veap EDJS OES 3DAET  3DRET  V.p/Ve  OES/EDJS
Upper canines  SH/NEA 0.000*  0.021*  0.000*  0.000*  0.001*  0.000*  0.002* 0.689 0.936 0.153
SH/RMH 0.357 0.000*  0.165 0.006*  0.009* 0.641 0.000*  0.000*  0.000°  0.000*
NEA/RMH 0.000*  0.000°  0.002°  0.000*  0.00°  0.000°  0001° 0.000°  0.00°  0.000*
Lower canines  SH/NEA 0.006* - 0.054 0.003*  0.007*  0.005*  0.669 0.055 0.441 0.752
SH/RMH 0.000*  0.000°  0.023* 0.000*  0.000*  0.005*  0.154 0.000*  0.000*  0.000*
NEA/RMH 0.000* - 0.000* 0.000*  0.000*  0.000*  0.710 0.000*  0.000* 0.000*

The Student t-test was employed when the variables were normally distributed. In the remaining cases, the Mann-Whitney U test was applied (in bold).
Means were determined to be significantly different at the «=0.05 level (*).

Dans les autres cas, le test U de Mann-Whitney (en gras) a été appliqué. Il a été déterminé que les moyennes étaient significativement différentes au niveau
a=0,05(*).

Table 5

Intra-specific mean comparison analysis (p-value) of the dental tissue components and between lower and upper slightly worn canines of Sima de los
Huesos (SH), Krapina (NEA), and recent modern humans (RMH).

Tableau 5

Analyse intraspécifique de comparaison des moyennes (p-value) des composants des tissus dentaires entre les canines supérieures et inférieures de Sima
de los Huesos (SH), de Krapina (HN) et des humains modernes récents (RMH). Le t-test de Student a été employé lorsque les variables étaient normalement
distribuées.

Ve Vi Ve Veap EDJS OES 3DAET 3DRET Veap/Ve OES/EDJS
SH 0.000* 0.011* 0.000* 0.001* 0.003* 0.001* 0.000* 0.302 0.355 0.094
NEA 0.670 0.954 0.033* 0.670 0.670 0.670 0.002* 0.006* 0.011* 0.236
RMH 0.000* 0.034* 0.000* 0.000* 0.054 0.002* 0.000* 0.014" 0.452 0.009*

The Student t-test was employed when the variables were normally distributed. In the remaining cases, the Mann-Whitney U test was applied (in bold).
Means were determined to be significantly different at the o =0.05 level (*).

Dans les autres cas, le test U de Mann-Whitney (en gras) a été appliqué. Il a été déterminé que les moyennes étaient significativement différentes au niveau
a=0,05 ().

and recent modern human anterior teeth also differ for is reflected in a less intense red colour. It also can be
their root size. Le Cabec et al. (2013) observed that Nean- observed that in modern humans the areas with greater
derthals have larger anterior roots dimensions than recent enamel thickness values are more widely spread through
modern humans, which is supported by our results. These the buccal surface of the crown, especially in lower
authors also noted that the anterior roots of the early and canines.
middle Pleistocene specimens were at least as large as Therefore, these results support the first hypothesis and
in Neanderthals, thus concluding that Neanderthal root show that, together with a number of characteristic mor-
dimensions could result from the retention of an ancestral phological features (Gémez-Robles, 2010; Gémez-Robles
condition. et al., 2012; Kupczik and Hublin, 2010; Martinén-Torres
Despite the shortage of comparative data of anterior etal,, 2012, 2014; Martinez de Pinillos et al., 2014), crown
teeth tissue proportions currently limits the possibility of androotsize, as well as dental tissue proportions, represent
assessing evolutionary patterns in a reliable way, the avail- useful indicators to discriminate between the Neanderthal
able evidence suggests that the changes in canine crown and H. sapiens lineages.
size of Neanderthals can be preferentially attributed to In an evolutionary perspective, a point of major interest
shifts in the volume of the dentine-pulp complex, whereas concerns the assessment of the time when such tooth
enamel volume represents a minor role (Buti et al., 2017). structural differences between the two lineages emerged.
Our results support this statement. Although it has been With this respect, Buti et al. (2017) assessed dental tissue
observed that H. neanderthalensis canines have a signif- proportions of early modern human (EMH), Upper Palae-
icantly larger enamel volume (V.) than H. sapiens, the olithic modern human (UPMH) and recent modern human
increment in their dentine-pulp complex (Veap, Veap/Ve) is (RMH) canine teeth and separately compared them with
even greater, which, together with larger and more com- those of Neanderthals. In contrast to later H. sapiens pop-
plex EDJ surfaces (ED]JS, OES/ED]S), results into relatively ulations, they observed that EMH canines are within the
lower enamel thickness (3DRET) values. Such differences range of variation of Neanderthals for all crown tissue com-
are also expressed in the patterns of enamel distribution ponents (Ve, Vcqp, EDJS). Similar results were obtained by
showed in Figs. 3 and 4. The tooth canine assemblage Smith et al. (2012) in a study on 2D dental tissue measure-
from Krapina shows lower enamel thickness values than ments variation within the genus Homo, where it has been
measured in our recent modern human sample, which concluded that differences across the dentition are less
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pronounced between Neanderthals and fossil H. sapiens
than between Neanderthals and recent H. sapiens. The same
conclusion was reached by Le Cabec et al. (2013) about root
dimensions. As a whole, these results provide evidence that
the anterior teeth tissue proportions and root size typical
of extant populations appeared late in time. Specifically,
this suggests that enamel thickness in modern humans
may not be the result of a plesiomorphic trait retention.
However, whereas it has been suggested that large root
can be considered a primitive condition (Le Cabec et al.,
2012, 2013), the question of when the overall thinly enam-
eled pattern emerged in the Neanderthal lineage is still
unresolved.

4.2. Similarities and differences in dental tissue patterns
of Atapuerca samples and H. neanderthalensis canine
teeth

The dentition of the middle Pleistocene population
of Sima de los Huesos presents most of the morpho-
logical traits usually considered characteristic of the
Neanderthals (Martinén-Torres et al.,, 2012), displaying
an expression of ‘mass additive’ features in their ante-
rior dentition (Irish, 1998; Martinén-Torres et al., 2012).
The derived conformation of SH teeth contrasts with that
of other penecontemporaneous populations such as that
of Arago (Bermudez de Castro et al.,, 2018), even over-
taking some classic Neanderthals like those of Krapina,
Hortus and Le Moustier (Gomez-Robles, 2010; Gémez-
Robles et al., 2007, 2008, 2011). Regarding the tooth size
variation, the metric features of the Atapuerca-SH dental
remains correspond to the evolutionary pattern char-
acterizing the middle Pleistocene populations. Although
SH canine and incisor sizes are large in relation with
molar size, showing an expansion in their anterior teeth,
their dentition is characterized by their small dimensions
(Bermudez de Castro, 1986). The results from this study
reassert the reduced crown volume of their canines in
comparison to those of Neanderthals, reaching a sim-
ilar size to that of modern humans. This reduction is
less marked in their roots, which, despite having vol-
umes statistically smaller than those of Neanderthals,
clearly falls into their range of variation, showing, per-
haps, its more conservative nature. However, in spite
of their size, SH canine crowns comprise similar per-
centages of dentine (upper canines: 55.10 +2.08%; lower
canines: 56.11+2.40%) than those of Neanderthal pop-
ulations (upper canines: 57.83+1.16%; lower canines:
60.38 +1.39%), as well as similar EDJ surface complex-
ity (OES/ED]JS values). As a result, the 3DRET of their
upper and lower canines falls into the variation range of
H. neanderthalensis, being statistically similar. Likewise, the
enamel thickness coloured maps (Figs. 3 and 4) show that
SH and Krapina populations share the general pattern of
enamel thickness distribution, both in the upper and lower
canines.

On the other hand, H. antecessor is defined by a unique
mosaic of: primitive traits, shared with early Homo species,
and derived features, some of them present in modern
humans and others shared with Neanderthals and SH
(Bermudez de Castro et al., 1999a, 2015; Martinén-Torres
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et al, 2012). Despite the fact that most of the dental
traits of the Atapuerca early Pleistocene homonins are
primitive, which align them with H. ergaster, H. erectus
and some African early and middle Pleistocene specimens
(Bermudez de Castro et al., 2015), the permanent lower
and upper canines of H. antecessor are morphologically
derived with regard to the Homo clade (Martin6n-Torres
et al.,, 2008). Moreover, H. antecessor shares with European
middle Pleistocene groups the expansion of the anterior
teeth, particularly in the upper canines, which are near
to the maximum range recorded for the genus Homo
(Bermudez de Castro et al., 1999a). Our results corroborate
the large canine crown and root volumes of Gran Dolina
population, being encompassed into the range of Nean-
derthals (near the minimum in the case of the crowns)
but greater than SH teeth. Their absolute dental tissue
measurement values (Ve, Vcqp, EDJS and OES) are also
intermediate between those of H. neanderthalensis and SH
hominins, but similar to both (Figs. 1 and 2). As a result,
H. antecessor shares with these species the dental tissue
proportions of its permanent canines (Tables 2 and 3).
Likewise, their pattern of enamel thickness distribution
shown in the colour maps (Figs. 3 and 4) is closer to
that of H. neanderthalensis, although not as much to that
of SH.

Canine dental tissue proportions results showed above
support the second hypothesis. The noticeable similarities
between SH and Krapina dental tissue proportions indi-
cate that thinly enamelled pattern cannot be considered
as an autapomorphic Neanderthal trait but a homolo-
gous trait shared with at least the middle Pleistocene
hominins from Atapuerca. On the contrary, our results
appear to reject the third hypothesis, since Gran Dolina
canines seem to exhibit thinly enamelled pattern, a fea-
ture that is shared with SH hominins and Neanderthals
anterior dentition. This would moves backwards the timing
for the appearance of the thinner enamel derived feature
to around 800 kyr ago, suggesting that the relatively thin
enamel might be a primitive trait in Neanderthals. How-
ever, the scarce H. antecessor sample size forces us to take
these results with caution, and wait for new studies on
the rest of their dentition to be published. On the other
hand, these results seem to support the existence to cer-
tain similarity between the Atapuerca populations and the
African H. erectus/ergaster, distinguishing them from the
thickly-enamelled Asiatic H. erectus (Smith et al., 2012;
Zanolli, 2014). Once again, future studies about posterior
dentition tissue patterns will be those which solve this
issue.

Lastly, the large size of the canine roots of both H. ante-
cessor and SH population supports the primitive polarity
of this trait, highlighting that big root dimensions seems
to be associated in some way with the large dentine-pulp
complex percentages in their crowns.

4.3. The influence of the dental wear on taxonomic
studies on dental tissue proportions

Our study shows that wear affects the taxonomi-
cal comparison of enamel and dentine dimensions (in
agreement with Buti et al., 2017), supporting the last
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hypothesis proposed in this study. The enamel thickness
coloured maps show that in all species examined enamel
is thicker in the incisal area of the buccal view. Therefore,
the more pronounced the wear is, the less noticeable are
the inter-specific differences. Additionally, the patterns
of enamel thickness distribution change within species
so they are affected in a different manner by this erosive
process, making it difficult compare them. So although
in many cases there is no other option than to compare
teeth with similar stages of wear, due to the lack of slightly
worn teeth samples, the conclusions obtained from this
comparison should be taken with caution.

4.4. Broader implications of the dental tissue proportion
variation

Many hypotheses have been proposed to explain the
adaptive significance of dental tissue variation. Some
authors have interpreted the variation of molar enamel and
dentine amounts as a response to changes in functional
demands, associated with the increase of the resistance
as a result of the consumption of more abrasive foods
(Lucas et al., 2008). However, there do not appear to be
clear differences in the relative enamel thickness thresh-
olds between hard- and soft-object feeders, which suggests
that dietary inferences based on enamel thickness are
not necessarily accurate (Dumont, 1995; Smith et al.,
2012). Moreover, these inferences may be complicated
by non-masticatory behaviours (Constantino et al., 2011;
Hall and Schaller, 1964; Martin et al.,, 2003). On the
other hand, the attrition of the thinly enamelled Nean-
derthal anterior teeth has been often compared with
that of current groups such as the Inuit and Australian
Aborigines (Hinton, 1981; Molnar, 1971), who show the
highest rates of attrition within modern human popula-
tions. Other authors have proposed that the amount of
enamel is the result of both the enamel secretion rates
and the formation times of teeth (Grine and Martin, 1988).
Nevertheless, once again, Neanderthal molars, as well as
canines, seem to have secretion rates and crown forma-
tion times that do not significantly differ from those of
modern human (Dean, 2009; Dean et al., 2001). However,
these authors might on the right track since a combina-
tion of similar secretion rates and formation times with
larger ED]J surfaces areas might be behind the decrease in
enamel thickness in Neanderthal teeth. In this framework,
relative enamel thickness variation may be, therefore,
interpreted primarily as a consequence of changes in
the coronal amount of dentine more than in the enamel
cap.

Following this reasoning, it is important to notice that
the degree of variation of molars dentine usually appears
correlated with changes in root dimensions and craniofa-
cial morphology (Kupczik and Hublin, 2010; Lieberman,
2011).Likewise, some studies have linked the large anterior
dentition of Neanderthals with the increase of their cranio-
facial skeleton (Anton, 1990; Hublin, 1998; Trinkaus, 1987).
This association may suggest similarities in dentine and
bone tissue response to different physiological changes,
possibly as a result of a common ontogenetic development
and similar organic composition, which differentiates them

from the enamel component (Plavcan, 2012; Smith et al.,
2012). The Growth Hormone (GH)/Insulin-like growth fac-
tor I (IGF-I) axis might to be behind both tissues regulation.
This hormonal axis is a major regulator of postnatal growth
and development (Giustina and Veldhuis, 1998), which has
a strong influence on the metabolism of bone and oral tis-
sues (Slootweg, 1993). GH directly acts on the osteoblast
to stimulate bone formation (Nishiyama et al., 1996). Like-
wise, this hormone is able to induce the proliferation of
epithelial steam cells and Hertwig’s epithelial root sheath,
the preodontoblast differentiation and the dentine matrix
formation (Young et al., 1992).

According to the GH/IGF-I axis influence hypothesis,
the increase in the amount of dentine should appear asso-
ciated with larger cranial and postcranial robustness. SH
specimens share derived facial, dental, mandibular, and
glenoid features with Neanderthals, which overall lead to
a functional masticatory complex similar in both groups,
more robust to those from modern humans (Arsuaga et al.,
2014; Harvati et al.,, 2011). On the other hand, in a study
by Arsuaga et al. in 2015, in which SH postcranial mor-
phology was compared to that of other Homo species,
the authors concluded that SH may be included in ‘wide
Homo’ bauplan, showing wide and heavy bodies whose
parameters (stature and body mass) were largely main-
tained in European middle Pleistocene groups, including
Neanderthals (Arsuaga et al., 2015). Estimates of body
proportions in H. antecessor suggest that TD6 males pre-
sented similar stature and body mass to Sima de los Huesos
male individuals (Pablos et al., 2012, 2017), reflecting a
marked robustness, which contrasts with their face gracil-
ity (Bermidez de Castro et al., 2008; Rosas and Bermudez
de Castro, 1999). Therefore, although it could be very risky
to try to directly relate changes in the dentine-pulp com-
plex with shifts in bone robustness, all these evidences
seem to show the existence of parallel responses in den-
tine and bone tissues in the face of identical physiological
signals.

5. Conclusions

In conclusion, our results on the tissue proportions
of early and middle Pleistocene populations of Ata-
puerca seem to indicate an early enamel thickness
decrease in permanent canines. The thinly enamelled
pattern seems to be already observed 0.80-0.88 Ma ago
in H. antecessor, as well as in later populations such
as Sima de los Huesos and Neanderthal individuals,
maybe as a result of the relatively dentine-pulp com-
plex expansion and the increase in the complexity of
the ED] surface of these populations. A greater role of
the coronal dentine component seems to be accompa-
nied by larger roots, and might be related with more
bone robustness. Future studies of tissue proportion of
anterior dentition of early Homo species could help to
increase the comparative sample and to gain a better
understanding of dental histological trends and polarity.
Particularly, it would be interesting to explore the den-
tal tissue proportions of the canine teeth belonging to
the different H. ergaster and H. erectus populations. Like-
wise, new data about tissue proportion of the posterior
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teeth belonging to Sima de los Huesos and Gran Dolina
individuals could help to increase the amount of informa-
tion available on the taxonomical distinctive patterns of
these populations.
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Appendix A. Supplementary description of the sample
A.1 Gran Dolina site: lithostratigraphic and geochronological context

The Gran Dolina cave (TD) is part of the karst system of the Sierra de Atapuerca
(Burgos, Spain). This large cavity about 27 m deep and with a maximum width of 17m
(Bermudez de Castro et al.,, 2003) was cut by the construction of a railway trench,
resulting in the exposure of its stratigraphic section. Gil et al. (1987) divided this section
from bottom to top into 11 levels: TDI1 to TD11. In 1993, an archaeological survey pit
of 6 m> was excavated, reaching level 6 (TD6) in 1994 (Bermudez de Castro et al.,
1999b). This level has been divided into three sublevels: TD6-1, TD6-2, and TD6-3
(Bermudez de Castro et al., 1999b; Campaiia et al., 2017). At least 160 human fossils, as
well as more than 300 artefacts and several thousand micro- and macromammal fossil
remains were found in sublevel TD6-2 (Carbonell et al., 1999; Cuenca-Bescoés et al.,
1999; Garcia and Arsuaga, 1999; van der Made, 1999). Parés and Pérez-Gonzalez
(1995) observed a polarity reversal between TD7 and TDS, interpreted as the
Matuyama/Brunhes boundary, meaning that levels TD8 to TD11 were deposited during
the Middle Pleistocene, whereas levels TD7 to TD1 were deposited during the Early
Pleistocene (Parés and Pérez-Gonzdlez, 1995, 1999). These results were supported by
further geochronological techniques applied to samples from TD7 and TD6 (Arnold et
al., 2014; Berger et al., 2008; Falgueres et al., 1999; Moreno et al., 2015). A recent
study undertook a series of TT-OSL suitability assessments on known-age samples from
TD6 (Arnold and Demuro, 2015). Using this method, they obtained a weighted average
age of 0.85 = 0.04 Ma for TD6-3. The last study published in which the results of the
first direct Electron Spin Resonance (ESR) dating of Homo antecessor were reported,
provided a final age estimate ranging from 624 to 949 ka, (Duval et al., 2018). In
summary, taking into account all this information we consider that the TD6 hominins

could be assigned to Marine Isotope Stage (MIS) 21.
A.2 Sima de los Huesos site: lithostratigraphic and geochronological context

To date, more than 6500 human fossils from at least 28 individuals have been recovered
from the Sima de los Huesos (SH) site located in the Cueva Mayor karst system
(Burgos, Spain) (Arsuaga et al., 1997, 2014; Bischoff et al., 1997). The hominin
remains from this site are represented in a single lithostatigraphic level (LU6) of the 12

levels that make up its sedimentary record (Arsuaga et al., 2014). U-series dating of a
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cave raft speleothem deposited directly on a hominin cranium (cranium 4) provided a
weighted age of 434 +36/-24 kyr for the SH hominins (Bischoff et al., 2003). The
presence of archaic forms of some carnivore species (Ursus deningeri and Panthera
leo cf. fossilis), as well as the microfauna (Clethrionomys acrorhiza), are in agreement
with these dates and would suggest that SH corresponds to MIS 15/16 (Arsuaga et al.,
2014; Cuenca-Bescos et al., 1997; Garcia and Arsuaga, 2011). The more recent data
refer to the post-infrared-stimulated luminescence (pIR-IR) dating of K-feldspars and
the thermally transferred optically stimulated luminescence (TT-OSL) dating of
individual quartz grains, which have provided a mean age of 433+15 kyr and 416+12
kyr, respectively (Arnold et al., 2014).

A.3 Krapina site: lithostratigraphic and geochronological context

The fully Neanderthal fossil collection from the Croatian site of Krapina comprises
more than 850 skeletal remains belonging to up to 70 individuals (Brace, 1979; Brace et
al., 1964; Radovci¢, 1988; Smith, 1976; Wolpoff, 1979), which makes their fossil record
widely recognized as the largest Neanderthal collection from any one site in the world.
This collection derives from a rock shelter in HuSnjakovo (northern Croatia), the
stratigraphic levels of which were well described by Gorjaniocic-Kramberger (1906).
ESR and U-Series dating suggested a date between 120—130 kyr for the site with the
entire stratigraphic sequence accumulating over a short 20 kyr time period or less (Rink
et al.,, 1995). Most of the hominid material derives from levels 3 and 4, which
correspond with the last interglacial and the early last glacial period, although some

specimens may have been deposited later (Malez, 1970).
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Table A.1. Krapina upper and lower permanent canines included in this study.
Tableau A.1. Canines permanentes supérieures et inférieures de Krapina incluses dans cette étude.

Specimen Tooth Root conservation Wear stage Buti et al. 2017
D120 43 Incomplete 1 Included
D121 43 Incomplete 1 Included
D102 23 Incomplete 1 Included
D103 23 Incomplete 1 Included
45,1 23 Incomplete 1 Not included
D75 43 Complete 2 Included
D119 43 Incomplete 3 Included
D37 23 Complete 3 Included
D76 13 Complete 3 Included
D141 13 Incomplete 3 Included
D36 13 Complete 4 Included
D147 23 Complete 4 Not included
D56 13 Complete 5 Included
D142 23 Incomplete 5 Not included
D145 43 Incomplete 5 Not included
D146 23 Complete 5 Not included
D138 33 Complete 6 Not included
D144 23 Incomplete 6 Included

Tooth type has been named following the World Dental Federation (FDI) system. Wear stages following
Molnar (1971). In this table the teeth included in Buti et al. (2017) study are also indicated.

Le type de dent a été établi suivant le systéme de la World Dental Federation (FDI). Stades d'usure selon
Molnar (1971). Dans ce tableau, les dents incluses dans 1'étude de Buti et al. (2017) sont également
indiquées.
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Table A.2. Modern human upper and lower permanent canines included in this study.
Tableau A.2. Les canines permanentes supérieures et inférieures des humains modernes inclus dans cette
étude.

Collection N Origin Females Males

Escuela de Medicina Legal

de Madrid 58 European 26 31
Pretoria Bone Collection 57 African 28 29
Sudanese collection 10 African 5 5

Total 125 59 66
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Appendix B. Supplementary data

Table B.1. Descriptive statistics of the indices obtained from the measurement assessed on the upper
canines with a wear stage greater than 3 (Molnar, 1971). SD: standard deviation. Var. (%): percentage of
variation between the means of each wear stage with regard to the slightly worn teeth [(wi-p1-3)/p1-3 x100);
i: wear stage].

Tableau B.1. Statistiques descriptives des indices obtenus a partir de la mesure évaluée sur les canines
supérieures avec un état d'usure supérieur a 3 (Molnar, 1971). SD: écart-type. Var. (%):pourcentage de
variation entre les moyennes de chaque stade d'usure par rapport aux dents légérement usées [(Wi-pL1-3)/p1-3
x100); i: stade d'usure].

Population/
Site Wear Stage 3DAET 3DRET Vedp/Ve OES/EDJS
SH 4 N 1 1 1 1
Mean (SD) 0.73 12.22 62.87 1.32
Var. (%) -17.05 -21.41 13.77 -2.94
Krapina 4 N 2 2 2 2
Mean (SD)  0.70 (0.04) 10.62(0.26) 66.27 (1.79)  1.29 (0.01)
Var. (%) -22.78 -27.51 14.59 -7.19
SH 5 N 2 2 2 2
Mean (SD)  0.80(0.00) 14.31(0.82) 62.02(2.30) 1.41(0.01)
Var. (%) -9.09 -1.97 12.23 3.68
Krapina 5 N 3 3 3 3
Mean (SD)  0.76 (0.82) 12.82(1.21) 63.15(2.09) 1.35(0.02)
Var. (%) -15.56 -12.49 9.20 -2.88
MH 5 N 1 1 1 1
Mean (SD) 0.63 11.84 65.58 1.35
Var. (%) -31.52 -35.19 23.36 -8.16
SH 6 N 3 3 3 3
Mean (SD)  0.62 (0.06) 11.46(0.71) 69.06 (1.95) 1.34(0.03)
Var. (%) -29.17 -26.30 24.97 -1.72
Krapina 6 N 1 1 1 1
Mean (SD) 0.75 11.36 64.75 1.05
Var. (%) -16.67 -22.46 11.97 -24.46

3DAET: 3-D average enamel thickness index (Ve/EDJS, mm); 3DRET: the 3-D relative enamel thickness
index (3DAET/3/Vcdp) x 100); RDV: relative dentine volume defined as the percentage of coronal
volume that is dentine and pulp (Vcdp/Ve x100); and relative outer enamel complexity (OES/EDJ, free

scale).
3DAET: indice moyen d'épaisseur 3-D de 1'émail (Ve/EDJS, mm); 3DRET: indice relatif d'épaisseur 3-D

de I'émail (3DAET/3/Vcdp) x 100); RDV: pourcentage de volume de la couronne incluant dentine et
pulpe (Vedp/Ve x100); et complexité relative de la surface externe de 1'émail (OES/EDJ).
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Table B.2. Descriptive statistics of the indices obtained from the measurement assessed on the lower
canines with a wear stage greater than 3 (Molnar, 1971). SD: standard deviation. Var. (%): percentage of
variation between the means of each worn stage with regard to the slightly worn teeth [(pi-p1-3)/p1-3
x100); i: wear stage].

Tableau B.2. Statistiques descriptives des indices obtenus a partir de la mesure évaluée sur les canines
inférieures avec un état d'usure supérieur a 3 (Molnar, 1971). SD: écart-type. Var. (%):pourcentage de
variation entre les moyennes de chaque stade d'usure par rapport aux dents légérement usées [(pi-[t1-3)/L1-3
x100); i: stade d’usure].

Population/ Site ~ Wear Stage 3DAET 3DRET Vedp/Ve OES/EDIJS
SH 4 N 1 1 1 1
Mean (SD) 0.73 15.83 54.01 1.36
Var. (%) -3.95 6.38 -3.74 0.74
MH 4 N 8 8 8 8
Mean 0.69 (0.13) 14.73(2.99) 57.67 (6.74) 1.34(0.15)
Var. (%) -13.29 -11.27 6.57 -6.47
SH 5 N 3 3 3 3
Mean 0.64 (0.08) 12.53(2.35) 63.92(5.52) 1.32(0.09)
Var. (%) -15.35 -15.77 13.93 222
Krapina 5 N 1 1 1 1
Mean 0.59 9.71 68.76 1.25
Var. (%) -24.36 -25.65 13.88 -8.09
MH 5 N 5 5 5 5
Mean 0.67 (0.09) 14.51(2.22) 57.92 (4.53) 1.38(0.06)
Var. (%) -15.19 -12.61 7.04 -3.64
SH 6 N 1 1 1 1
Mean 0.59 10.53 68.79 1.26
Var. (%) -22.37 -29.23 22.60 -6.67
Krapina 6 N 1 1 1 1
Mean 0.52 8.58 72.90 1.24
Var. (%) -33.33 -34.30 20.74 -8.82

3DAET: 3-D average enamel thickness index (Ve/EDJS, mm); 3DRET: the 3-D relative enamel thickness

index (3DAET/3/Vcdp) x 100); RDV: relative dentine volume defined as the percentage of coronal
volume that is dentine and pulp (Vedp/Ve x100); and relative outer enamel complexity (OES/EDJ, free

scale).
3DAET: indice moyen d'épaisseur 3-D de 1'émail (Ve/EDJS, mm); 3DRET: indice relatif d'épaisseur 3-D

de I'émail (3DAET/3/Vcdp) x 100); RDV: pourcentage de volume de la couronne incluant dentine et
pulpe (Vedp/Ve x100); et complexité relative de la surface externe de I'émail (OES/ED]J).
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6.3

Caracterizacion del patron histologico de los caninos
permanentes de los hominidos del Pleistoceno Medio
del yacimiento de La Caune de I'Arago (Francia)

En esta disertacion doctoral se incluye, ademas, un estudio inédito sobre las proporcio-
nes histoldgicas de los caninos permanentes del yacimiento de La Caune de I’Arago de
Tautavel (Francia). Este estudio se realizé con el objetivo de aumentar la informacién
disponible sobre las proporciones de los tejidos dentales de las primeras especies euro-
peas del género Homo, completando asi los resultados obtenidos en el apartado 6.2 de
este capitulo.

taBLA61 Volumen de la corona de caninos maxilares y mandibulares con diferentes grado de erosion (Molnar, 1971)
pertenecientes a las muestras de estudio. En la tabla aparecen representados los resultados obtenidos para las
piezas dentales de Gran Dolina-TD6.2 (TD6), Sima de los Huesos (SH), La Caune de I” Arago (AR), Krapina (KRA)
y humanos modernos recientes (HMR). En esta tabla aparece el nimero de piezas dentales (N), la mediay la des-

viacién estandar (DS) para cada caso.

1-3 4 5 6
N Media DS N Media DS N Media DS N Media DS

Caninos maxilares

TD6 2 363,33 11,09 0 - - 0 - - 0] - -
SH 9 327,56 35,34 1 34554 - 2 287,09 38,07 3 237,50 57,87
AR 0 - - 0 - - 0 - - 2 253,45 11,75
KRA 6 403,59 60,63 2 431,91 47,28 4 361,30 54,74 0 - -
HMR 56 256,52 57,22 1 218,09 - 1 225,47 - 0 - -
Caninos mandibulares

TD6 1 299,02 - 0 - - 0 - - 0 - -
SH 12 244,57 34,35 1 183,34 - 3 217,7 37,36 1 259,24 -
AR 1 36353 - 1 2583 - 1 31393 - 0 - -
KRA 4 353,43 58,21 0 - - 1 330,46 - 1 297,34 -
HMR 54 207,45 4266 54 176,11 50,6 5 172,66 18,22 0 - -
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En este estudio se midieron las dimensiones, absolutas y relativas, del esmalte y la
dentina de los caninos permanentes (superiores e inferiores) del yacimiento de La Caune
de I'’Arago (Tabla 6.1) siguiendo la metodologia descrita en el Capitulo 5. Los resultados
obtenidos fueron posteriormente comparados con los de las muestras dentales de Gran
Dolina-TD6.2 (n=3), Sima de los Huesos (n=33) y Krapina (n=18), asi como con los de una
muestra de humanos modernos procedentes de Europay Africa (n=112). Debido al limitado
tamafio de la muestra dental de Arago (n=6), no se pudo llevar a cabo un analisis estadistico
comparativo de las variables de la corona. En su lugar, se realizaron analisis estadisticos
descriptivos empleando el programa estadistico SPSS. Los resultados de las medidas 3D
(absolutas y relativas) de los caninos permanentes de La Caune de I’Arago aparecen recogi-
dosenlaTabla6.1yenlas Figuras 6.1y 6.2. Asimismo, se crearon mapas 3D de distribucion

del grosor del esmalte del canino mandibular A24 que se muestran en la Figura 6.3.
6.3
Tamano de los caninos permanentes de La Caune de I'Arago

Dentro de la muestra dental de La Caune de I'Arago, tan solo el canino inferior A24 se en-
cuentra ligeramente desgastado (grado 1-3 segtin Molnar, 1971). El volumen de la corona de
este canino es mayor al observado en los caninos mandibulares del resto de las poblaciones
estudiadas, aunque se encuentra dentro del rango de variacién de H. neanderthalensis (Ta-
bla6.1y Figura 6.1 A). Del mismo modo, los caninos inferiores de Arago mas extensamente
desgastados (grados 4 y 5, segun la clasificaciéon de Molnar, 1971) presentan un volumen
coronal superior al de los caninos de la muestra de Sima de los Huesos y al de los humanos
modernos recientes con un desgaste similar, alcanzando valores cercanos a los observados
en la poblacién de Krapina (Tabla 6.1). Por otro lado, la muestra de caninos maxilares de
Arago esta compuesta por dos piezas dentales con un grado 6 de desgaste (Molnar, 1971). El
volumen promedio de la corona de ambas piezas (253,45 £11,75 mm?) es mayor al valor me-
dio obtenido en la muestra de Sima de los Huesos con un desgaste similar (237,50 57,87
mm?3). Sin embargo, el rango de variacion de ambas poblaciones se solapa (Tabla 6.1). En
relacién con el resto de grupos poblacionales, en esta tesis doctoral no se incluyen piezas de
Gran Dolina-TD6.2, Krapina o humanos modernos con un grado de desgaste tan avanzado.
Sin embargo, destaca el hecho de que, a pesar de su grado de erosién, el valor medio del
volumen de la corona de los dos caninos maxilares de este yacimiento francés es mayor que
el obtenido de las piezas de humanos modernos con un grado de erosién menor (grado 4y
5, Molnar 1971). De hecho, sus valores se encuentran dentro del rango de variacion de las
piezas modernas con un grado de erosion de entre 1y 3 (Molnar, 1971) (Tabla 6.1).
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Con respecto al volumen de la raiz (Figura 6.1 B, C), tanto las piezas superiores como
las inferiores de La Caune de I’Arago presentan valores superiores a los de las piezas de
la muestras modernas. Sus dimensiones solapan con el rango de variacion de Sima de los

Huesos y Krapina, siendo inferiores a las de Gran Dolina-TD6.2.

FiIGurA 61 Diagramas de cajas y bigotes de los volimenes de la corona y la raiz de las poblaciones incluidas en esta
tesis doctoral. (A) Volumen de la corona de los caninos mandibulares. (B) Volumen de la raiz de los caninos maxi-
lares. (C) Volumen de la raiz de los caninos mandibulares. Los grupos se organizan en orden cronoldgico: H. ante-
cessor (TD6); Sima de los Huesos (SH); La Caune de I’Arago (AR); Krapina (KRA); y humanos modernos recientes
(HMR). Este grafico representa los percentiles del 25-75 (cajas), los rangos intercuartiles (bigotes) y los valores

medios (linea negra). Los valores atipicos se representan con circulos.

6.3.2

Proporciones de los tejidos dentales de los caninos permanentes de La Caune
de I'Arago

A continuacion se compararon los volimenes y superficies de esmalte y dentina del canino

mandibular A24 de Arago con los del resto de poblaciones (Figura 6.2).

Por un lado, las dimensiones del esmalte (Ve y OES) de este canino permanente son

grandes en relacién con las del resto de grupos estudiados. El valor obtenido del volumen
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FIGURA 6.2 Diagramas de cajas y bigotes de las dimensiones del esmalte y la dentina de los caninos mandibulares
incluidos en esta tesis doctoral. En éste se muestran los valores de aquellas piezas con un grado de erosion de entre
1y 3 (Molnar, 1971). Los grupos se organizan en orden cronoldgico: H. antecessor (TD6); Sima de los Huesos (SH);
La Caune de I’Arago (AR); Krapina (KRA); y los humanos modernos recientes (HMR). Este grafico representa los
percentiles del 25-75 (cajas), los rangos intercuartiles (bigotes) y los valores medios (linea negra). Los valores ati-

picos se representan con circulos.
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del esmalte (Ve) se encuentra por encima de los rangos de variacién de Sima de los Hue-
sos, Krapina y los humanos modernos, superando también las dimensiones de H. ante-
cessor. El valor obtenido de la superficie exterior de la cipula de esmalte (OES) en A24,
sin embargo, se sitla en la zona superior del rango de variacion de H. neanderthalensis,
aunque supera los valores obtenidos en el resto de poblaciones. Del mismo modo, las di-
mensiones de la dentina (Vcdp y EDJS) de A24 son elevadas, solapando Gnicamente con el
rango de variacion de Krapina.

El grosor de esmalte medio y relativo (3DAET y 3DRET) de A24 es elevado, situando-
se dentro del rango de variacién de las poblaciones actuales. Asimismo, su porcentaje de
dentina (Vcdp/Vc) es de 54,19%, valor que solapa con el rango de variacion de los huma-
nos modernos recientes (54,12 + 4,46 %) y con la zona inferior del rango de variacion de
Sima de los Huesos (56,11 + 2,4 %). Sin embargo, este porcentaje se encuentra por debajo
de los valores de las piezas de Krapina (60,38 + 1.39 %) u H. antecessor (61,36%). El in-
dice OES/EDJS evidencia, una vez mas, que A24 presenta un componente de esmalte de
grandes dimensiones en comparacién con su componente de dentina, ofreciendo valores
superiores a los del resto de grupos fésiles, hallandose dentro del rango de variacién de los

humanos modernos.
6.3.3

Patron de distribucion del esmalte en la corona de los caninos permanentes de
La Caune de I'Arago

En el caso de los caninos de Arago no se pudo llevar a cabo una comparacion del patron de
distribucion del grosor del esmalte entre sus caninos superiores e inferiores, por presentar

todos los caninos superiores de estamuestraun grado de erosion superiora3 (Molnar, 1971).

El patrén de distribucion del esmalte observado en A24 coincide con los resultados
obtenidos de los indices 3DAET y 3DRET (Figura 6.3). Al igual que en el resto de los gru-
pos estudiados, los valores mas altos de grosor de esmalte se alcanzan en la cara bucal de
esta pieza dental, y mas concretamente en la mitad oclusal. Del mismo modo que en la
muestra de humanos modernos, en A24 se observa que este grosor del esmalte alcanza va-
lores elevados también en zonas mas cercanas a la region cervical, sobrepasando la region
media de la corona, rasgo que, por otro lado, no se observa en las piezas dentales de Gran
Dolina-TD6.2, Sima de los Huesos o Krapina (ver la Figura 6.4 de Garcia-Campos et al.,
2019). Ademas, el esmalte de este canino es grueso en la regién cuspal de los bordes me-

sial y distal de la corona. Esto también puede observarse en los caninos de las poblaciones
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actuales, aunque no de manera tan acentuada (ver la Figura 6.4 de Garcia-Campos et al.,
2019c). Por ultimo, destaca en este canino mandibular la presencia de un ligero engrosa-
miento del esmalte en la fosa distal de la cara lingual del mismo, en una zona cercana a las

crestas distales marginal y accesoria.

FIGURA 6.3 Mapas de distribucion 3D del grosor del esmalte del canino mandibular A24. En esta figura se observa el
mapa de distribucién obtenido mediante el calculo de la distancia entre dos superficies trianguladas (EDJS y OES)
en las que, para cada vértice de una superficie, se calcula el punto més cercano a la otra superficie. Los resultados
se visualizan utilizando colores espectrales, donde la mayor distancia (esmalte mas grueso) se representa en rojo
y la menor distancia (esmalte més fino) en azul. De izquierda a derecha se muestran en la figura la vista: bucal,

distal, lingual y mesial.
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6.4

Caracterizacion del patrony grado de dimorfismo
sexual presente en las proporciones histologicas
de los caninos permanentes de Sima de los Huesos

Por ultimo, en el estudio que se incluye a continuacion se aplico la técnica de micro-CT a
la muestra dental de Sima de los Huesos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el dimor-
fismo sexual presente en las dimensiones, absolutas y relativas, de los diferentes tejidos

dentales de los caninos permanentes de esta muestra fosil.

La combinacion de técnicas clasicas con otras mas novedosas permitio reafirmar la
estimacion sexual de los individuos de Sima de los Huesos realizada en estudios previos
(e.g., Bermudez de Castro et al., 1993, 2001; Rosas et al., 2002). Ademas, por primera vez,
se pudo estimar el sexo de los individuos mas jévenes del grupo, asi como el de las piezas
dentales aisladas y/o con un mayor grado de desgaste. Por otro lado, aplicando el método
bootstrap se valoro6 el grado de dimorfismo sexual presente en las dimensiones del esmalte
y la dentina de los caninos permanentes de esta poblacion, comparandolo con el presente
en la muestra dental de Krapinay las poblaciones humanas modernas.
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Sexual dimorphism, as an important part of the total variation seen
in populations, plays a key role in taxonomic debates. In this study,
microtomographic (micro-CT) techniques have been applied to a
sample of hominin teeth from Sima de los Huesos site (Spain).
Dental tissue proportions of the permanent canines are here
assessed to characterize the pattern and degree of sexual
dimorphism within this population. Additionally, the possible
similarities and differences with the H. neanderthalensis remains of
Krapina (Croatia) and with a recent modern human sample have
been evaluated. A combination of classical statistical approaches
with more novel ones has allowed us not only to ratify the sex
allocation of the individuals previously assigned in the literature,
but also to estimate the sex of the youngest individuals, which were
not assessed in previous studies. Likewise, the sex of some
extensively worn canines and isolated pieces has also been
estimated. As a result, the sex ratio observed in our dental sample
from Sima de los Huesos population is 5:9 (Nm:Nf). In general
terms, both Sima de los Huesos and Krapina dental samples have a
degree of sexual dimorphism in their permanent canines tissue
proportions that do not surpass that of modern humans. The marked
dimorphism of the root volume of Sima de los Huesos mandibular
canines is the exception, which surpasses the modern humans mean,
although it is into their 95% confidence interval. Our results do not
support that European Middle Pleistocene populations were more
dimorphic than modern humans, although the canine tissue
proportions allow to reliably estimate the sex of the individuals that
make them up.
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1. Introduction

One of the main concerns to palaeontologists
is the correct interpretation of the variation
observed in the fossil record. Sexual
dimorphism, as an important part of this
variation, plays a key role in debates concerning
species recognition, often creating problems in
determining phylogenetic relationships
(Johanson and White, 1979; Stringer, 1986;
Wood, 1993; Antéon, 2003; Skinner et al., 2006).
Therefore, the accurate assessment of the
variability —within  fossil  species allows
researchers to determine if the differences or
similarities observed are more consistent with
either intraspecific or interspecific levels of
variation.

All anthropoid primates, including humans,
are sexually dimorphic to a greater or lesser
extent. In general terms, males tend to be larger
than females. Nevertheless, in the human
lineage, dimorphism seems to have decreased
through time while body size has increased
(Frayer, 1980; McHenry, 1992; Plavcan, 2012).
As a result, a characteristic pattern of modest
dimorphism can be observed in modern humans,
which is moderate or slightly higher than that of
chimpanzees (Gordon et al., 2008).

Many experts argue that this reduction in the
sexual dimorphism of the body size occurred
gradually, and more and less constantly,
throughout human evolution (Wolpoff et al.,
1976; Brace and Ryan, 1980; Wood, 1992).
Australopithecus (Au.) is considered the oldest
hominid taxa with enough fossil record to study
the differences between both sexes (Irish and
Scott,  2015).  Sexual  dimorphism in
australopithecines body size has been suggested
to be similar to that found in terrestrial
nonhuman primates such as baboons and gorillas
(e.g., McHenry, 1991, 1994; Harmon, 2009;
Gordon et al., 2008; Ruff et al., 2018).
Lockwood’s (1999) results supported this idea
inferring a strong size dimorphism for Au.
africanus on the basis of their craniodental
remains. Likewise, the fewer remains available
of Au. Anamensis and Au.afarensis have shown

to be highly dimorphic (Ward et al., 2001; Ruff
et al., 2018). In contrast, postcranial evidence of
Au. africanus suggests more chimplike or
humanlike levels of size dimorphism for this
species (Harmon, 2009), while Berger et al.
(2010) observed evidence of monomorphism in
Au. sediba.

Regarding the first representatives of the
genus Homo (H.), the discovery of new
specimens of early Homo and H. erectus have
expanded their range of size variation, altering
our perception of the potential body size
dimorphism of this groups (Aiello and Key,
2002; Spoor et al., 2007; Rightmire et al., 2008;
Anton, 2012; Anton and Josh Snodgrass, 2012).
However, the evidence of dimorphism in these
populations is still ambivalent. Some researches
support that the taxon H. habilis/rudolfensis
appears to show bimodality in its body mass,
which could imply strong size dimorphism
(Plavcan, 2012). Despite this, due to its small
sample size, the uncertain sex assignation and
because the possibility that two taxa might be
included in the H. habilis/rudolfensis sample,
this hypothesis must be considered with caution
(Anton, 2012; Antén and Josh Snodgrass, 2012).
On the other hand, findings of McHenry (1992,
1994) support the substantial body size
dimorphism of H. erectus sensu lato. However,
when this species was split into H. erectus sensu
stricto and H. ergaster, the levels of dimorphism
were reduced to be more comparable to those of
modern humans (Plavcan, 2001). This reduction
of the intersexual variability was preferentially
attributed to a shift in female body size
(McHenry, 1994; Aiello and Key, 2002).

Finally, the European Middle Pleistocene
populations have been suggested to be more
dimorphic than modern humans (de Lumley and
Lumley, 1973; Wolpoft, 1980, 1999; Frayer and
Wolpoff, 1985). In light of the results obtained
from cranial and dental features, sexual
dimorphism of these populations have been
considered to be slightly higher than that of
current populations (Wolpoff et al., 1976; Smith,
1979; Frayer, 1980; Wolpoff, 1980; Bermudez
de Castro et al., 1993, 2001; Rosas et al., 2002).
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However, this does not seem to be applicable to
the postcrania (Trinkaus, 1980; Lorenzo et al.,
1998; Arsuaga et al., 2015).

One of the challenges faced by all these
studies was the scarce fossil record available. In
most cases, the samples employed were
composed of specimens from different sites,
which span a Dbroad geographic and
chronological ranges (e.g., Wolpoff et al., 1976;
Trinkaus, 1980; McHenry, 1992, 1994). Another
difficulty is to try to estimate the sex of fossil
remains, to which it usually has to be assessed
through the study of isolated and fragmented
remains, making sexual allocation difficult to
undertake. Additionally, even though in primates
skeletal and cranial dimorphism is strongly
correlated with body mass dimorphism (Plavcan,
2012), depending on the skeletal structure
studied the conclusion obtained may vary.
Finally, the sample size is usually small,

hindering the recognition of bimodal
distributions in dimorphic characters,
particularly when intersexual variability is

modest (Plavcan, 1994).

Sima de los Huesos (SH) hominins, from
Sierra de Atapuerca in Spain, offer an
exceptional opportunity to investigate within-
population variability. This site comprises a
large human sample, where both morphological
studies (e.g., Bermudez de Castro, 1986, 1988;
Rosas, 1987; Arsuaga et al., 1990a, 2014; Rosas
et al,, 1991) and taphonomic analysis of the
human bone assemblage (Arsuaga et al., 1990b)
have indicated that this sample pertains to a
single biological population. For this reason,
these fossil remains have been used in previous
research to study intersexual variation during the
Middle Pleistocene (e.g., Bermudez de Castro et
al., 1993, 2001; Rosas, 1995a; Arsuaga et al.,
1997a; Lorenzo et al., 1998; Rosas et al., 2002).

A clear pattern of sexual dimorphism seems
to emerge from the analysis of the size and shape
of the large number of human mandibular
remains recovered from SH (Bermudez de
Castro and Rosas, 1992; Rosas, 1995b; Rosas et
al., 2002). Nevertheless, this is not observed
either in cranial or postcranial evidence from this

192 CECILIA GARCIA CAMPOS

site (Arsuaga et al., 1997a, 2015; Lorenzo et al.,
1998). Although these studies have employed
different methods to evaluate the degree of
sexual dimorphism in SH hominins, all them
have had to face the same limitation: this
exceptional ~ human  collection has a
predominance of adolescents and prime-age
adults (Bermudez de Castro and Nicolas, 1997),
which in general exhibits very few
developmental indicators of sexual dimorphism.

In modern humans, most of the dimorphism
in body size is generated during adolescence;
however, intersexual variation in dental crown
size is generated between birth and the 12 year
(Simpson and Kunos, 1998). That is why teeth,
in general, and canines, in particular, may
ultimately be very useful in assessing sexual
dimorphism in extinct populations with SH
demographic  characteristics. Bermtdez de
Castro (1986) and Bermudez de Castro et al.
(1993, 2001) studied the pattern of dental size
variation of the SH lower dentition. Their results
showed that SH hominins had a sexual
dimorphism in their canines slightly higher than
that of modern humans.

Since these studies were published, the dental
sample of the Middle Pleistocene population
from Atapuerca has increased and novel imaging
analytical techniques like micro-computerized
tomography  (micro-CT) have  emerged,
permitting reanalysis of this issue from a new
perspective. In particular, these new techniques
make it possible to access the internal structure
of the dental pieces, as well as virtually separate
and evaluate the different dental tissues in an
accurately manner.

The enamel and dentine proportions have
triggered considerable interest in sexual
dimorphism studies of recent modern humans
(Stroud et al., 1994; Harris and Hicks, 1998;
Schwartz and Dean, 2005; Saunders et al., 2007,
Feeney et al., 2010; Garcia-Campos et al., 2018a,
2018b; Sorenti et al., 2019). This is because it is
one of only a few sexually dimorphic features
present in childhood and maintained in adults,
offering the opportunity to be used in sex
estimation of subadults. Regardless the tooth
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class assessed and the technique employed, a
general pattern of sexual dimorphism in dental
tissue proportions has been described in all these
studies: male teeth have a higher dentine
component, whereas females exhibit thicker
enamel (Stroud et al., 1994; Schwartz and Dean,
2005; Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007;
Feeney et al., 2010; Garcia-Campos et al., 2018a,
2018b; Sorenti et al., 2019). This pattern has also
been observed in other hominoids and non-
hominoids primates (Schwartz and Dean, 2001;
Schwartz et al., 2001). Despite of the modest
dimorphism of the modern humans canine size,
the differences in their canine tissue proportions
have turned out to be marked enough to
discriminate the sex of a forensic sample with
92.3% accuracy (Garcia-Campos et al., 2018a,
2018b).

These differences seem to have a genetic
origin (Alvesalo and Portin, 1980; Alvesalo et
al., 1985; Alvesalo, 1997; Zilberman and Smith,
2001; Guatelli-Steinberg et al., 2008; Pentinpuro
et al., 2017). The amelogenin is the main protein
component of the enamel organic matrix, and its
genes are on both the X and Y chromosomes
(Fincham et al., 1991, 1999). The quantitative
and qualitative differences in their transcriptional
products influence the proportions in which hard
dental tissues are present (Salido et al., 1992;
Schwartz and Dean, 2005), likewise genetic
alterations of these genes cause different dental
tissues defects (Hu et al., 2012; Cho et al., 2014).
On the other hand, although less clearly, sex
hormones seem to play an essential role in the
development of dental tissues (Alvesalo et al.,
1991; Smith et al., 2006; Guatelli-Steinberg et
al., 2008; Alvesalo, 2009; Ribeiro et al., 2012,
2013; Pentinpuro et al., 2014, 2017).

In this study, microtomographic techniques
(micro-CT) have been applied to the hominin
tooth sample from Sima de los Huesos. Dental
tissue proportions of the permanent canines are
assessed here with the aim of determining the
pattern and degree of sexual dimorphism among
this population. This study is divided into two
parts. Firstly, we have applied the Mean method
and an Hierarchical Cluster Analysis for sexing

not only SH individuals, but also the isolated
teeth, in order to provide new
palaeodemographic information that can be
employed in future studies. Secondly, we have
explored the degree of sexual dimorphism in the
SH canine tissue proportions, contrasting this
with that of the H. neanderthalensis remains
from Krapina (Croatia) and a recent modern
human sample of known sex.

2. Materials and methods
2.1. Sample

Sima de los Huesos sample

The Sima de los Huesos is a blind cavity
located in the Cueva Mayor-Cueva del Silo cave
of the karst system of the Sierra de Atapuerca
(Burgos, Spain). The hominin remains from this
site are represented in a single lithostratigraphic
level (LU6), which consists of plastic red-brown
clays containing a high density of hominin and
carnivore fossils and varying amounts of
speleothem intraclasts (Arsuaga et al., 2014).
Respectively, post-infrared-stimulated
luminescence (pIR-IR) and thermally transferred
optically stimulated luminescence (TT-OSL)
dating techniques have provided mean ages of
433+15 kyr and 416+12 kyr for this level
(Arnold et al., 2014). Given that all human bones
were deposited during the same sedimentation
period, and Dbecause of their relative
morphological homogeneity, they are considered
to belong to a single contemporary population
(Bermudez de Castro, 1988; Arsuaga et al.,
1991, 1993, 1997a; Rosas, 1995a).

This group is characterized by a combination
of plesiomorphic and apomorphic traits, which
suggest a close relationship with the Neanderthal
lineage (Arsuaga et al., 1991, 1997b; Bermudez
de Castro et al., 2004a; Martinoén-Torres et al.,
2012). This conclusion has been supported by
subsequent genetic studies (Meyer et al., 2016).
Although SH hominins were initially included in
the Homo heidelbergensis (Arsuaga et al., 1991;
Carretero et al., 1997), their current taxonomic
attribution is under debate (Arsuaga et al., 2014).
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Table 1. Fossil sample of upper permanent canines included in this study. Sima de los Huesos individual
assignation is indicated in roman numerals. Krapina dental individual assignation is indicated by numbers and
capital letters in brackets indicates that the teeth are associated to maxillar fragment. The Age at death and the sex
assignation have been obtained from literature on dentition, mandibular and cranial traits included. A root is
considered to be complete when it is completely formed and is not fractured, otherwise it is indicated as
incomplete. Wear stages following Molnar (1971).

Root Wear
Specimen Individual Age Sex conservation stage References
Sima de los Huesos
12,5-
AT-5621 I 14,5(13,5) - Incomplete 3 3,5,6,8,9
AT-2759 A% +35 - Complete 6 3,9,11
3,5,6,8,9,
AT-144 VII 24-30 M Complete 6 10
AT-4335 XII 17-19(18) M Complete 3 6,9, 10
AT-2151 XVIII 9,5-11,5(10,5) M Incomplete 2 6
AT-2388  XXIV 142122(1 3,5) - Complete 2 5,6
AT-3255 XXVII 20-26 M Complete 4 4,5,6,8,10
AT-219 XXVIII 24-30 - Complete 6 6,10
AT-6 - - - Complete 3 -
AT-1757 - - F Complete 3 11
AT-958 - - - Complete 5 -
AT-3192 - - - Complete 7 -
AT-5616 - - - Complete 5 -
AT-5616 - - - Complete 5 -
AT-1942 - - - Incomplete 3 -
AT-44 - - - Complete 2 -
AT-5622 - - - Complete 3 -
Krapina
D102 3 11 - Incomplete 1 2,7
D141 4 (D) 15 - Incomplete 3 2
D142 6 (F) 23 - Incomplete 5 7
D147 17 (K) 18 - Complete 4 2,7
D36 18 (N) 20 - Complete 4 2,7
D56 19 (M) 17 - Complete 5 2,7
D76 30 (D 15 - Complete 3 2,7
D89 8 (A) 8 - Incomplete 1 2
D103 - 11 - Incomplete 1 2
D37 - 15 - Complete 3 2,7
D146 - 25 - Complete 5 2,7
D144 - 22 - Incomplete 6 2,7

(1) Aguirre & de Lumley, 1977;(2) Wolpoff, 1979; (3) Bermudez de Castro, 1986; (4) Bermudez de Castro et al,
1993; (5) Rosas, 1995; (6) Bermudez de Castro & Nicolas, 1997; (7) Fox & Frayer,,1997; (8) Rosas, 1997; (9)
Bermudez de Castro et al., 2001; (10) Rosas et al., 2002; (11) Arsuaga et al., 2014.
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Table 2. Fossil sample of lower permanent canines included in this study. Sima de los Huesos individual
assignation is indicated in roman numerals. Krapina dental individual assignation is indicated by numbers and
capital letters in brackets indicates that the teeth are associated to mandibular fragment. The Age at death and the
sex assignation have been obtained from literature on dentition, mandibular and cranial traits. A root is considered
to be complete when it is completely formed and is not fractured, otherwise it is indicated as incomplete. Wear

stages following Molnar (1971).

Specimen Individual Age Sex consl::\(f);tion Wear stage References

Sima de los Huesos

AT-60 1 16-18(17) F Incomplete 3 1,3,5,6,8,9

AT-578 11 12,5-14,5(13,5) - Complete 3 3,5,6,8,9

AT-67 III 15-17(16) F Incomplete 3 3,4,5,6,8,9,10

AT-591 VII 24-30 M Complete 6 3,5,6,8,9,10

AT-1951 X 15-17(16) - Complete 3 5,6,8,10

AT-1755 XV 17-19(18) - Complete 5 9,10

AT-1960 XVI 12.5-14.5(13,5) - Complete 3 5,6,11

AT-2165 XVIII 9,5-11,5(10,5) M Incomplete 1 6

AT-2783 XX 12.5-14.5(13.5) M Incomplete 2 6,11
4,5,6,8,9, 10,

AT-593 XXIII 14-16 F Complete 3 11

AT-6729 XXV 12,5-14,5(13,5) - Incomplete 3 5,6

AT-3886 XXV 10.8-12.8(11.8) - Complete 2 6

AT-2762 XXVIII 24-30 - Complete 5 6,10

AT-164 - - - Complete 3 -

AT-161 - - - Complete 4 -

AT-567 - - - Complete 3 -

Krapina

D119 3 (© 11 - Incomplete 3 2,7

D120 8 (B) 8 - Incomplete 1 2,7

D145 18 (N) 20 - Incomplete 5 2,7

D138 23 (L) 16 - Complete 6 2,7

D59 26 (O) 27 - Complete 7 2,7

D121 - 7 - Incomplete 1 2

D75 - 12 - Complete 2 2

(1) Aguirre & de Lumley, 1977;(2) Wolpoff, 1979; (3) Bermtidez de Castro, 1986; (4) Bermudez de Castro et al,
1993; (5) Rosas, 1995; (6) Bermtdez de Castro & Nicolas, 1997; (7) Fox & Frayer,,1997; (8) Rosas, 1997; (9)
Bermudez de Castro et al., 2001; (10) Rosas et al., 2002; (11) Arsuaga et al., 2014.

The present study includes 32 permanent
canines (16 upper canines and 16 lower canines),
22 belonging to at least 17 individuals, whereas
the rest are isolated teeth (Tables 1 and 2). The
sex of ten individuals has been previously
estimated through the assessment of dental,
mandibular or cranial traits (Aguirre and de

Lumley, 1977; Bermtdez de Castro et al., 1993,
2001; Rosas, 1995b; Rosas et al., 2002; Arsuaga
et al, 2014). Further description of each
individual can be found in Appendix A. The
state of preservation of the canines is generally
good. There is a superficial loss of enamel on the
labial aspect of AT-578, and the enamel is
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slightly chipped on the incisal mesial border of
AT-145. The apical portion of the roots of AT-
60, AT-67, AT-2783, AT-1942, AT-2151, AT-
2165, AT-6729 and AT-808 are missing. There
is one specimen, AT-1144, that has not been
included in this analysis because the root and
crown are pathologically deformed.

Krapina sample

The Neanderthal fossil collection from the
site of Krapina was also assessed in this study
(Tables 1 and 2). Krapina is a rock shelter
located in Hu$njakovo in northern Croatia. The
stratigraphic levels of this site were well
described by Gorjanioci¢-Kramberger (1906),
with most of the hominin material deriving from
levels 3 and 4. ESR and U-Series dating suggests
a date of between 120 and 130 kyr for the site,
with  the entire stratigraphic  sequence
accumulating over a short time period of 20 kyr
or less (Rink et al., 1995). The Krapina
collection consists of more than 850 skeletal
remains belonging to up to 70 individuals (Brace
et al., 1964; Smith, 1976; Brace, 1979; Wolpoff,
1979; Radovcic, 1988), including 282 teeth that
are either isolated or preserved in jaws (Wolpoff,
1979). Krapina comprises the largest sample of
Neanderthal remains from a single site. Although
they were not necessarily all deposited at the
same time (Malez, 1970), certain peculiarities of
the Krapina remains distinctively indicate a close
genetic relationship amongst the individuals
represented in the sample (Smith, 1976).

Nineteen canine teeth (12 upper canines and
seven lower canines) were included in this study,
comprising six isolated teeth with the remainder
belonging to ten individuals. The Krapina
canines are generally in a good state of
preservation; however, only nine have complete
roots.

Modern human sample

We also included in this study a modern
human sample comprising European and African
forensic samples. The teeth employed (n=127)
come from a recent modern human sample that is
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of known sex (not estimated) and provenance:
Spain, South Africa and Sudan. These teeth
derive from the following sources: an
anthropological forensic collection housed at the
Escuela de Medicina Legal of Madrid, which
includes 84 skeletons (24 females, 60 males), all
of which are adults aged between 20 and 55; the
South African modern human forensic bone
collection stored permanently at the University
of Pretoria (L’Abbé et al., 2005), comprised of
139 adult individuals (23 females and 116 males)
between 22 and 76 years of age; and from
Sudanese dental extractions (Elamin and
Liversidge, 2013). In total, the sample includes
the permanent upper (n=58) and lower (n=67)
canines of 87 individuals (N=38; Nn=49). A
further description of the current sample can be
found in Garcia-Campos et al. (2018a, 2018b).

Inclusion criteria

In some cases, multiple teeth from the same
individual were measured, although only one
antimere per individual was taken into
consideration. ~We discarded teeth with
pathological damage affecting the mineralized
tissues. The wear stage of the sample was scored
following Molnar (1971), with teeth ranging
from unworn to various degrees of wear. Slightly
worn teeth are those with a wear stage below or
similar to 3, characterized by the absence of the
apex in the incisal border and where there is a
point of dentine instead.

2.2 Measurement of the three-dimensional
dental tissue components

In this study, the mean and standard deviation
values of the variables considered here were
obtained from Garcia-Campos et al. (2018a,
2018b, 2019). A detailed description of the scans
and measuring protocols can be found in the
literature mentioned above and in Appendix B.
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Table 3. Definition of the three-dimensional measurements and associated indices used in this study.

Variable Description Dimension
Ve The volume of the enamel cap mm?

Vedp Coronal dentine and pulp volume mm?

EDIJS EDJ surface area mm?

OES Outer enamel surface area mm?

BS Basal surface area mm?

Vr The total root volume mm®
3DAET 3D Average enamel Thickness [Ve/ EDJS]. mm
3DRET 3D Relative enamel cap area [(3D AET/ i/rdp)XlOO] Scale free
Vedp/Ve. Relative coronal dentine and pulp volume [(Vedp/Ve)x100] Percentage scale
OES/EDIJS Relative outer enamel complexity [OES/EDJS] Scale free

The variables of the crown included in this
study were those previously described by
Olejniczak et al. (2008) and Skinner et al.,
(2008a, 2008b). In this study, the basal surface
of the crown (BS, mm2) and root (Vr, mm3)
were also measured on all canine teeth following
the protocol described by Garcia-Campos et al.
(2018a, 2018b, 2019). Only slightly worn teeth
(wear stages 1-3) were considered in
assessments of crown variable means, except for
the BS. Likewise, only the teeth with fully
formed and not fragmented root were used to
estimate the Vr. For detailed explanations of the
variables used in this study refer to Table 3.

2.3. Sexual estimation

In previous researches, various methods have
been proposed with the aim of estimate the
degree of sexual dimorphism in fossil species
(Lovejoy et al., 1989; Godfrey et al., 1993;
Josephson et al., 1996). However, none of these
methods has turned out to be accurate enough to
estimate sex at moderate levels of dimorphism
(Plavcan, 1994). For this reason, a combination
of two approaches has been employed in this
study for the analysis of the SH and Krapina
samples. The final sex estimation was
established thought the comparison of both

approaches results. Additionally, to test the
accuracy of these methods for sex estimation, we
also applied them to a subsample of modern
humans composed by the European individuals
of known sex. The results obtained are in
Appendix C

Mean method (MM)

The mean method (MM) was developed by
Godfrey et al. (1993) and consists of dividing a
combined-sex sample into two subsamples using
the mean value. The main limitation of this
method is that it assumes that male and female
distributions do not overlap, which rarely occurs
in extinct and extant human populations. Despite
that, this is the method most commonly
employed of the sexual dimorphism assessment
of fossil samples of unknown sex. MM is
preferred over others, since although this method
overestimates dimorphism, it seems to provide
an extremely simple and convenient way to
estimate dimorphism from assemblages of
unisexual fossil materials, and is at least as
accurate as other techniques (Plavcan, 1994).

In order to separate both subsamples, we took
into consideration the results obtained by Garcia-
Campos et al. (2018a, 2018b) in assessing sexual
dimorphism of recent modern humans using
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canine teeth tissue proportions. We compared the
value obtained for each individual with the mean
value of the pooled-sex sample and we assessed
the percentage of variation ((xi-p)/p x100). If the
individual’s value was higher than the mean, the
sex was determined to be male, except for
average and relative enamel thickness (3DAET
and 3DRET) and the relative outer enamel
complexity (OES/EDIS), in which case the sex
was determined to be a female. We considered
that a value differed from the mean when the
percentage of variation was higher than a
5%. For the final assignment, the most frequent
result and the values of the percentage of
variation were taken into consideration. In
extensively worn teeth, the sex estimation was
based only on Vr and/or BS values.

Hierarchical cluster analysis (HCA)

We employed a phenetic approach to assess if
the specimens were grouped according to
similarities in dental tissue patterns without
making any prior assumptions.

Two datasets were analyzed. The first
includes the wvariables from the crown,
susceptible to tooth wear. The second includes
the root volume (Vr) and the basal surface (BS),
variables not susceptible to dental wear. We
carried out a hierarchical cluster analysis (HCA)
by running the hclust function in the °‘stats’
package (R Core Team, 2018). We applied the
Ward method because it joins elements into
clusters so that the variance within clusters is
minimized, and the Euclidean distance from raw
data, because data is quantitative. In order to
evaluate the probability of every cluster of the
dendrogram being supported by our data, a
bootstrap analysis with 1000 replications was
superimposed by running the ‘pvclust’ package
(R Core Team, 2018).

2.4. Intra-population variability comparisons

In order to asses the sexual dimorphism of
SH, Krapina and modern human canine dental
tissue proportions the coefficient of variation
(CV) was employed. The coefficient of variation
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for the pooled-sex sample is calculated by
dividing the sample standard deviation by the
sample mean, multiplied by 100 to express the
ratio as a percentage (CV=SD/mean x 100)
(Fleagle et al., 1980). This index is considered to
be very highly correlated with sexual
dimorphism since with increasing sexual
dimorphism, the difference between male and
females means increases, causing a proportional
increase in the standard deviation of the pooled-
sex sample (Fleagle et al., 1980; Kay, 1982;
Leutenegger and Shell, 1987).

In order to avoid that differences in sample
size may interfere in the comparison of the intra-
population variability between modern human
and fossil samples, a resampling method (with
replacement), commonly referred to as
bootstrapping, was employed. This method has
been previously used in SH sample by other
authors such as Arsuaga et al. (1997a) and
Bermudez de Castro et al. (2001). It simulates a
large number of random samples with the sample
size of the fossil assemblages from the original
modern human sample. We obtained 1000
datasets using R statistical software. Then, we
calculated the CVs in each dataset. The mean
value obtained from the random samples, as well
as the 95% confidence interval of their
distribution, were compared with the value of the
fossil samples.

Finally, since the CV may be affected by the
geographical dispersion of the samples, the CV
values of the European and the African modern
human sub-samples were assessed separately and
represented in Figures 2 and 3. They also can be
found in Appendix D Figures 2 and 3. Likewise,
we assessed the CV wvalues of the H.
neanderthalensis sample studied by Buti et al.
(2017). Buti et al. (2017) included six upper
canines and 11 lower canines belonging to
individuals from: Krapina, Vindija Cave,
Scladina Cave, Abri Bourgeois-Delaunay,
Combe-Grenal, Le Moustier and La Quina. The
results of the CV values of these samples are
represented in Appendix D Figures 2 and 3.
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3. Results
3.1. Sexual estimation

Mean method (MM)

Table 4 presents the descriptive statistics of
the variables analyzed from Atapuerca-SH,
Krapina and recent modern human samples
(pooled sexes). The mean values were employed
to apply this method. Tables 5, 6 and AD Table 1
show the MM.

Sixteen canines of the sample have been
estimated to be female specimens when the MM
was applied (Tables 5 and 6). This group is
composed, on the one hand, of dental pieces with
low values for the absolute variables assessed
(AT-593, AT-2388, AT-1757, AT-6, AT-567,
AT-1951, AT-1755, AT-1960, AT-219, AT-
2762, AT-44, AT-958, AT-164, AT-161). Some
of them also exhibit relative tissue dimensions
that match with the female pattern (see Garcia-
Campos et al. 2018a, 2018b) (AT-593, AT-2388,
AT-1757, AT-6, AT-567). On the other hand,
canines AT- 60 and AT-5621 have values for
absolute tissue dimensions close to the mean
value, but the relative tissue dimensions show
the female pattern. On the contrary, 11 canines
were estimated to belong to male specimens
when the MM was applied (Tables 5 and 6). On
one hand, AT-578, AT-4335, AT-2783, AT-
1942, AT-144, AT-591, AT-2151, AT-2165,
AT-3255, AT-5616 and AT-3192 have values
for the absolute variables that are above the
mean. Some of them also exhibit relative tissue
dimensions that match with the male pattern (see
Garcia-Campos et al. 2018a, 2018b) (AT-578,
AT-4335, AT-2783, AT-1942). The sex of the
canines AT-67, AT-3886, AT-2759, AT-6729,
AT-5622 could not be estimated through the
MM.

Using the MM, the sex of 17 canines from
Krapina has been estimated (N= 9; Nin=8) (AD
Table 1). This group includes dental pieces with
values that are below (D120, D103, D141, D142,
D89, D59, D76, D37, D146) and above (D119,
D102, D147, D36, D145, D138, D144, D121)
the mean of the absolute variables assessed, and
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which were estimated to belong to female and
male specimens, respectively. Some of them also
exhibit relative tissue dimensions that match
with the female (D120, D103) and male (D119)
pattern (see Garcia-Campos et al. 2018a, 2018b).
Two isolated teeth could not be assigned to
either sex (D56, D75).

Hierarchical cluster analysis

Figure 1 shows the clusters from the SH
dataset, which incorporate variables susceptible
to dental wear (crown variables and indices)
assessed in maxillary canines (Figure 1A) and
mandibular canines (Figure 1C); and variables
not susceptible to dental wear (Vr, BS) assessed
in maxillary canines (Figure 1B) and mandibular
canines (Figure 1D). The four dendrograms
differentiate between two main groups, which
are firmly supported by bootstrap probabilities.
In terms of bootstrap probabilities (represented
in red in Figure 1), the clusters present
percentages which range between 86 and 100%
in maxillary canines and between 57 and 80% in
mandibular canines.

As with the sample from SH, HCA has
differentiated two main groups from the pooled
Krapina sample (AD Figure 1). The bootstrap
probabilities of dendrograms (in red, AD Figure
1) exhibit high values that ranged between 97
and 100% for maxillary canines and between 92
and 100% for mandibular canines.

Final sexual allocations

When the results obtained from both approaches
were combined, we observed that the SH
individuals with lower values for crown absolute
variables but larger enamel thickness tended to
be grouped in the HCA, and the same happens
with the root and basal surface dimensions.
Some of these individuals have been identified
as females by the MM (indicated in orange in
Figure 1). On the other hand, in a second group
were the individuals previously identified as
males in MM (indicated in blue), which exhibit
larger values for crown absolute variables and
lower enamel thickness, as well as higher root
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and basal surface dimensions. Individual II (AT-
5621) and the isolated pieces of AT-6,
previously identified as females (MM), were
grouped with males in the HCA in base on the
dental tissue proportions of their crowns. In all
cases, the results of the maxillary and
mandibular canines of each individual concurred,
except for those of the individual II. The both
groups formed in the HCA included canine teeth
that have not been previously associated with
any sex (in black in Figure 1).

Based on these results, we were able to
estimate the sex of most of the SH individuals,
except individuals II and V. In total, nine

individuals were estimated to be females (I, III,
X, XV, XVI, XXIII, XXIV, XXV, XXVIII) and
five to be males (VII, XII, XVIII, XX, XXVII).
The maxillary canine AT-1757, associated with
Cranium 17, was estimated to be a female
individual. Likewise, eight isolated teeth were
allocated to a sex (Nf=5; Nm = 3).

On the other hand, Krapina individuals
identified as females by the MM (in orange in
AD Figure 1) tended to appear grouped in the
HCA and the same happen to those considered to
belong to male individuals (in blue in AD Figure
1). When the upper and lower canines of an
individual were available, the sex allocation of

Figure 1. Dendrogram showing the results of the hierarchical clustering analysis of SH upper (A, B) and lower (C, D)
canine teeth. We considered variables susceptible to dental wear (A,C) and variables not susceptible to dental wear (B,
D) separately. Ward method and Euclidean distance from raw data were employed. Only bootstrap probabilities (in red)
of the main two groups generated are shown. Individuals assigned as a male by the mean method are represented in blue,
whereas individuals assigned as a female are represented in orange. The individuals who not have been previously

allocated are in black.
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both pieces coincided. Summarizing, it was
estimated that dental individuals 4, 6, 8, 26 and
30 are females allocation whereas specimens 3,
17, 18 and 23 were estimated to be male
individuals. Additionally, five isolated canines
were sexually allocated (Nf=3; Nm = 2).
Finally, to assess the accuracy of the sexual
estimation methodologies employed, we also
applied them to a subsample of modern humans
of known sex which includes 58 canines from 39
individuals (see Appendix C). First, we applied
the MM to this subsample. The percentage of
accuracy was 68.97%, the sex of the 3.45% of
the teeth were incorrectly estimated, and the sex
of the 27.59% (16 canines) could not be
estimated. Then, HCA was employed. In the first
dataset (AC Figure 1A, C) the estimated sex of
the 79.31% of the canines was correct, whereas
in the second dataset (AC Figure 1B, D) the
percentage of accuracy increased to a 89.66%.
Taken into account the results of both
methodologies, we correctly assigned 32 out of
the 39 individuals of the subsample (82.05%).
On the contrary, the sex of four individuals was
incorrectly estimated (10.26%) and three
individuals could not be assigned to any sex.

3.5. Intra-population variability comparison

The CV results obtained from SH, Krapina
and the recent modern human (RMH) sample are
presented in Figures 2 and 3, in Appendix D
Figures 2 and 3.

The results of the bootstrap analysis are
depicted in Figures 2 and 3. For all variables
recorded, the CV values of the SH sample fall
below the mean value obtained from the 1000
recent modern human random samples, except
for the OES/EDJS index in the upper canines and
the Vr in the lower canines. Among them, the
CV wvalues for the wvariables Ve, 3DAET,
3DRET, Vcdp/Vc are below to the recent
modern humans 95% confidence interval, or near
its lower limit. The mandibular canines of the
SH sample have CV values that are closer to
those of modern human than their maxillary
counterparts. The high CV wvalues for SH
mandibular canine root volume stand out (Vr CV
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value: 29.39%), overtaking the range of RMH
variation, although it is into the 95% confidence
interval. The results do not change when we
consider the European and the African sub-
samples of recent modern human separately.

Like with the case of SH canines, in the
Krapina dental sample the CV values for most of
the variables assessed were lower than the mean
value obtained from the 1000 recent modern
human random samples (AD Figures 2 and 3).
The CV values of the variables 3DAET, 3DRET
and Vcdp/Ve fall below the recent modern
human 95% confidence interval, or closer to its
lower limit. The mandibular dental pieces from
Krapina sample have CV values closer to
modern humans mean than to the maxillary ones.
The results do not change when we consider the
European and the African sub-samples of recent
modern human separately. Nevertheless, when
we compare the H. neanderthalensis sample
studied by Buti et al. (2017) we observed that in
most of the variables, the CV values increase
compared to those of the Krapina population.
This increment is particularly notable in the
variables Ve, Vcdp and EDIJS, whose CV values
surpass the mean value obtained from the 1000
recent modern human random samples.

4. Discussion

Permanent canines, as the ideal dental
element for the study of intersexual variability,
have been assessed in many studies on the sexual
dimorphism of extinct and extant populations
(Hillson, 1996; Lund and Mornstad, 1999;
Schwartz and Dean, 2005). In particular, canine
dental tissue proportions are sex-related traits in
modern humans (Garcia-Campos et al., 2018a,
2018b) but also in other hominoids (Schwartz
and Dean, 2001; Schwartz et al., 2001). Female
individuals not only tend to have small-sized
canines, but also a distinctive tissue pattern,
which is characterized by lower dentine and pulp
complexes and an enamel relatively thicker.
Male specimens, on the other hand, usually have
larger canines with greater dentine and pulp
complexes and lower relative enamel thickness
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Figure 2. Frequency histograms of coefficients of variation (CV, percentage scale) of each variable and index measured in
upper canines, calculated from 1000 random samples of individuals belonging to the recent modern human sample of the
same size that the SH fossil-sample. The vertical red line marks the CV mean value of the whole recent modern human
sample and the red shaded area shows the 95% confidence interval of this distribution. On the other hand, the dashed black
lines indicate the CV the mean value of the recent modern human sample from Europe (EU) and Africa (AF) separately.
Finally, the black line indicates the CV value SH hominid dental samples.

16

RESULTADOS 205



206

C. Garcia-Campos et al./ Journal of Human Evolution

Figure 3. Frequency histograms of coefficients of variation (CV, percentage scale) of each variable and index
measured in lower canines, calculated from 1000 random samples of individuals belonging to the recent modern
human sample of the same size that the SH fossil-sample. The vertical red line marks the CV mean value of the
whole recent modern human sample and the red shaded area shows 95% confidence interval of this distribution.
On the other hand, the dashed black lines indicate the CV the mean value of the recent modern human sample from
Europe (EU) and Africa (AF) separately. Finally, the black line indicates the CV value SH hominid dental samples.
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(Schwartz et al., 2001; Schwartz and Dean,
2005; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010;
Garcia-Campos et al., 2018a, 2018b). This
pattern has been employed in the present study to
estimate the sex of the Middle Pleistocene
population of Sima de los Huesos.

Ten out of the 17 SH individuals included in
the studied sample were previously sexually
assigned in the literature. Individuals I, III, XV
and XXIII of SH are regarded as distinctive
female specimens. These individuals are
characterized by their small dental size,
mandibles of small to medium dimensions but
with smooth muscle attachments, and/or small
cranial capacities (Bermudez de Castro et al.,
2001; Rosas et al., 2002; Arsuaga et al., 2014).
Cranium 17, associated with maxillary canine
AT-1757, is considered a female due to its
cranial capacity, which presents one of the four
lowest values in the SH sample (Arsuaga et al.,
2014). Conversely, specimens with large
mandibles and strong muscle attachments, which
exhibit large dental dimensions and/or cranial
capacities, are considered to be distinctively
males (Bermudez de Castro et al., 2001; Rosas et
al., 2002; Arsuaga et al., 2014). Within the latter,
we have the individuals VII, XII, XX and
XXVIL. The results of our research match with
those obtained in previous studies. Therefore, the
available literature not only supports the sex
estimations carried out here but also contributes
with robustness to the assumption that the dental
tissues proportions of canines are useful for
estimating the sex in fossil populations.

Additionally, this study has dealt with the
difficulty of estimating sex in specimens where
the metric and discrete features are less
discriminative such as young individuals (II,
XVI and XVIII) or medium-sized specimens (V,
XXIV, XXV and XXVIII), whose sex could not
be estimated in the studies mentioned above.
Individual XVI (14 years of age at death
estimated from modern human standards;
Bermudez de Castro and Nicolds, 1997),
represented by the mandibular canine AT-1960,
has been assigned to a female in the present
study based on its dental tissue dimensions.
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Likewise, individual XVIII (9-11 years age of at
death; Bermidez de Castro and Nicolas, 1997)
represented by the maxillary canine AT-2151
and the mandibular canine AT-2165, has been
assigned to a male. The data obtained for
Individual II is not conclusive enough to allow
sex assignment. Although the upper and lower
canines of this individual are medium to large in
size, dental tissue proportions of its maxillary
tooth are closer to the female pattern whereas
those of the mandibular canine are closer to the
male pattern. In 1995 and 1997, the AT-2
mandible associated with Individual II was
studied by Rosas who considered it to possess
male features. However, as this mandible
belongs to a sub-adult, the estimations need to be
taken with caution. On the other hand, individual
XXIV (canines AT-2388 and AT-6729) has been
estimated to be a female. Likewise, the
extensively worn canines AT-219 and AT-2762
(Individual XXVIII) have been identified as
females through assessment of their basal surface
and root dimensions. In addition, nine isolated
teeth have been sexually allocated (Nf= 6; Ny =
3).

In light of these results, it can be observed
that there are more females than males
represented in our SH study sample: nine
females versus five males among the 14 dental
individuals sexually allocated (16 versus eight
individuals if we include the isolated pieces and
the Cranium 17). To assess if the results obtained
may match with an equal sex representation, we
applied an exact binomial test. This analysis tests
a null hypothesis (sex ratio 1:1) employing the
probability of success in a Bernoulli experiment.
Although we have estimated that our dental
sample includes 9 females and 5 males, the 95%
confidence interval obtained for this proportion
of females in the exact binomial test was 0.351
to 0.8724, which includes the value 0.500. Even
when we included the isolated pieces and the
Cranium 17 the 95% confidence interval
obtained was 0.447 to 0.844. Therefore, we
cannot say that our results statistically differ
from a sex balanced sample.
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Previously to this research, Rosas et al. in
2002 observed a clear pattern of sexual
dimorphism in the mandibular sample recovered
from SH which allowed them to estimate the sex
of 15 individuals out of the 28 represented in the
hypodigm of this site. Additionally, analyses of
crown size, based on the buccolingual diameter
and the crown area of the lower permanent
dentition, supported these assignments and were
employed to estimate the sex of isolated teeth
(Bermudez de Castro et al., 2001). Bermudez de
Castro et al. (2004b) contrasted the results of
both studies and observed that, when only the
individuals with a more unambiguous sex
assignment were considered, the hypothesis that
the sexes are equally represented in the SH
sample can be accepted (sex ratio 1:1). However,
if all the individuals sexually allocated were
taken into account, including those with less
clear sex assignment, the observed that sex ratio
was 8:12 (Nm:Nf), which deviated further from
the expected proportion of 1:1 (Bermudez de
Castro et al., 2004b). This second scenario fits
better with the results obtained in the present
study. Apart from confirming the sex assignment
suggested by Rosas et al. (2002) and Bermudez
de Castro et al. (2004), our analysis has made it
possible to estimate the sex of specimens that
were not previously assessed. Additionally, eight
dental individuals not included in this study have
been sexually allocated in previous works (Rosas
et al., 2002; Bermudez de Castro et al., 2001),
among them five have been estimated to be
females (IV, VI, XI, XIX, XXVII) and three as
males (VIII, XXI, XXII). Summarising, the sex
of 22 out of the 28 dental individuals represented
in SH has been estimated one way or another,
resulting in a sex ratio of 8:14 (Nm:Ny).

The sexual dimorphism of canine tissue
proportions of the Homo neanderthalensis
sample from Krapina was also assessed in the
present study. Back in1979, Wolpoft concluded
that because neither the canines nor any other
Krapina teeth show evidence of bimodality in its
size, the dental remains from this site could not
be used to make accurate assessments of the sex
of the specimens (Wolpoff, 1979). In contrast,
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our study reveals that the dental tissue pattern of
the Krapina canines is a useful tool for sex
estimation, which has allowed us to sexually
allocate almost all of the teeth evaluated. Out of
ten individuals included here, five are estimated
to belong to females and four to males.
Additionally, three isolated teeth display a
female pattern and two of them a male pattern,
with only one isolated canine that could not be
classified.

On the other hand, overall, the lever of sexual
dimorphism (CV values) of the SH sample does
not surpass the mean value of recent modern
human (RMH) samples. The dental tissue
proportions of the mandibular canines seem to be
more dimorphic than those of their maxillary
counterparts, with higher CV values that are
closer to the RMH mean value. The higher
dimorphism in the OES/EDIJS index for the
upper canines and the Vr in the lower ones
stands out, surpassing the recent population
mean, although they are into the 95% confidence
interval of modern humans. Likewise, the
intersexual variation (CV values) of Krapina
canine tissue dimensions are modest, slightly
higher than that from Sima de los Huesos, but
not greater than that of modern humans.

Our results do not support the European
Middle Pleistocene populations of SH and
Krapina were more dimorphic than modern
humans, at least in their canine tissue
proportions. The imbalance in the sex ratio in SH
sample might be the cause of the results obtained
for this population. The CV was calculated using
the SH pooled-sex sample, making it more
sensitive to departures from a balanced sex ratio.
When both sexes are not equally represented in
the pooled-sex sample, it makes that the sample
mean closer to the mean of the sex more
commonly represented within the sample
(Plavcan, 1994). Based on the results obtained
for the sexual estimations of this sample, which
show a higher female representation, it is
expected that CV may be underestimating the
real sexual dimorphism of the SH population.
However, the sex ratio obtained for Krapina is
near to being balanced and CV values obtained
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for this population, despite being slightly higher
than those of SH, do not exceed those obtained
from recent humans. Another reason could be the
geographical dispersion of the modern human
sample, nevertheless, the results do not change
when we consider the European and the African
sub-samples separately. Likewise, when we
compared the CV values assessed using the data
obtained by Buti et al. (2017) from a broad
sample of H.neanderthalensis that includes fossil
samples with a wider geographical and temporal
distribution, we observed that their index values
increased regarding those of the Krapina sample
nevertheless only in the case of lower canines the
CV values of some variables (Ve, Vedp and
EDJS) surpassed those of RMH in the absolute
variables.

Our results are not congruent with previous
findings for SH mandibular canines (Bermuidez
de Castro et al.,, 2001), nor with the results
obtained from mandibles (Rosas et al., 2002).
Bermudez de Castro et al. (2001) observed that
the Middle Pleistocene population from
Atapuerca had a canine size variation that was
slightly higher than that of modern human
samples. Likewise, the mandibles of the SH
hominins seemed to be more dimorphic than
those of H. sapiens (Rosas et al., 2002). The
discordance of our results with the conclusions
from Bermudez de Castro et al. (2001) could be
explained by the differences in the variables
employed as well as in the dental sample
analysed. This study not only has evaluated the
dental size but also the volumes and the three-
dimensional surface areas of dental tissue. In
addition, current research includes several
individuals that have not been previously studied
(XXV and Cranium 17) as well as the youngest
individuals (XVI and XVIII) and the extensively
worn or isolated teeth, whose sex could not be
estimated in other studies. On the contrary, our
results concur with those of Royer et al. (2009)
about the size variation of mandibular corpora
and Mzs of the individuals belonging to seven
Middle and Late Pleistocene sites, including SH.
These authors concluded that the size variation
of SH mandibles and molars lies within the range
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observed in modern groups. Similarly, the
bootstrap analysis by Arsuaga et al. (1997, 2015)
and Lorenzo et al. (1998) for several cranial and
postcranial dimensions also suggest levels of
sexual dimorphism in SH are comparable to
living populations. Furthermore, the results
obtained for Krapina match those obtained by
Trinkaus (1980), who observed levels of
dimorphism in Krapina postcranial remains
indistinguishable from those of modern humans.
While the available evidence seems to be
consistent with a reduction in sexual dimorphism
in early Homo and H. erectus compared to the
high levels of dimorphism observed in
Australopithecus (McHenry, 1992, 1994; Aiello
and Key, 2002; Spoor et al., 2007; Rightmire et
al., 2008; Anton, 2012; Antéon and Josh
Snodgrass, 2012), the intrapopulation variability
in Middle Pleistocene groups is less understood.
The conclusions obtained from this research do
not seem to support that Middle Pleistocene
populations had higher levels of sexual
dimorphism than modern humans in their canine
dental tissues. The nature of the samples used
here, characterized by being large, which
represent more than the 80% worldwide fossil
record from Middle Pleistocene, and belonging
to well-defined paleo-populations, provides
robustness to our results. Nevertheless, the
decrease in the intra-population variability in the
dental tissue measurements of canines does not
necessarily imply a decrease in the sexual
dimorphism of body mass. In modern terrestrial
primates, we can observe a marked sexual
dimorphism in the corporal size together with a
substantial inter-sexual variability in the height
of their canine crowns and in the canine-
premolar honing complex, that is not observed in
the Australopithecus (Leutenegger and Kelly,
1977; Plavcan and Schaik, 1992; Plavcan, 2001).
Therefore, the combination of a high degree of
sexual dimorphism in the body size together with
a moderate dimorphism in canine size and in the
development of the canine-premolar honing
complex, could be considered as one of the
defining characteristics of the hominin clade that
has not been found in any species of modern
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primates (Wolpoff et al,, 1976; Greenfield,
1992), and that seems to have been present at
least in Au. anamensis or Au. afarensis (Plavcan
et al., 2009; Ward et al., 2010).

The moderate sexual dimorphism of the
human lineage canine size and the fact that the
real sex of the individuals who compose the
fossil samples included in this study is unknown,
warns for caution in drawing conclusions about
the sexual dimorphism of SH and Krapina
samples. Future studies about the sexual
dimorphism of canine tissue proportions in other
Middle Pleistocene populations may allow for a
more precise assessment of this matter.
Likewise, new studies on the intersexual
variability of cranial or postcranial structures of
extinct populations might offer information that
helps to understand how the sexual dimorphism
has changed through human evolution.

Conclusions

This paper discusses the sexual dimorphism
of the canine dental tissue proportions of the
Atapuerca-Sima de los Huesos hominins. The
sample includes 32 canines of at least 17
specimens that belong to the same biological
population. The dental tissue patterns of Sima de
los Huesos and Krapina canines have allowed us
not only to ratify the sex estimation of the
individuals previously allocated in the literature
but also to estimate the sex in the youngest
individuals, isolated teeth and the teeth that were
extensively worn. The results obtained from the
SH sample show a sex ratio of 5:9 (Nm:Nf).
Even though we can be observed a higher female
representation in our dental sample, from a
statistical point of view we cannot discard that
the original sample was balanced. Additionally,
our results do not support that Middle
Pleistocene populations had an intersexual
variation (CV) in their permanent canines dental
tissue proportions higher than in modern
humans. Future studies of the SH hominins, as
well as other European Middle Pleistocene
samples, would help us to further test this
hypothesis.
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APPENDIX A. Description of Sima de los Huesos (SH) individuals included:
previous studies sex assignation

Twenty-two of the upper and lower canines included in this study are related to some
maxillary or mandibular element and can be assigned to a particular individual from
SH. Likewise, an upper canine (AT-1757) has been associated with Cranium 17. The
sex of ten of these individuals has been estimated through their quantitative and

qualitative features as described below.

Individual I. This individual is associated with the AT-1 mandible, which includes
six dental pieces (M1-M3). Another eight insolated teeth, including central and lateral
incisors, canines and the first premolars, are also related to this individual. According to
tooth wear and the stage of dental formation, it has been determined to have an
estimated age of death of 19 years old (Bermidez de Castro and Nicolas, 1997). The
individual I small tooth size, in particular of its canines, has made it was considered as a
female (Aguirre and de Lumley, 1977; Bermtdez de Castro, 1986; Bermudez de Castro
and Nicolas, 1997; Bermudez de Castro et al., 2001). In the same way, Rosas (1995,
1997, 2002) considered mandible AT-1, represented by a mandibular corpus without
rami, belongs a female. Although this mandible has a medium size, the quantitative
variables gave rise 100% female allocation. Additionally, all morphological features,

except for the anterior marginal tubercle, indicate a female assignation.

Individual II. Five upper and eleven lower isolated teeth are associated with this
individual. Additionally, the mandible AT-2, represented by a fragment of the right side
of the mandibular body, is also associated with the Individual II and includes several
dental pieces. This individual is considered as a young individual with an estimated age
at death of nearly 15 years old (Bermudez de Castro and Nicolés, 1997). The Atapuerca
II individual has small teeth, especially its premolars, nevertheless the lower canines are
relatively larger, so the sex of this individual could not be conclusively estimated
through its dental dimensions (Bermudez de Castro, 1986; Bermtidez de Castro et al.,
2001). On the other hand, Rosas (1995, 1997) consider AT-2 mandible present male
features, although, due it belongs to a sub-adult, this conclusion should be taken with

caution.
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Individual III. The mandible AT-3 is associated with this individual, as well as some
maxillary fragments (AT-1100+AT-1111+AT-1197+AT-1198) including the right
alveolar process of maxilla extending from the midline to M1; the complete right
margin of the nasal aperture; and the right frontal process plus the superior half of the
left nasal bone plus the left maxilla, lacking most of the zygomatic process (Arsuaga et
al., 1997). Furthermore, twenty-two teeth are considered to belong to this individual: 16
isolated pieces, five appears associated with the AT-1100 maxillar fragment and one
lower tooth with the AT-3 mandible. Individual III lacks upper canines, but have two
lower canines. The incisors, premolars and lower canines of this individual have very
small dimensions, especially the BL diameter, so there have been no difficulties in
considering Atapuerca IIl as a female (Bermtudez de Castro, 1986; De Castro and
Nicolas, 1995; Bermtudez de Castro et al., 2001). To the same conclusions came Rosas
(1995, 1997) and Rosas et al. (2002) when analyzed AT-3 mandible. Despite this
mandible preserved only a few of the morphological features assessed in these studies,
the percentage of sex attribution obtained from size measurements gave rise a 100% a
female determination. Bermtidez de Castro and Nicolas (1997) estimate the age at death

of this individual of 16-18 years.

Individual V. This fully adult individual (age at death: 30-40 years old, Bermudez de
Castro and Nicolas, 1997) is associated with the Cranium 15. Likewise, it seems to fit in
with the unpublished left hemi-mandible AT-6726, which preserves the P3 to M3
(Arsuaga et al., 2014). Thirteen teeth are considered to belong to Cranium 15 (including
one upper canine), 6 included in the maxillary fragment AT-1130. As Atapuerca I and
111, this individual presents very small dentition, which has caused this individual to be
regarded as a female (Bermudez de Castro, 1986; Bermudez de Castro et al., 2001). On
the other hand, the cranial capacity of the Cranium 15 has been estimated to be 1283.5
(1281-1286) cm3, the fourth-highest value of those obtained from the seventeen

craniums available in SH sample (Arsuaga et al., 2014).

Individual VII. The dentition of the individual VII is almost complete with the
absence of the upper lateral incisors and the right upper and a lower M3. The mandible
fragments AT-1957 and AT-303 are associated with this individual. Atapuerca VII
dentition presents very large dimensions which have made it be considered as a male

(Bermudez de Castro, 1986; De Castro and Nicolas, 1995; Bermudez de Castro et al.,
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2001). The mandible fragment AT-303 is also large and robust, which supports the
previous conclusions obtained from dentition (Rosas, 1995, 1997; Rosas et al., 2002).
This adult has been determined as fully adult with an age at death ranged between 26 to
30 years (Bermudez de Castro and Nicolas, 1997).

Individual X. This specimen has been considered an immature female, with an age at
death of nearly 16 years old (Bermudez de Castro and Nicolas, 1997). Ten isolated teeth
are associated with Atapuerca X, including a mandibular canine. These teeth are among
the smallest in SH sample, which have been determined to belong to a female individual
(Bermudez de Castro and Nicolas, 1997; Bermidez de Castro et al., 2001). Rosas
(1995, 1997) and Rosas et al. (2002) also considered that the mandibular fragment AT-
172, associated with this specimen, belongs to a female. Since only a few of the
morphological features were preserved, the sex of this fragment was estimated base on

its size.

Individual XII. The specimen XXII from Atapuerca corresponds to an adult of 20
years of age at death (Bermudez de Castro and Nicolds, 1997). The mandibular
fragments associated with this individual are the following: AT-300 and AT-4147. AT-
300 is the right half of a mandible with the complete dental series present, except for the
central incisor. AT-4147 includes all the left series except for the incisors. This
individual’s teeth are very big and have been considered to belong to a male (De Castro
and Nicolas, 1995; Bermudez de Castro et al., 2001). On the other hand, AT-300
dimensions are in an intermediate position in the sample distribution. Nevertheless, the
strong development of certain discrete traits suggests that Atapuerca XII might be

considered as a male (Rosas et al., 2002).

Individual XV. Only the lower dentition of this specimen is available. Seven lower
isolated teeth are associated with Atapuerca XV, whereas another three are included in
AT-2193 mandible. This individual has been considered to be a female due to their teeth
crown area dimensions (Bermudez de Castro et al., 2001) and because most of the
morphological features of its mandible indicate a female condition (Rosas et al., 2002).
However their mandibular and dental dimensions are in the middle of the sample
distribution, which together with its young age (17 years of age at death; Bermtdez de

Castro and Nicolas, 1997), makes this sex allocation should be taken with caution.
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Individual XVI. Individual XVI is associated to the Cranium 9, which is a very
complete cranium with an estimated cranial capacity which is among the lowest values
of the SH sample (1201cm3, values range: 1192-1210 ¢cm3) (Arsuaga et al., 2014).
Because of this Arsuaga et al. (2014) considered this cranium belongs to a female.
Individual XVI has also been associated with a complete dental series, except for the
upper right canine and the left lower M2 and M3. Some of these teeth are included in
different maxillary and mandibular fragments. Neither the studies based on its dentition
nor its mandibular features have gotten to estimate the sex of this individual (Bermtdez
de Castro et al., 1993; Rosas, 1995; Rosas et al., 2002). Based on the state of dental
maturation, its age at death would be around 14 years old (Bermtidez de Castro and

Nicolas, 1997).

Individual XVIII. This individual has complete upper and lower dental series.

Despite that, no mandibular, maxillary or cranial fragment has been associated with it.
Through the dental formation stage (the four deciduous M2 are present) it has been
determinate an age at death between 9 and 11 years old (Bermudez de Castro and
Nicolas, 1997). Its canines size is near the middle of the SH sample distribution
(Bermudez de Castro and Nicolas, 1997). The available data about Atapuerca XVII does

not allow establishing the sex of this specimen in an accurate manner.

Individual XX. This specimen is associated with the well-preserved Cranium 6,
which is almost complete. The cranial capacity of this cranium was measured with
millet seeds, obtaining a value of 1220 cm3 (Arsuaga, 1993), which is near the mean of
the SH sample (1232 cm3; n = 15) (Arsuaga et al. 2014). The upper dentition is also
nearly complete, except for the right P4 and both M3. There is a set of lower teeth
associated with Atapuerca XX, but the corresponding mandible has not been found yet.
This individual has been considered as a male individual based on dental evidence, as
well as its age at death has been estimated around 14 years old (Bermudez de Castro and

Nicolas, 1997).

Individual XXII. The best-preserved mandible (AT-605) in the SH sample is

associated with this specimen. AT-605 is a very large mandible with a high ramus
located almost perpendicular to the alveolar plane (Rosas, 1995). Not only the large size
of this mandible but also its discrete traits become it as a representative of a male

morphology (Rosas et al. 2002). AR-605 conserved the molar teeth of both sides, as
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well as another nine lower isolated teeth, except for the left canine. The upper dental
series is also nearly complete, except for the right first incisor and the right canine.
Three pieces are included in the maxillary fragments AT-4156 and AT-4151. The large
dental size of Atapuerca XXII teeth has also made it was considered as a male
(Bermudez de Castro et al., 2001). Finally, the dental wear and formation stage have
allowed estimating an age at death of 25 years old (Bermtidez de Castro and Nicolas,
1997).

Individual XXIII. This individual is associated with the mandible AT-607, which is
nearly complete and includes much of the dental series, lacking only de left I1. On the
other hand, Cranium 16 is also associated with this specimen and preserves the right
maxilla with the teeth from C to M3 (Arsuaga et al., 2014). This cranium cranial
capacity has been estimated to be 1236 (1226-1246) cm3, close to the population mean
(1232 cm3) (Arsuaga et al., 2014). The individual XXIII has been sexed as a female
through dental evidence (Bermudez de Castro, 1995; Bermudez de Castro and Nicolas,
1997; Bermudez de Castro et al., 2001), whereas Rosas (1995, 1997) considered AT-
607 as a male. However, in a later and more complete study carried out by Rosas et al.
(2002), they established that this mandible belongs to a female individual with a
percentage of sex attribution above 95%. “Specifically, smooth development of
muscular and structural rveliefs, as well as a ramus flexion near the condyle, suggest
female attribution” (Rosas et al., 2002). Finally, this individual has been considered as a

late adolescent (age at death: 17 years old) (Bermudez de Castro and Nicolas, 1997).

Individual XXIV. This individual preserves an upper canine and nine isolate

mandibular teeth, including both lower canines. The mandible AT-509, in which the
external portion of the alveolus of the M3 is exposed (Rosas, 1995), seems to be also
associated with this specimen, allowing determine an age at death of 22 years old
(Bermudez de Castro and Nicolas, 1997). The sex of this individual has not been

estimated in previous studies.

Individual XXV. This individual has a complete lower dental series, which includes

both deciduous M2. The age at death of Atapuerca XXV has been estimated to be 17
years old (Bermudez de Castro and Nicolas, 1997). The sex of this individual has not

been estimated in previous studies.
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Individual XXVII. AT- 772 maxillary fragment (including right P3-M2 dental series)

and AT-792 mandibular fragment (including both P3-M3 dental series, except for left
M2) are associated with this individual, as well as other five isolated teeth. Based on
dental evidence, Bermudez de Castro (1995) and Bermudez de Castro and Nicolas
(1997) sex allocated this individual as a male. Likewise, based on AT-792 mandible
size (a percentage of sex attribution higher than 82%) and its morphology, Rosas (1995,
1997) and Rosas et al. (2002) considered this mandible as a representative male. The
age at death of this specimen is ranged between 26 and 30 years old (Bermudez de

Castro and Nicolas, 1997).

Individual XXVIII. AT-950 mandible belonged to an adult (age at death: 18 years
old; Bermudez de Castro and Nicolas, 1997) considered as the individual XXVIII. AT-

950 falls in the middle of the distribution regarding its size and presents a smooth
development of a majority of features, which maintain it in an undifferentiated position
(Rosas et al., 2002). The lower molar teeth are the only dental pieces to be in place, the
remainder thirteen teeth associated with this specimen are isolated, including two upper

and one lower canine.

Cranium 17. This cranium has not been yet associated with any individual. It is
almost complete and includes the right and left C-M3 dental series. The preserved upper
right M3 is fully functional, indicating that this cranium belonged to an adult individual
(Arsuaga et al., 2014). The cranial capacity estimated for Cranium 17 is 1218.5 (1211-
1226) c¢cm® below the SH mean, being among the lowest values within the sample
distribution (Arsuaga et al., 2014). The sex of this individual has not been estimated in

previous studies.
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APPENDIX B. The scans parameters and measuring protocols

The isolated fossil teeth from Atapuerca were scanned using the Scanco Medical AG
Micro-Computed Tomography 80 housed at the Centro Nacional de Investigacion sobre
la Evoluciéon Humana (CENIEH) in Burgos. Scans were performed employing two 0.1
mm Copper filters and using a voltage of 70 kV and an amperage of 114 pA. The
resultant slice thickness ranged between 18 and 36 micrometers (um). Teeth included in
mandibular and/or maxillary fragments were scanned using a Phoenix v/tome/x s (GE
Measurement & Control) available in the same research center. In this case, scans were
performed by two 0.1 mm Copper filters, 100-120 kV voltage and 110-140 pA
amperage, resulting in an isometric voxel size ranging between 27 and 36 um. Micro-
CT data for the Krapina specimens (voxel size: 20-40 pum) were obtained from

NESPOS© microtomographic database.

The majority of the teeth forming the recent modern human sample were scanned
using the Phoenix microtomographic system housed at the CENIEH and the CTP-Mlab
microCT equipment set at the Multidisciplinary Laboratory of the International Centre
for Theoretical Physics (ICTP) of Trieste, Italy (Tuniz et al., 2013). All scans were
performed by two 0.1 mm Copper filters, 100-120 kV voltage and 110-140 pA
amperage. The output images have a voxel size ranging between 17 and 21 um. The
South African specimens were scanned at the South African Nuclear Energy
Corporation (Necsa), Pelindaba, using a Nikon XTH 225 ST equipment according to the
following parameters: 100 kV voltage and 100 pA amperage. The final volumes were

reconstructed with an isotropic voxel size ranging between 40.8 and 50.8 um.

Image processing was performed using the Amira 6.0.0 software (Visage Imaging,
Inc.). Dental tissues (enamel, dentine-pulp complex) were semi-automatically
segmented using the Watershed Segmentation Tool and through manual editing. A Non-
Local Means Filter was also applied. Small fractures and cracks were virtually filled in.
We considered the cervical line as the fundamental morphological feature to isolate the
crown and root (Benazzi et al., 2014). After anatomically orienting each tooth (Appx.B
FigurelA,C), we drew a straight line between the enamel maximum cervical extensions
in the mesio-distal plane in all of the stacks of images (Appx.B FigurelB). Finally, we
made some corrections in the bucco-lingual planes (Appx.B FigurelD). Accordingly,

only the dentine contained in the enamel cap was classed as coronal dentine (Appx.B
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Figurela,b), which was limited to the base by a curve with a smooth surface (Appx.B
Figurelc) and isolated from the root (Appx.B Figureld). For technical details, see
(Garcia-Campos et al., 2018b, 2018a, 2019).

AB Figure 1. Crown isolation. Canine in its anatomical position: lingual view (A), mesial view (C). Line
which defines the lower limit of the crown in a mesio-distal plane (B), and in a bucco-lingual plane (D).

Isolated volumes: enamel cap (a), coronal dentine (b), which was limited on the base by a curve with a

smooth surface (c) and the root volume (d). Figure obtained from (Garcia-Campos et al., 2018b).
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APPENDIX C. Validation process of the sexual estimation methodologies

To assess the accuracy of the sexual estimation methodologies employed, we also
applied them to a subsample of modern humans including the European specimens of
our original sample. This subsample derives from the anthropological forensic
collection housed at the Escuela de Medicina Legal of Madrid, which includes 39

individuals (16 females, 23 males), all of them are adults aged between 20 and 55.

Firstly, we applied the mean method (MM) to the subsample. Dental tissue
proportions values for each individual were compared to the corresponding mean value
and the percentage of variation ((xi-p)/p x100) was assessed. If the individual’s value
was higher than the mean, the sex was determined to be male, except for the average
and relative enamel thickness (3DAET and 3DRET) and the relative outer enamel
complexity (OES/EDIS), in which case the sex was determined to be a female. We
considered that a value differed from the mean when the percentage of variation was
higher than 5%. For the final assignation, the most frequent result and the values of the
percentage of variation were taken into consideration. In extensively worn teeth, the sex
estimation was based only on Vr and/or BS values. The sex of 42 out of the 58 upper
and lower canines assessed was estimated through the MM. Forty out of them were
correctly assigned. Therefore, the percentage of accuracy was 68.97%, the sex of the
3.45% of the teeth were incorrectly estimated, and the sex of the 27.59% (16 canines)

could not be estimated.

Then the Hierarchical cluster analysis (HCA) was employed. Two datasets were
analyzed. The first includes the variables from the crown, susceptible to tooth wear. The
second includes the root volume (Vr) and the basal surface (BS), variables not
susceptible to dental wear. The results of this analysis are in AC Figure 1. Through the
employment of the first dataset (AC Figure 1A, C) the sex of the 79.31% of the canines
assessed were correctly estimated, whereas employing the second dataset (AC Figure

1B, D) the percentage of accuracy increased to the 89.66%.

Taken into account the results of both methodologies, we correctly assigned 32 out
of the 39 individuals of the subsample (82.05%). On the contrary, the sex of four
individuals was incorrectly estimated (10.26%) and three individuals could not be

assigned to any sex.
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AC Figure 1. Dendrogram showing the results of the hierarchical clustering analysis of the European
subsample upper (A, B) and lower (C, D) canine teeth. We considered variables susceptible to dental wear
(A,C) and variables not susceptible to dental wear (B, D) separately. Ward method and Euclidean distance
from raw data were employed. Individuals assigned as a male in previous studies and/or by mean method are
represented in blue, whereas individuals assigned as a female are represented in orange.
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AD Figure 1. Dendrogram showing the results of the hierarchical clustering analysis of Krapina upper (A, B)
and lower (C, D) canine teeth. We considered variables susceptible to dental wear (A,C) and variables not
susceptible to dental wear (B, D) separately. Ward method and Euclidean distance from raw data were
employed. Only bootstrap probabilities (in red) of the main two groups generated are shown. Individuals
assigned as a male in previous studies and/or by mean method are represented in blue, whereas individuals
assigned as a female are represented in orange.
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AD Figure 2. Frequency histograms of coefficients of variation (CV, percentage scale) of each variable
and index measured in upper canines, calculated from 1000 random samples of individuals belonging to
the recent modern human sample of the same size that the Krapina fossil-sample. The vertical red line
marks the CV mean value of the whole recent modern human sample and the red shaded area shows 95%
confidence interval of this distribution. On the other hand, the black line indicates the CV the mean value
Krapina sample (KRA) hominid dental samples. Finally, the dashed black line indicates the CV the mean
value of the H.neanderthalensis sample from Buti et al. (2017) (NEA).
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AD Figure 3. Frequency histograms of coefficients of variation (CV, percentage scale) of each variable
and index measured in lower canines, calculated from 1000 random samples of individuals belonging to
the recent modern human sample of the same size that the Krapina fossil-sample. The vertical red line
marks the CV mean value of the whole recent modern human sample and the red shaded area shows the
95% confidence interval of this distribution. On the other hand, the black line indicates the CV the mean
value Krapina sample (KRA) hominid dental samples. Finally, the dashed black line indicates the CV the
mean value of the H.neanderthalensis sample from Buti et al. (2017) (NEA).
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Dimorfismo sexual del tamafo de los caninos permanentes

Durante el desarrollo de esta tesis se han empleado las imagenes obtenidas mediante mi-
cro-CT para evaluar el dimorfismo sexual del tamafio de caninos maxilares y mandibulares
de una muestra forense de sexo conocido y de diverso origen geografico. Tal y como se
detalla a continuacion, los resultados obtenidos mostraron que los individuos masculinos
de la muestra presentaban caninos de un tamafo significativamente mayor (p<0,05) que
los individuos femeninos. Esto quedé reflejado tanto en el volumen coronal (Vc), como en
la superficie basal de la corona (basal surface, BS) y en el volumen radicular (Vr). Estos

resultados concuerdan con lo observado en estudios previos.

La bibliografia disponible acerca del dimorfismo sexual presente en las dimensiones
de la corona de la denticion permanente es muy extensa (e.g., Ditch & Rose, 1972; Iscan
& Kedici, 2003; Ates et al., 2006; Acharya & Mainali, 2007; Viciano et al., 2013). Se han
propuesto diferentes variables con el fin de evaluar la variabilidad del tamafo de la corona
de esta pieza dental. Entre las medidas lineales mas empleadas encontramos los didmetros
mesio-distal (MD) y buco-lingual (BL) de la corona, medidos a partir de los protocolos des-
critos por Moorrees & Reed (1964) (e.g., Ditch & Rose, 1972; Iscan & Kedici, 2003; Ates et
al., 2006; Acharya & Mainali, 2007; Sabdia et al., 2013). Sin embargo, en muchos casos la
estimacion del tamano de la corona a partir de estas dos dimensiones se ve dificultada, en-
tre otros factores, por el desgaste dental. En respuesta a esta problematica surgieron medi-
das alternativas, como son los didmetros cervicales y los didmetros diagonales de la corona
(e.g., Hillson et al., 2005; Viciano et al., 2011, 2013). Ambas medidas ofrecen la ventaja de
poder ser evaluadas en los dientes con un mayor grado de desgaste (oclusal e interproxi-
mal), encontrdndose altamente correlacionadas entre si y con los didmetros maximos de
la corona (Hillson et al., 2005), especialmente en los dientes anteriores (Pilloud & Hillson,
2012). Todas estas dimensiones lineales resultaron ser sexualmente dimoérficas en los ca-

ninos permanentes de las poblaciones humanas modernas, presentando los individuos
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masculinos valores significativamente mayores a los observados en los individuos femeni-
nos (e.g., Ditch & Rose, 1972; Iscan & Kedici, 2003; Hillson et al., 2005; Ates et al., 2006;
Acharya & Mainali, 2007; Viciano et al., 2011, 2013; Saboia et al., 2013). Por otro lado,
Saunders et al. evaluaron en 2007 la variabilidad intersexual presente en las areas de los
diferentes tejidos dentales. Para ello, se emplearon secciones fisicas transversales obte-
nidas de una muestra de caninos y terceros premolares mandibulares permanentes. En
dicho estudio se aprecio la existencia de diferencias en las dimensiones dentales entre los
individuos masculinos y femeninos de la muestra. En particular, el &rea total de la corona
y el didmetro cervical de los caninos mandibulares mostraron diferencias significativas,

evidenciando el mayor tamario de las piezas dentales masculinas (Saunders et al., 2007).

Los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion muestran que el
volumen de las coronas (Vc) de los caninos permanentes de los individuos masculinos de
la muestra de estudio es significativamente mayor que el de los individuos femeninos (Ta-
bla 7.1 y Garcia-Campos te al. 2018a; b). Estas diferencias en el tamafio coronal también
se observan en su superficie basal (BS). Al igual que el V¢, esta variable muestra valores
significativamente mayores en los caninos superiores e inferiores de los individuos mas-
culinos (Tabla 7.1 y Garcia-Campos et al., 2018a; b). Como ocurre con los diametros cervi-
cales de la corona, la BS no se ve afectada por el desgaste oclusal y puede medirse incluso
en aquellas piezas que presentan la raiz fracturada o sin haber completado su crecimiento.
A pesar de ello, el posible dimorfismo de la BS nunca ha sido evaluado en los caninos en
estudios previos. La razén puede encontrarse en la dificultad metodologica que radica en
la definicién de esta variable. El protocolo empleado para la separaciéon de la corona y la
raiz influye de manera notable en la medida de la BS. Su eleccion se ve dificultada por la
particular morfologia de los caninos, los cuales presentan una marcada curvatura en su
linea amelocementaria. En esta tesis doctoral hemos aplicado el enfoque expuesto por Be-
nazzi et al. (2014) por ser el que mejor se ajusta a la compleja morfologia del canino, y en
el cual la base de la corona queda definida por una curva de superficie lisa que se ajusta a la
morfologia de su linea cervical. Para ello, hemos elaborado un nuevo protocolo que queda
descrito en el capitulo de Metodologia, y que puede ser aplicado facilmente empleando
la mayoria de los programas informaticos de visualizacion y edicién de imagenes de mi-
cro-CT. El resultado obtenido es la definicion de una variable marcadamente dimorfica

que presenta la ventaja de poder ser evaluada en un mayor nimero de contextos.

Al contrario de lo que ocurre con las dimensiones de la corona, muy pocos estudios han
explorado el dimorfismo sexual presente en las dimensiones de la raiz (Garn et al., 1979; Alt
et al., 1998; Harris & Couch, 2006; Zorba et al., 2013; Kazzazi & Kranioti, 2017). La funcion
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de las raices es transmitir las fuerzas producidas durante la masticacion desde la superficie
de oclusion de la corona hasta los puntos de apoyo del hueso alveolar. Estas estructuras pue-
den resultar de especial interés para el estudio del dimorfismo sexual ya que estas fuerzas
tienden a producirse con mayor intensidad en los individuos masculinos haciendo necesaria
una mayor sujecion (Harris & Couch, 2006). Ademas, no solo la corona dental es resistente
frente a un gran nimero de procesos destructivos, sino que la raiz también presenta una alta
probabilidad de ser hallada en buen estado de conservacién gracias, entre otros factores, a
la proteccion que le ofrecen los huesos maxilares y mandibulares. Asimismo, es muy raro
gue la raiz aparezca afectada por el desgaste que implica la masticacion. Es por ello que el
estudio de las raices dentales ha despertado el interés de algunos autores, los cuales han
evaluado el grado de dimorfismo sexual presente en la longitud de las mismas, empleando
para ello radiografias de diversas piezas de la denticion permanente (Garn et al., 1979; Ha-
rris & Couch, 2006) o tomando las medidas directamente de los restos esqueléticos (Alt et
al., 1998; Zorba et al., 2013). Estos estudios hallaron que la longitud de la raiz presenta un
alto grado de dimorfismo sexual, sugiriendo que las variables derivadas de la misma pueden
emplearse para estimar el sexo en poblaciones modernas (Garn et al., 1979; Harris & Couch,
2006; Zorba et al., 2013; excepto en Alt et al., 1998). Mas recientemente Kazzazi y Kranioti
(2017) estudiaron el dimorfismo sexual del volumen de la raiz de la denticién permanente de
una muestra arqueoldgica irani. Igual que en el caso anterior, en este estudio se apreciaron
diferencias significativas en el volumen de las raices, siendo los valores medios de los indivi-

duos masculinos més altos que los de los individuos femeninos.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral concuerdan con los obtenidos por Ka-
zzazi y Kranioti (2017). El volumen de la raiz (Vr) de los caninos permanentes de los in-
dividuos masculinos de la muestra es significativamente mayor que el de los individuos
femeninos (Tabla 7.1 y Garcia-Campos et al. 2018a; b). Este hecho puede apreciarse tanto
en las piezas maxilares como en las piezas mandibulares. Del mismo modo, se ha observa-
do que en la muestra forense estudiada el volumen de la corona representa un porcentaje
significativamente menor del volumen total del diente (Vc/Vt) en los hombres con respec-
to a las mujeres, lo que indirectamente implica una mayor prominencia de sus elementos

radiculares (Tabla 7.1 y Garcia-Campos et al. 2018a; b).

Algunos estudios han hallado una correlacién positiva entre el volumen total de la
dentina, asi como de la longitud y del volumen de la raiz, y la morfologia craneofacial
(Kupczik & Hublin, 2010; Lieberman, 2011). Esto implicaria que la dentinay el tejido éseo
podrian estar respondiendo de manera similar frente a las diferentes senales fisiologicas

producidas durante el desarrollo del individuo, lo que no seria descabellado, ya que am-
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bos tejidos presentan un desarrollo ontogénico comuin y una composicién quimica simi-
lar. El eje Hormona de Crecimiento (GH)/Factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I)
podria estar detras de esta asociacion. Este eje hormonal es un importante regulador del
crecimiento y el desarrollo postnatal (Giustina & Veldhuis, 1998), y tiene una importante
influencia en el metabolismo de los tejidos 6seos y orales (Slootweg, 1993). GH actta di-
rectamente sobre los osteoblastos estimulando la formacién 6sea (Nishiyama et al., 1996).
Del mismo modo, esta hormona es capaz de inducir la proliferacién de las células de la
vaina radicular epitelial de Hertwig (Young et al., 1992). El eje hormonal GH/IGF-I po-
dria, por tanto, estar actuando de intermediario durante el desarrollo de ambos tejidos,
haciendo que robustez craneal y postcraneal observada en los individuos masculinos de
las poblaciones actuales (e.g., Bass, 1971; Krenzer, 2006; Larsen, 2010; Dirkmaat, 2012)
aparezca a su vez acompafnada de un mayor desarrollo de su componente de dentina, y en

concreto de sus raices dentales.

Tanto el volumen de la corona (Vc) como el volumen de la raiz (Vr) son significati-
vamente mayores en los hombres de la muestra estudiada en esta tesis doctoral y, como
resultado, también lo es el volumen total de sus caninos permanentes (Vt). En los ultimos
afos, muchos autores han medido el volumen total de las diferentes piezas de la denticion
permanente a partir de imagenes tomograficas (Vandevoort et al., 2004; Aboshi et al.,
2005; Yang et al., 2006; Someda et al., 2009; Star et al., 2011; Tardivo et al., 2011, 2015;
Sakuma et al., 2013; De Angelis et al., 2015a; b). El objetivo de la mayor parte de estos
estudios ha sido evaluar la existencia de una posible correlacion entre la edad cronolégica
y el indice Vp/Vt (Vp: volumen total de la cdmara pulpar; Vt: volumen total del diente).
Esta posible correlacion se produciria por la deposicion de dentina secundaria en la ca-
mara pulpar a lo largo de la vida de los individuos (e.g., Vandevoort et al., 2004; Aboshi
et al., 2005; Yang et al., 2006; Someda et al., 2009; Star et al., 2011; Sakuma et al., 2013;
De Angelis et al., 2015a). En concreto, algunos autores se han centrado en el estudio de
los caninos permanentes (Tardivo et al., 2011, 2015; De Angelis et al., 2015a; b). Parte de
estos estudios han evaluado, ademas, el dimorfismo sexual presente en el volumen total
del diente (Tardivo et al., 2011; De Angelis et al., 2015b). Tardivo et al. (2011) y De Angelis
et al. (2015a; b), con el fin de elaborar una metodologia de estimacion de la edad y del sexo
a partir de modelos tridimensionales de caninos mandibulares y maxilares, emplearon las
variables: Vt, Vp y Vp/Vt. En ambos estudios se concluyé que el volumen total de los ca-
ninos permanentes era una variable altamente dimorfica y muy eficaz a la hora de estimar
el sexo en poblaciones actuales (promedio de asignaciones correctas: 100%, Tardivo et al.,
2011; 80,5%, De Angelis et al., 2015b).
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71.2
Dimorfismo sexual de las proporciones histologicas de los caninos permanentes

El efecto que los genes ligados a los cromosomas sexuales, asi como la influencia que las
hormonas esteroideas parecen tener sobre el desarrollo de los diferentes tejidos dentales
han sido respaldados por las evidencias obtenidas en diversos estudios (e.g., Alvesalo et
al., 1991; Smith et al., 2006; Alvesalo, 2009; Ribeiro et al., 2012, 2013; Pentinpuro et al.,
2014, 2017). Es por ello que muchos autores se han centrado en explorar la variabilidad
intersexual presente en las dimensiones del esmalte y la dentina coronal de la denticion de
las poblaciones humanas modernas, con el fin de discernir el origen del dimorfismo sexual
presente en el tamafo de la corona de la denticion permanente (Stroud et al., 1994; Harris
& Hicks, 1998; Schwartz & Dean, 2005; Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007; Feeney,
2009; Feeney et al., 2010; Sorenti et al., 2019).

Por un lado, el dimorfismo sexual presente en el grosor lateral del esmalte ha sido
evaluado en premolares y molares mandibulares por Stroud et al. (1994) y en incisivos
maxilares por Harris & Hicks (1998). En ambos casos se emplearon radiografias clini-
cas. Por otro lado, Schwartz y Dean (2005), Smith et al. (2006) y Saunders et al. (2007)
estudiaron el area de los diferentes tejidos dentales a partir de secciones fisicas trans-
versales de las coronas de molares, premolares y caninos. En estudios mas recientes se
emplearon modelos tridimensionales obtenidos a partir de imagenes de micro-CT. Fee-
ney et al. (2010) emplearon secciones transversales, en este caso virtuales, para evaluar
las dimensiones 2D del esmalte y del complejo dentino-pulpar coronal de los caninos y
premolares pertenecientes a una muestra de Indonesia. También a partir de secciones
transversales de la corona obtenidas por micro-CT, Sorenti et al. (2019) evaluaron el
dimorfismo sexual presente en las proporciones histoldgicas en una muestra de molares
mandibulares de una coleccion forense espafiola. En términos generales y con indepen-
dencia de la técnica empleada, estos estudios observaron un patréon dimérfico comiun: la
denticién permanente de los individuos masculinos presenta un complejo dentino-pul-
par coronal de mayores dimensiones en comparacion con la de los individuos femeni-
nos, mientras que su grosor de esmalte es menor (Stroud et al., 1994; Schwartz & Dean,
2005; Smith et al., 2006; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010; Sorenti et al., 2019).
Se observé a su vez que este patron se expresa en mayor o menor medida en funcién de
la clase dental analizada, siendo éste especialmente marcado en los caninos (Stroud et
al., 1994; Schwartz & Dean, 2005; Smith et al., 2006a; Saunders et al., 2007; Feeney et
al., 2010; Sorenti et al., 2019).
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En esta tesis doctoral se incluyen los primeros estudios en los que las dimensiones tri-
dimensionales (voliumenes y superficies tridimensionales) del esmalte y el complejo den-
tino-pulpar se emplean con el fin de evaluar el dimorfismo sexual presente en los caninos
permanentes de una amplia muestra forense de sexo conocido y de diverso origen geogra-
fico (ver Garcia-Campos et al, 2018a; b). Los resultados obtenidos en este estudio mostra-
ron que los individuos masculinos de la muestra presentaban un complejo dentino-pulpar
de mayores dimensiones que el de los individuos femeninos (Tabla 7.1 y Garcia-Campos et
al. 2018a; b). El analisis de comparacion de medias empleado (analisis ANOVA, o T-Stu-
dent, cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad y/u homocedasticidad) sacé
a la luz que estas diferencias eran significativas (p<0,05) tanto en las variables absolutas
(volumen total del complejo dentino pulpar, Vtdp; volumen del complejo dentino pulpar
coronal, Vedp; area de la superficie de union entre el esmalte y la dentina, EDJS) como
en las variables relativas (Volumen relativo del complejo dentino-pulpar, Vcdp/Vc) re-
lacionadas con dicho complejo. Esto se observé tanto en los caninos maxilares como en
los mandibulares. Por otro lado, ademas del andlisis de comparacién de medias estandar,
se empleo un analisis paramétrico de covarianza, 0 ANCOVA, cuando las caracteristicas
de las muestras lo permitieron (se ajustaban a una distribucion normal y eran homoce-
dasticas). Este procedimiento estadistico, fruto de la combinacién del anélisis ANOVA y
de la regresion lineal, permiti6 eliminar la heterogeneidad causada por la influencia del
tamanfo (covariable: volumen total del diente, Vt) en las variables sobre las que se aplico.
Los resultados del analisis ANCOVA confirmaron los resultados obtenidos por analisis de
comparacion de medias en el caso de los caninos maxilares, no siendo asi en el caso de los
caninos mandibulares. Aunque el Vtdp de estos caninos present6 resultados significativos
(p<0,05) en el analisis ANCOVA, Vcdp y EDJS no lo hicieron. Esto podria estar indicando
que el complejo dentino-pulpar coronal es mayor en los individuos masculinos porgue sus
caninos presentan un mayor tamafio, no porque proporcionalmente presenten un comple-
jo dentino-pulpar coronal de mayores dimensiones. Los resultados obtenidos del anélisis
ANCOVA podrian contradecir, por tanto, los datos del indice Vcdp/Vc. Sin embargo, hay
gue tener en cuenta que la variable empleada para controlar el efecto del tamafio es dife-
rente en ambas aproximaciones: Vc en el indice Vcdp/Vc y Vt en el analisis ANCOVA.

Con respecto al componente de esmalte, se observo que las dimensiones absolutas del
mismo (volumen de la cipula de esmalte, Ve; y area de la superficie externa del esmalte,
OES) eran mayores en los individuos masculinos (Tabla 7.1 y Garcia-Campos et al. 2018a;
b). Estas variables arrojaron resultados significativos (p<0,05) en el anélisis de compa-

racion de medias (a excepcién de Ve en los caninos mandibulares). El analisis ANCOVA
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solo pudo aplicarse a estas variables en el caso de los caninos mandibulares, ya que en los
caninos maxilares no se cumplian los supuestos de normalidad y/u homocedasticidad. Los
resultados obtenidos del analisis ANCOVA mostraron que al controlar el efecto del tamafio
tanto el volumen (Ve) como el area de la superficie exterior del esmalte (OES) presentaban
valores significativamente mayores (p<0,05) en los individuos femeninos de la muestra.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos del grosor medio (3DAET) y el grosor rela-
tivo (3DRET) del esmalte. Ambos indices presentan valores mas elevados en los individuos
femeninos, tanto en los caninos maxilares como en los caninos mandibulares, siendo estas
diferencias significativas (p<0,05; a excepcion de 3DAET en los caninos maxilares). Por
tanto, se podria hipotetizar que el componente de esmalte presenta mayores dimensiones
en los caninos de los individuos femeninos que en los de los individuos masculinos. Sin
embargo, debido a que sus dientes son, por lo general, mas pequerios, este hecho solo puede
apreciarse en términos relativos o de proporcién, o dicho de otro modo, cuando se elimina

la heterogeneidad causada por las diferencias en el tamafio de los caninos de ambos sexos.

Por ultimo en este estudio se valoro la relacion existente entre el tamafio de las su-
perficies de ambas estructuras dentales a través del indice OES/EDJS (Tabla 7.1 y Gar-
cia-Campos et al. 2018a; b). La presencia de un mayor grosor de esmalte (3DAET, 3DRET)
en las piezas dentales de los individuos femeninos podria estar relacionado tanto con una
cUpula de esmalte de mayores dimisiones como con un complejo dentino-pulpar menos
prominente (Grine, 2005; Smith et al., 2006). Tal y como se ha mencionado anteriormen-
te, al valorar OES y EDJS de forma independiente se pudo apreciar que ambas variables
presentaban valores significativamente mayores en los individuos masculinos, lo que era
de esperar debido a su tamafio. Sin embargo, cuando se control6 el efecto del tamafio a
través del anéalisis ANCOVA se observo que los caninos maxilares y mandibulares de los
individuos femeninos y masculinos de la muestra presentaban una EDJS de dimensiones
similares, mientras que OES era significativamente mayor (p<0,05) en los individuos fe-
meninos. Este hecho concuerda con los resultados obtenidos para el indice OES/EDJS, los
cuales resultaron ser significativamente mas elevados (p<0,05) en los individuos femeni-
nos de la muestra. Por tanto, en el caso de los caninos, la presencia de un mayor grosor de
esmalte en las coronas de los individuos femeninos podria deberse a la presencia de una
cUpula de esmalte de mayores dimensiones desde un punto de vista relativo y no tanto a
una disminucion de las dimensiones del componente de dentina. Este hecho también fue
observado por Smith et al. (2006, p. 985) en los molares, los cuales afirmaron que: “fema-
les often have greater mean molar enamel cap area (...) it frequently contributes to greater

average(and/or relative) enamel thickness”.

242 CECILIA GARCIA CAMPOS



Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral parecen sefalar al complejo denti-
no-pulpar coronal como el principal factor causante del dimorfismo sexual presente en el
tamano de la corona de los caninos permanentes. En cambio, el volumen del esmalte no pa-
rece contribuir de manera significativa en las diferencias de tamafio observadas en la denti-
cion de los individuos masculinos y femeninos. Por otro lado, la presencia de un mayor gro-
sor de esmalte en los caninos femeninos parece deberse principalmente a que éstos cuentan
con una cupula de esmalte de mayores dimensiones desde un punto de vista relativo.

Como se ha mencionado anteriormente, son escasos los estudios sobre dimorfismo
sexual de las proporciones histoldgicas de los caninos permanentes (Schwartz & Dean,
2005; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010). En estos estudios se emplearon, princi-
palmente, secciones transversales fisicas (Schwartz & Dean, 2005; Saunders et al., 2007)
asi como secciones transversales virtuales (Feeney et al., 2010) de los mismos. Los resul-
tados de estos trabajos permitieron apreciar el mismo patréon de dimorfismo sexual que
el descrito en nuestras investigaciones, sin embargo, en algunos casos, las diferencias en
las dimensiones de los diferentes componentes histoldgicos de la corona resultaron ser
no significativas desde un punto de vista estadistico (Schwartz & Dean, 2005; Feeney et
al., 2010). Las discrepancias observadas entre los resultados de dichos estudios y los de la
presente tesis doctoral, estarian, por tanto, relacionadas con la magnitud de las diferencias
observadasy no tanto con la direccionalidad de las mismas. Este hecho puede tener un ori-
gen metodolégico. En términos generales, las magnitudes tridimensionales son considera-
das mas adecuadas para evaluar las proporciones de los tejidos dentales en comparacion
con las variables bidimensionales (e.g., Martin, 1985; Molnar et al., 1993; Shellis et al.,
1998; Benazzi et al., 2014). Ya en 1985, en su famoso estudio en el que se describieron las
variables bidimensionales que se emplean en la actualidad, el propio Martin sugirié que:
“The most useful measurement of the amount of enamel on a tooth would be the volume
of the tissue. This could be expressed as a thickness by dividing the volume of enamel by
the surface area of the enamel/ dentine junction over which the enamel formed (...) Such
a measurement can be approximated by dividing the area of the enamel cap exposed by a
single saw cut through the tooth by the length of the enamel/ dentine junction over which
it formed” (Martin, 1985, p. 1). Ante la ausencia de técnicas adecuadas que permitieran
evaluar los volimenes de los componentes histoldgicos dentales de manera no destructiva,
las variables bidimensionales descritas por Martin (1985) fueron creadas, por tanto, con
el objetivo de estimar el volumen real de los tejidos dentales coronales. Sin embargo, en
funcién de la anatomia de cada pieza dental, la pérdida de dimensionalidad que acarrean

dichas variables puede afectar a los resultados obtenidos. Olejniczak et al. (2008a; b) y
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Benazzi et al. (2014) observaron que las variables bidimensionales de la corona tienden
a sobreestimar o subestimar las dimensiones de ciertos componentes histolégicos. Los
mismos resultados se obtuvieron en un estudio preliminar incluido en esta tesis doctoral
y que queda descrito en el capitulo de Metodologia. En este estudio preliminar, con el fin
de evaluar las posibles similitudes o diferencias presentes en los resultados obtenidos de
las variables bidimensionales descritas por Martin (1985) y los volimenes de los compo-
nentes histologicos dentales (Olejniczak et al., 2008a; b), se midieron ambos grupos de va-
riables empleando para ello una muestra forense de los caninos mandibulares. Se observé
que, a pesar de que los resultados coincidian, las dimensiones bidimensionales de ciertos
tejidos se encontraban sobreestimados o subestimadas (ver Figura 3 de Garcia-Campos et
al., 2018a). Podemos encontrar una posible explicacion a este hecho en los mapas de dis-
tribucion del esmalte (Figuras 7.1y 7.2). Los mapas tridimensionales de distribucion del
esmalte muestran el resultado del calculo de la distancia entre dos superficies trianguladas
(EDJS y OES). Los valores obtenidos se visualizan utilizando colores espectrales, donde
la mayor distancia (esmalte mas grueso) se representa con tonalidades rojizas, mientras
que las distancias menores (esmalte méas fino) se representan en azul. Tal y como puede
observarse en estos mapas, la distribucion del grosor del esmalte no se produce de manera
homogénea a lo largo de la superficie de la corona de los caninos permanentes. De hecho,
las principales diferencias entre los caninos de los individuos masculinos y femeninos se
encuentran en las crestas distal y mesial de la corona. Todo ello nos obliga a poner en
duda la capacidad de las variables bidimensionales descritas por Martin (1985) a la hora
de estimar los volumenes reales de los componentes histoldgicos de la corona de los cani-
nos permanentes. Por esa razén, las variables bidimensionales no han sido incluidas en la

presente tesis doctoral.

Una fuerte base bioldgica subyace bajo el patron histologico descrito en esta tesis doc-
toral, asi como en estudios previos. El dimorfismo sexual presente en las proporciones his-
toldgicas de los caninos permanentes es fruto de la conjuncidn de varios factores genéticos,
epigenéticos y/o fisiolégicos, cuya influencia en el desarrollo de los diferentes tejidos denta-
les, y por tanto en la proporcion en la que éstos se expresan, queda ampliamente descrita en
la extensa bibliografia disponible (ver apartado 2.3.3 del capitulo 2). Desafortunadamente,
poco se sabe sobre el papel que desempefian estos factores en la regulacion de las propor-
ciones histologicas dentales en los primates no humanos (ver Hlusko et al., 2004). Sin em-
bargo, y a pesar de ello, el patron dimorfico presente en los humanos modernos también ha
sido descrito en otras especies de hominoideos (Schwartz et al., 2001; Smith et al., 2012).

Schwartz et al. (2001) estudiaron el grosor lineal del esmalte presente en los caninos en
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FIGURA 71 Mapas tridimensionales (3D) de distribucion del grosor del esmalte de los caninos superiores. En esta
figura se representan los mapas 3D obtenidos mediante el calculo de la distancia entre dos superficies trianguladas
(EDJS y OES) en las que, para cada vértice de una superficie, se calcula el punto méas cercano a la otra superficie.
Los resultados se visualizan utilizando colores espectrales, donde la mayor distancia (esmalte méas grueso) se re-
presenta en rojo y la mas corta (esmalte mas fino) en azul. Escala de color: 0-1,45 mm. La submuestra representada
comprende: un individuo femenino europeo, UCM3 (1); un individuo masculino europeo, UCM6 (2); un individuo
femenino africano, B5714 (3); y un individuo masculino africano, B6220 (4). La mayor parte de los dientes repre-
sentados son caninos izquierdos, de los caninos derechos se muestra su imagen especular. Vistas: Bucal (B), distal

(D), lingual (L) y mesial (M).
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FIGURA 7.2 Mapas tridimensionales (3D) de distribucion del grosor del esmalte de los caninos inferiores. En esta fi-
gura se representan los mapas 3D obtenidos mediante el calculo de la distancia entre dos superficies trianguladas
(EDJS y OES) en las que, para cada vértice de una superficie, se calcula el punto méas cercano a la otra superficie.
Los resultados se visualizan utilizando colores espectrales, donde la mayor distancia (esmalte méas grueso) se re-
presenta en rojo y la mas corta (esmalte mas fino) en azul. Escala de color: 0-1,45 mm. La submuestra representada
comprende: un individuo femenino europeo, UCM31 (1); un individuo masculino europeo, UCM14 (2); un indi-
viduo femenino africano, B5892 (3); y un individuo masculino africano, B5855 (4). La mayor parte de los dientes
representados son caninos izquierdos; de los caninos derechos se muestra su imagen especular. Vistas: Bucal (B),

distal (D), lingual (L) y mesial (M).
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una muestra compuesta de especimenes de sexo conocido de los taxones Pan troglodytes,
Gorilla gorilla, Pongo pygmaeus y Homo sapiens. En este estudio pudo apreciarse que el
grosor del esmalte era mayor en las hembras de estas especies, lo cual se asocié con ma-
yores tasas de formacion de este tejido dental (Schwartz et al., 2001). Del mismo modo,
Smith et al. (2012) evaluaron las proporciones histoldgicas bidimensionales de la denticion
permanente de diferentes especies del género Pongo. Al igual que Schwartz et al. (2001),
estos autores encontraron diferencias significativas en el grosor relativo del esmalte a favor
de las hembras de la muestra, pero ademas observaron que éstas presentaban una EDJy un
area del complejo dentino-pulpar coronal de menores dimensiones. Por otro lado, Hlusko
et al. (2004) hallaron evidencias de la presencia de un patrén similar en la denticion de los
cercopitécidos. Estos autores estudiaron el grosor del esmalte radial de la cara lateral de la
corona de molares mandibulares pertenecientes a especimenes de Papio hamadryas spp.
Llegaron a la conclusion de que el grosor relativo del esmalte era una variable muy dimér-
fica en esta especie, presentando las hembras un esmalte relativamente més grueso que los
machos (Hlusko et al., 2004). Todo ello, nos hace poner el foco en las dimensiones de los
tejidos dentales, y en especial en las de los caninos permanentes, como posibles variables
de interés a la hora de evaluar el dimorfismo sexual presente, ya no solo en las poblaciones

humanas modernas, sino en el registro fosil de los grupos poblacionales del pasado.
/1.3

El potencial de las proporciones de los tejidos dentales de los caninos
permanentes para la estimacion precisa del sexo

En el contexto de las ciencias forenses, la antropologia fisica no permite realizar una iden-
tificacion positiva de los restos humanos. En cambio, esta disciplina proporciona un con-
junto de herramientas muy Utiles para la estimacién de los principales rasgos que per-
miten definir el perfil biol6gico de los restos humanos sin identificar. En este proceso de
identificacion, la estimacion del sexo del individuo resulta de especial importancia ya que
€s un paso previo necesario para el estudio de otros rasgos como la edad o la estatura, para
los cuales se emplean ecuaciones de regresion lineal que difieren en funcién de si nos en-

contramos frente a un individuo femenino o masculino (Dirkmaat, 2012).

Tradicionalmente los antrop6logos fisicos han empleado varios métodos para estimar
el sexo de restos 6seos pertenecientes a individuos adultos. Estos métodos se han basado
en la regla universal de que el tamafo de los huesos de los individuos femeninos de una
poblacién es, en promedio, mas pequefio que el de los restos 6seos de los individuos mas-
culinos. Los huesos de los varones no solo son mas grandes, sino que, por lo general, son
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también més pesados, robustos y con inserciones musculares méas pronunciadas (Dirk-
maat, 2012). Por ello, los métodos de determinacion sexual pueden desglosarse principal-
mente en métodos métricos, que se centran en las diferencias de tamafio entre los sexos, y
métodos no métricos, que evalUan los rasgos osteoldgicos generalmente caracteristicos de
hombres y mujeres.

Existe el consenso general de que la morfologia de la pelvis es el indicador mas fia-
ble para estimacion del sexo en el ser humano (Phenice, 1969; Krenzer, 2006; Dirkmaat,
2012). Esto se debe, principalmente, a la diferente funcion bioldgica que esta estructura
esquelética cumple en los hombres y las mujeres. Una btisqueda bibliografica rapida re-
vela la gran cantidad de articulos existentes basados en diferentes rasgos de la pelvis, asi
como en distintos métodos de valoracion de los mismos, los cuales se aplican empleando
muestras de diverso origen geografico (e.g., Phenice, 1969; Herrmann et al., 1990; Buiks-
tra & Ubelaker, 1994; Bruzek, 2002). Uno de los métodos no métricos méas populares para
la determinacion del sexo a través de la pelvis es el propuesto por Phenice (1969), que se
basaba en la observacidn de tres rasgos en particular. A partir de estos tres rasgos Phenice
logré una tasa de precision en la estimacion sexual del 96%. A pesar de ello, actualmente
hay un debate abierto sobre la eficacia de este método cuando se aplica en otras muestras,
asi como sobre el error intra e interobservador asociado al mismo (e.g., Lovell, 1989; Ma-
cLaughlin & Bruce, 1990; Sutherland & Suchey, 1991; Ubelaker & Volk, 2002).

Por otro lado, los rasgos morfolégicos del craneo también han sido ampliamente uti-
lizados para la estimacion sexual. Krogman, en 1955, propuso 13 rasgos craneales sexual-
mente dimorficos, de los que cinco han llamado especialmente la atenciéon de los antro-
pologos. Estos cinco rasgos fueron estudiados en profundidad por autores como Broca
(1875) y Acsadi y Nemeskeéri (1970), entre otros. Actualmente, el sistema de puntuaciones
propuesto por Buikstra y Ubelaker (1994) basado en estos cinco rasgos, es el mas comun-
mente empleado. Walker (2008) aplicé este método a muestras de europeos-americanos
modernos, afroamericanos e ingleses (n = 304), asi como a una muestra de indigenas ame-
ricanos (n = 156). Los resultados obtenidos por Walker (2008) arrojaron porcentajes de
acierto en la estimacién sexual de entre 69% y el 83% cuando se empleaba una sola varia-

ble, y de hasta un 89% cuando se considerd el resultado obtenido para mas de unavariable.

A estos métodos no métricos tradicionales, hay que afiadir otros mas atipicos, como
por ejemplo aquellos basados en rasgos de los metatarsos o las vértebras cervicales (e.g.,
Robling & Ubelaker, 1997; Wescott, 2000; Mountrakis et al., 2010), u otros mas avanza-
dos, basados en la aplicacion de la técnica de la morfometria geométrica (e.g., Kimmerle et
al., 2008; Bytheway & Ross, 2010; Gonzalez et al., 2011).
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La subjetividad que subyace en la observacién de los rasgos no métricos puede afectar
a la eficacia de los métodos basados en los mismos. Esta dependera, entre otros factores,
de la precisién con la que un rasgo determinado haya sido descrito por el autor o autores
gue lo proponen, asi como de la experiencia de los investigadores que han de valorarlo.
Como alternativa encontramos los métodos basados en caracteres sexuales cuantitativos,
0 métodos métricos, los cuales suelen ser mas objetivos, resultando en tasas mas bajas de
error intra e interobservador. Ademas, las variables cuantitativas pueden ser sometidas a
una mayor variedad de analisis estadisticos, lo que optimiza el analisis interno y externo

de los datos.

Basandose en la premisa de que dentro de cada poblacion los hombres son en prome-
dio mas grandes que las mujeres, los antropélogos han podido utilizar variables cuantitati-
vas del tamafio corporal (longitud de los huesos, dimensiones de las superficies articulares
y tamano craneal) para ayudar a determinar el sexo de restos 6seos no identificados (e.g.,
Bass, 1971; Krenzer, 2006; Larsen, 2010; Spradley & Jantz, 2011; Dirkmaat, 2012). Para
ello, en muchos de estos trabajos se emplearon analisis univariados, a partir de una Unica
variable, o multivariados, con varias magnitudes de forma conjunta, normalmente me-

diante analisis de funciones discriminantes o, con menor frecuencia, de regresién logistica.

En 2011, Spradley y Jantz utilizaron una gran muestra forense para investigar la efi-
cacia en la estimacién sexual de numerosos métodos descritos con anterioridad a partir
de diferentes variables cualitativas postcraneales y craneales. Entre otros aspectos, estos
autores observaron que, por ejemplo, la anchura epicondilar proximal de la tibia (88-89%)
y la altura de la escapula (87-89%) eran variables muy eficaces para la estimacion del sexo
en afroamericanos y en americanos de origen europeo. Por otro lado, cuando se utilizaron
analisis multivariados, el humero fue el mejor estimador del sexo para los blancos estadou-
nidenses (93,84%) y el radio para los negros estadounidenses (94,34%). Ademas, Spradley
y Jantz (2011) evaluaron diferentes métodos multivariados que empleaban diversas varia-

bles cuantitativas del craneo, apreciando entre un 90 y un 91% de clasificaciones correctas.

La mayor parte de los métodos (métricos 0 no métricos) basados en rasgos del esque-
leto craneal y postcraneal tienen en comun la necesidad de que el elemento esquelético a
valorar se encuentre completo o poco fragmentado. Sin embargo, en las ciencias forenses,
asi como en la mayoria de los contextos arqueoldgicos, es muy comun recuperar restos
humanos donde la mayoria de las estructuras esqueléticas se encuentran fracturadas o
estan ausentes. Los dientes, en cambio, suelen conservarse en mejor estado gracias a la

mineralizacién de sus tejidos (Hillson, 1996), siendo, en muchos casos, los Unicos restos
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disponibles para la identificaciéon del individuo. Es por ello, que los dientes siempre han

despertado el interés de los investigadores.

Todas las piezas de la denticiéon humana son en mayor o menor medida dimoérficas.
En términos generales, las piezas de la denticién masculina tienen un mayor tamafio que
las de la denticion femenina (e.g., Hillson, 1996; Iscan & Kedici, 2003; Pereira et al., 2010;
Peckmann et al., 2015; Irish & Scott, 2018). De entre todas ellas, la pieza dental que pre-
senta diferencias mas marcadas son los caninos (Rao et al., 1989; Hillson, 1996; Schwartz
& Dean, 2005; Acharya & Mainali, 2008; Acharya et al., 2011; Irish & Scott, 2018). Es por
ello que los caninos han sido estudiados por muchos autores con el fin de elaborar metodo-
logias de estimacion sexual. Con este objetivo se han empleado: los diametros mesiodistal
(MD) y bucolingual (BL) de su corona (e.g., Ditch & Rose, 1972; Scott, 1979; De Vito &
Saunders, 1990; Acharya & Mainali, 2007), los diametros cervicales y diagonales de su co-
rona (e.g., Hillson et al., 2005; Karaman, 2006; Cardoso, 2010; Viciano et al., 2011, 2013;
Zorbaet al., 2011, 2012; Peckmann et al., 2015) o la longitud de su raiz (Garn et al., 1978;
Zorba et al., 2013). Ademas, en la mayor parte de estos trabajos se emple6 el analisis de
funcion discriminante, alcanzando tasas de precision en la estimacién sexual comparables
a las de otras metodologias basadas en otros elementos del esqueleto craneal y postcraneal

(e.g., Ates et al., 2006; Acharya & Mainali, 2008; Hassett, 2011; Zorba et al., 2013).

En los ultimos afos, la aplicacion de la técnica de micro-CT al estudio de la denticion
humana ha supuesto una nueva oportunidad de explorar la anatomia y la estructura in-
terna de los dientes con mayor detalle de lo que se habia hecho antes, asi como de valorar
diferentes medidas lineales, bidimensionales y tridimensionales de la coronay la raiz con
mayor precision (Smith et al., 2009). Como ya se ha descrito en los apartados anteriores,
en esta tesis doctoral se han aplicado técnicas mircotomograficas a una amplia muestra
forense de sexo conocido. Por primera vez se ha explorado el potencial de las proporciones
tridimensionales (volamenes y superficies tridimensionales) del esmalte y la dentina para

la estimacién del sexo, empleando para ello un andlisis de funcion discriminante.

Por un lado, se generd un conjunto de funciones univariadas y multivariadas a partir
de las magnitudes tridimensionales de los tejidos dentales (ver material y métodos de Gar-
cia-Campos et al., 2018a; b). Se empled para ello una submuestra de caninos permanentes
compuesta por 40 caninos maxilares (19 mujeres y 21 hombres) y 41 caninos mandibulares
(20 mujeres, 21 hombres), todos ellos con un grado de desgaste menor o igual a 3 (Molnar,
1971). Se cre6 una funcidén univariada para cada variable e indice evaluado, asi como una

funcion multivariante incluyendo a todos ellos de manera combinada. Ademas se genera-
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ron funciones multivariantes empleando el método de seleccion de variables de Lambda
Wilks, aplicandolo a todas las variables e indices medidos, asi como a las variables e in-
dices medidos en la corona, de manera independiente. Por Gltimo, se testeo la eficacia de
las funciones generadas sobre la muestra original (la empleada para la creacion de dichas
funciones), se realiz6 una validacion cruzada y se aplicaron dichas funciones a una mues-
tra externa. Solo las funciones con altas tasas de aciertos fueron tenidas en cuenta en esta
tesis doctoral (valor F, p<0,01).

Tanto en los caninos maxilares como en los caninos mandibulares se obtuvieron
cuatro funciones univariantes con un alto porcentaje de aciertos (D1-D4). En los caninos
maxilares estas funciones empleaban las siguientes variables: el volumen del complejo
dentino-pulpar coronal (D1), el volumen total del complejo dentino-pulpar (D2), el area de
la EDJ (D3)y el area de la superficie basal (D4). En los caninos mandibulares, las variables
que definian las funciones eran las siguientes: el volumen total del diente (D1), el volumen
total del complejo dentino-pulpar (D2), el area de la superficie basal (D3) y el volumen de
la raiz (D4). La tasa de acierto de estas funciones univariadas para la muestra original os-
cilé entre el 82,50% y el 90,00% en los caninos maxilares y entre el 80,50% y el 87,80% en
los caninos mandibulares. Para el andlisis cruzado de validacion, la tasa de acierto oscild
entre el 82,50% y el 90,00% en los caninos maxilares y entre el 78% y el 87,80% en los
caninos mandibulares. Por ultimo, para la muestra externa la tasa de acierto fue de entre
el 87,50% y el 93,75% en los caninos maxilares y de entre el 76,92% y el 92,32% en los
caninos mandibulares. Cabe destacar que en ambas clases dentales las funciones basadas
en el area de la superficie basal y el volumen total del complejo dentino-pulpar fueron se-

leccionadas por sus altas tasas de precision.

En términos generales, las funciones multivariadas (D5, D6 y D7) resultaron ser mas
eficaces a la hora de determinar el sexo de los individuos que las funciones univariadas,
tanto en los caninos maxilares (muestra original: 87,5%- 92,50%; validacion cruzada:
80,00%-82,50%; muestra externa: 93,75%) como en los caninos mandibulares (muestra
original: 80,20%-95,10%; validacion cruzada: 85,40%- 90,20%; muestra externa: 76,92%-
84,62%). Cuando se tuvo en cuenta el resultado obtenido por las siete funciones generadas
(asignando a cada individuo un sexo especifico cuando al menos cuatro de los resultados
obtenidos indicaban «hombre» o0 «mujer») el sexo del 92,30% de las piezas dentales fue
estimado correctamente. A pesar de la eficacia de las funciones multivariantes, asi como
de la combinacién de los resultados de las siete funciones, no en todos los contextos fo-
renses, o arqueoldgicos, es posible medir todas las variables incluidas en este estudio, bien
debido al desgaste dental o bien por qué la raiz se encuentra completa o parcialmente
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fracturada. En dichos contextos las funciones univariadas pueden resultar especialmente

uatiles, en particular aquellas basadas en la superficie basal de la corona.

La tasa de eficacia en la determinacion del sexo fue mas alta en los individuos femeni-
nos que en los individuos masculinos. En estudios previos también se aprecié una mayor
dificultad a la hora de estimar el sexo de los individuos masculinos a partir de variables
coronales medidas en los caninos permanentes (Iscan & Kedici, 2003; Ates et al., 2006;
Acharya & Mainali, 2008). En concreto, Iscan y de Kedici destacaron en 2003 que “The
difficulty or the lack of dimorphism comes from male subjects” (Iscan & Kedici,, 2003,
p. 164). Plavcan (2012) sugirio que esto podria deberse a las diferencias en el desarrollo
sexual que sufren los machos y las hembras en los primates. Los primates machos adultos
pueden exhibir dos morfotipos sexualmente maduros: mientras que los individuos domi-
nantes alcanzan el tamafio corporal completo, desarrollando marcados rasgos sexuales
secundarios, otros conservan una forma corporal subadulta. Por el contrario, las hembras
adultas cuentan con un Unico morfotipo sexualmente maduro. Todo ello da lugar a la pre-
sencia de una mayor variabilidad en la expresion de los rasgos sexuales en los individuos

masculinos, lo que puede dificultar la estimacion del sexo (Plavcan, 2012).

Por otro lado, se tested la eficacia en la determinacion del sexo de las funciones gene-
radas cuando éstas eran aplicadas a una muestra externa de caninos con un mayor grado
de desgaste. Para ello se empled una muestra externa de caninos mandibulares permanen-
tes (n = 15) con un desgaste mas avanzado (grado 4-6 segin Molnar, 1971). El porcentaje
de aciertos de las funciones univariantes y multivariantes oscil6 entre el 73,33% y el 80%,
mientras que la combinacién de siete funciones obtuvo un porcentaje de estimaciones co-
rrectas del 80% (87,50% en mujeres, 71,43% en hombres). Como se puede apreciar, los re-
sultados no difirieron de manera notable de los obtenidos cuando las funciones se aplicaron
a una muestra de piezas dentales ligeramente desgastadas. Sin embargo, las diferencias en
las tasas de acierto entre los hombres y mujeres aumenté considerablemente, lo que alerta

sobre la eficacia de esta metodologia cuando se aplica a piezas dentales muy desgastadas.

En resumen, los resultados obtenidos nos permiten afirmar que las diferencias presen-
tes en los volimenes y las superficies tridimensionales de los diferentes tejidos dentales de
los caninos permanentes son lo suficientemente grandes como para determinar el sexo de
manera eficaz, siendo el porcentaje de aciertos comparable al de otros métodos métricos y
no métricos tradicionales (e.g., Ates et al., 2006; Acharya & Mainali, 2008; Hassett, 2011;
Zorba et al., 2013). Las técnicas de estimacion sexual basadas en rasgos dentales pueden ser

especialmente Utiles en la determinacion del sexo de individuos subadultos. Esto se debe a
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que la corona de las piezas dentales permanentes se forma pronto en la vida del individuo.
Por tanto, cualquier funcion discriminante creada a partir de medidas obtenidas de la den-
ticion y que presente un alto porcentaje de aciertos, puede resultar Gtil para la estimacién
del sexo de individuos subadultos, en los cuales los rasgos sexuales secundarios ain no son
distinguibles en el esqueleto o el craneo. En particular, las metodologias basadas en caninos
permanentes, como la que se propone en esta tesis doctoral, permitirian estimar el sexo de
los individuos a partir de los seis afios, edad alrededor de la cual la corona de los caninos
finaliza su formacion (Moorrees et al., 1963), no siendo posible en edades mas tempranas.
Futuros estudios sobre las proporciones de los tejidos dentales de la denticién primaria en
general y de los caninos deciduos en particular podrian ayudar a arrojar luz sobre este tema.

7.2
Proporciones histologicas de las poblaciones
del Pleistoceno de Europa

721

Proporciones del esmalte y la dentina en los linajes evolutivos de
H. neanderthalensisy H. sapiens: contexto evolutivo de los resultados

A pesar de que hoy en dia atn no esté claro el significado filogenético de las proporciones
del esmalte y la dentina de la corona dental, ni como éstas interaccionan con las diferentes
demandas funcionales, el estudio de las mismas ha despertado el interés de muchos inves-
tigadores (e.g., Olejniczak et al., 2008b; Benazzi et al., 2014; Zanolli, 2014; Martin-Fran-
cés et al., 2018). Las dimensiones de los tejidos dentales se han relacionado con cambios
en el tamafo de la denticion (Kupczik & Hublin, 2010; Lieberman, 2011), la morfologia de
laEDJ (Smith etal., 2006), las tasas de secrecion de esmalte (Grine & Martin, 1988; Grine,
2005), los tiempos de formacion dental (Smith et al., 2005), e incluso con variaciones de
las diferentes senales fisiologicas producidas a lo largo de la vida del individuo (Goldberg
etal., 2011; Plavcan, 2012; Smith et al., 2012).

Las proporciones del esmalte y la dentina de los molares han sido estudiadas por
diversos autores (e.g., Grine, 2002, 2005; Kono et al., 2002; Smith et al., 2005; Kono &
Suwa, 2008; Olejniczak et al., 2008b; Martin-Francés et al., 2018). En términos generales,
se podria decir que los miembros del linaje evolutivo humano se caracterizan por el amplio
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grosor del esmalte en su denticién posterior, lo que les diferencia de los primates actuales
(Martin, 1985; Grine & Martin, 1988; Kono, 2004; Tafforeau, 2004; Smith et al., 2005;
Olejniczak et al., 2008c). Con respecto a los cambios temporales que ha sufrido dicho ras-
go, se ha podido observar una tendencia evolutiva clara caracterizada por una disminucion
del grosor del esmalte en la denticién posterior de los hominidos desde el Plio-Pleistoceno
hasta el Pleistoceno Inferior, tanto en Europa, como en Asia y Africa (Beynon & Wood,
1986; Ramirez Rozzi, 1998; Olejniczak et al., 2008b; Smith et al., 2012; Xing et al., 2014;
Skinner etal., 2015; Zanolli et al., 2015, 2018; Pan et al., 2016; Martin-Francés et al., 2018).
Sin embargo, la evidencia obtenida del registro fésil sugiere que durante la transicion en-
tre el Pleistoceno Inferior y el Pleistoceno Medio surgieron dos tendencias en las propor-
ciones histoldgicas de los molares. En los miembros de H.erectus del Pleistoceno Inferior
de Asia, asi como en H. antecessor, se aprecia un esmalte grueso, un rasgo compartido con
las poblaciones de H. sapiens fésiles y actuales (Smith et al., 2012; Zanolli, 2014; Zanolli
et al., 2015, 2018; Martin-Francés et al., 2018). Por el contrario, en H. neanderthalensis
se observa una clara disminucion del grosor del esmalte (Macchiarelli et al., 2006, 2013;
Olejniczak et al., 2008a; Kupczik & Hublin, 2010), un caracter que solo esta presente en
algunos especimenes del Pleistoceno Inferior africano de Eritrea (Zanolli et al., 2014).

Los estudios sobre las dimensiones del esmalte y la dentina de la denticion anterior
son mas escasos (e.g., Smith et al., 2012; Zanolli & Mazurier, 2013; Bayle et al., 2017; Buti
et al., 2017). Siguiendo el protocolo propuesto por Martin (1985), algunos estudios han
evaluado el grosor de esmalte bidimensional de los caninos empleando secciones trans-
versales (Schwartz & Dean, 2005; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010; Smith et al.,
2012) . De entre todos ellos, solo en uno se exploro la variabilidad presente en el registro
fosil humano (Smith et al., 2012). Los autores de este estudio hallaron que, mientras que
en los primeros representantes del género Homo los caninos presentaban una variabilidad
sustancial, en las poblaciones posteriores el grosor del esmalte presentaba una tendencia
similar a la observada en los molares (Smith et al., 2012). Mas recientemente Buti y cola-
boradores (2017) llevaron a cabo un extenso estudio basado en la utilizacién de técnicas
microtomograficas en el cual se evalud el grosor tridimensional del esmalte de una mues-
tra dental en la que se incluian los caninos permanentes de especimenes de H. neander-
thalensis y de humanos modernos recientes. Previamente al estudio realizado por Buti
et al. (2017), solo un trabajo sobre la muestra dental de Sima de las Palomas del Cabezo
Gordo (Espafia) habia proporcionado informacion sobre el volumen de esmalte de los ca-
ninos permanentes de H. neanderthalensis (Bayle et al., 2017). A pesar de que la escasez

de datos de comparacion disponibles dificulta la obtencion de inferencias evolutivas con-
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cluyentes, estas investigaciones dejaron intuir, una vez mas, una evolucion mas o menos
paralela en lo referente a las proporciones histolégicas de la denticién anterior y posterior
(Smith et al., 2012; Bayle et al., 2017; Buti et al., 2017).

Lo que si parece estar claro es que la denticion anterior de los miembros del género
Homo ha sufrié un incremento en el tamafio de sus coronas y sus raices en comparacion
con la de los taxones predecesores, siendo este incremento especialmente marcado en el
linaje Neandertal, llegando a exceder las dimensiones observadas en H. sapiens (e.g., Wol-
poff, 1999; Martindn-Torres et al., 2012; Buti et al., 2017). Los incisivos de H. neandetha-
lensis se caracterizan por su gran tamano en relacion con el resto de la denticion (Wolpoff,
1979), asi como por las grandes dimensiones de sus complejos dentino-pulpares y de su
cUpula de esmalte (Smith et al., 2012). Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral del
estudio de la muestra dental de Krapina (130 + 12 ka; Rink et al., 1995) apoyan la exis-
tencia de un incremento en el tamafio de la denticion anterior de H. neanderthalesis, y
en concreto de sus caninos (Figura 7.1). El volumen de la corona de estas piezas dentales
es significativamente mayor (p < 0,05) que el de H. sapiens (Tablas 7.2 y 7.3). Estos re-
sultados concuerdan con los obtenidos previamente por Buti et al. (2017). Se ha podido
apreciar, ademas, que el incremento del tamafio de las coronas es especialmente marcado
en los caninos mandibulares de Krapina, cuyo volumen coronal llega a alcanzar valores

similares (p > 0,05) a los observados en los caninos maxilares.

No solo las coronas de estas piezas dentales han aumentado su tamafio sino que tam-
bién lo han hecho sus raices (Figura 7.1). Le Cabec et al.(2013) documentaron los cam-
bios evolutivos acontecidos en el tamafio y la forma de la raiz de la denticién anterior en
una muestra que cubria un marco cronolégico y geografico amplio. Le Cabec et al. (2013)
observaron que la denticidon anterior de los neandertales presentaba raices de mayores
dimensiones que la de las poblaciones humanas modernas. Al igual que en estudios an-
teriores, nuestros resultados muestran que el volumen de la raiz de H. neanderthalensis
es significativamente superior al observado en H. sapiens (Tablas 7.2 y 7.3). Le Cabec y
colaboradores (2013) apreciaron, ademas, que otros grupos de hominidos del Pleistoceno
Inferior y Medio también presentaban raices prominentes, por lo que establecieron que
la presencia de este rasgo en H. neanderthalensis podria ser fruto de la retencién de un

caracter plesiomorfico.
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La variacién en el tamafio de la corona dental del linaje Neandertal se ha asocia-
do principalmente con cambios en las dimensiones del complejo dentino-pulpar coronal,
atribuyéndole al volumen de la cupula de esmalte un papel menos determinante (Smith et
al., 2012; Buti et al., 2017). Nuestros resultados apoyan esta hipotesis. A pesar de que los
caninos permanentes de la muestra de Krapina presentan un volumen de esmalte (Ve) sig-
nificativamente mayor (p < 0,05) que el de las piezas dentales de las muestras de humanos
modernos, las diferencias observadas en las dimensiones de su complejo dentino-pulpar
coronal (Vcdp, EDJS, Vcdp/Ve, OES/EDJS) son claramente mas acentuadas (Tablas 7.2y
7.3). Todo ello resulta en un grosor relativo de esmalte (3DRET) significativamente menor
(p <0,05) en comparacion con el de las poblaciones actuales (Tabla 7.2 y 7.3). Las diferen-
cias cuantitativas en grosor del esmalte también pueden apreciarse en los mapas de distri-
bucion del mismo (ver Figuras 3y 4 de Garcia-Campos et al. 2019). En términos generales,
el grosor del esmalte es mas elevado en la cara bucal en todos los taxones incluidos en esta
tesis doctoral, tanto en los caninos maxilares como en los mandibulares, especialmente en
su mitad ocusal. Por el contrario, el grosor del esmalte es menor en la regién cervical. Sin
embargo, en los humanos modernos los valores alcanzados por el grosor del esmalte son
mayores que los observados en los neandertales, o que puede apreciarse por la presencia
de tonalidades rojizas de mayor intensidad. Este hecho se aprecia especialmente en la
cresta mesial de los caninos mandibulares.

Se han propuesto muchas hipdtesis con el fin de explicar las diferencias observadas en el
patrén histoldgico del linaje de los neandertales y el de los humanos actuales. Por un lado, al-
gunos autores han propuesto que las variaciones en las dimensiones de la cipula de esmalte
y del complejo dentino-pulpar coronal podrian ser el reflejo de diferencias en las demandas
funcionales a las que la denticién de ambos grupos se vio sometida, y en concreto, frente a
un consumo de alimentos abrasivos (Lucas et al., 2008). Sin embargo, a dia de hoy no se han
apreciado diferencias significativas en el grosor relativo de esmalte entre los primates con-
sumidores de alimentos blandos y duros, evidenciando que las inferencias sobre los habitos
alimenticios de un taxén basadas en el grosor de su esmalte dental pueden no ser siempre
acertadas (Dumont, 1995; Smith et al., 2012). Estas inferencias, ademas, pueden complicar-
se por la existencia de comportamientos como el procesado extra-masticatorio de alimentos,
el lavado de la comida previo al consumo (Hall & Schaller, 1964) o el uso de diferentes he-
rramientas (Martin et al., 2003; Constantino et al., 2011). Del mismo modo, otros comporta-
mientos paramasticatorios no relacionados con la alimentacion en si, pero que involucran el
uso de la denticién, podrian interferir en dichas observaciones (Martin et al., 2003). De he-

cho, a pesar de presentar una denticiéon con esmalte fino, el patron de desgaste dental descri-

258 CECILIA GARCIA CAMPOS



to en la denticién anterior de H.neanderthalensis es similar al observado en los Inuits o en
los aborigenes australianos, los grupos poblacionales actuales que presentan las tasas mas
altas de desgaste, lo que evidencia una gran demanda funcional (Molnar, 1971; Hinton, 1981).

Por otro lado, se ha propuesto que unas mayores dimensiones del esmalte podrian
ser el resultado de un incremento en las tasas de secrecién de esmalte y/o en los tiempos
de formacién dental (Grine & Martin, 1988). Sin embargo, no se han observado diferen-
cias significativas en las tasas de secrecion y en los tiempos de formacion en los molares y
los caninos entre los neandertales y las poblaciones humanas actuales (Dean et al., 2001;
Dean, 2009). La combinacion de tasas de secrecion similares junto con una mayor super-
ficie de la EDJ podria estar detras del hecho de que el esmalte sea mas fino en los nean-
dertales. Segun esta hipoétesis, las diferencias observadas en el grosor relativo de esmalte
serian consecuencia, principalmente, de los cambios sufridos en el complejo dentino-pul-
par coronal y no tanto de la variacién del volumen de la cipula de esmalte. Como ya se ha
mencionado anteriormente (apartado 7.1.1), algunos autores han observado que los cam-
bios de las dimensiones de la dentina coronal de los molares suelen aparecer asociados con
cambios en las dimensiones de las raices dentales y la morfologia craneofacial (Kupczik
& Hublin, 2010; Lieberman, 2011). En esta linea, algunos estudios han ligado el aumento
del tamafio de la denticion anterior de los neandertales con un incremento de su esqueleto
craneofacial (Trinkaus, 1987; Anton, 1990; Hublin, 1998). Todo ello, una vez mas, podria
estar evidenciando que la dentinay en tejido 6seo podrian tener respuestas similares fren-

te a las mismas senales fisiologicas (Plavcan, 2012; Irish & Scott, 2018).

Por ultimo, en los Ultimos afios algunos investigadores han puesto el foco sobre las
diferencias existentes en el genoma neandertal con respecto al de las poblaciones actuales
(e.g., Greenetal., 2010; L6épez-Valenzuela et al., 2012; Zanolli et al., 2017). El primer traba-
jo publicado en el que se compararon los genotipos de ambos taxones revel6 que los huma-
nos de hoy en dia difieren de los neandertales por la sustitucion de una serie de nucle6tidos
en el miRNA (Green et al., 2010). Los miRNAs son pequenios RNAs no codificantes que ac-
than como reguladores postranscripcionales de la expresién génica (Krol et al., 2010). Casi
el 30% de dicha expresion esta regulada por estas estructuras, por lo que tendrian un papel
fundamental en las complejas redes reguladoras que controlan casi todos los procesos ce-
lulares (Filipowicz et al., 2008). En un estudio realizado por Lopez-Valenzuela et al. (2012)
se puedo apreciar un polimorfismo en el miRNA-1304. La forma ancestral de dicho poli-
morfismo se encontro en el genoma de los primates no humanos y en el de H. neandertha-
lensis, encontrandose en muy bajas frecuencias (5%) en las poblaciones asiaticas modernas

y raramente en las africanas. Se observé ademas que la version ancestral de miRNA-1304
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reducia la expresion génica asociada al esmalte y la amelotina en un 50%, mientras que
el miRNA-1304 derivado no tenia ningun efecto. Estos autores concluyeron que, por tan-
to, este hecho podria subyacer, al menos parcialmente, a las diferencias observadas en el
grosor del esmalte de estas dos especies del género Homo. Del mismo modo, Zanolli et al.
(2017) analizaron 13 proteinas de matriz extracelular del esmalte y la dentina, comparando
sus secuenciaciones gendémicas entre las presentes en los neandertales, los Denisovanos y
los humanos modernos. Estos autores identificaron un total de 16 polimorfismos no sino-
nimos en 6 de esas proteinas. Observaron que solo 3 morfotipos aparecian en los tres taxo-
nes, mientras que el resto eran especificos de los neandertales y los denisovanos y estaban
en muy bajas frecuencias (10%) en los humanos modernos. Este estudio ofrece una vision
general de la relacién que podria existir entre los polimorfismos de las proteinas dentales y
el fenotipo final de la denticion. Futuros estudios sobre la asociacion entre el genoma y los
polimorfismos proteicos, asi como sobre su importancia en la regulacion de las estructuras
externas e internas de las piezas dentales pueden ayudar a entender las diferencias fenoti-

picas existentes entre las diferentes poblaciones humanas actuales y del pasado.

Independientemente del mecanismo biol6gico causante, el patrén histologico ob-
servado en los caninos permanentes de H. neanderthalensis, asi como el tamafio de sus
raices, pueden considerarse rasgos muy Utiles desde un punto de vista taxonémico. El
patron de esmalte fino que distingue la denticidon de este taxén permite diferenciarla de
la de los miembros del linaje de H. sapiens, sumandose asi al gran namero de diferencias
descritas en la morfologia, externa e interna, de sus coronas dentales (e.g., Bermudez De
Castro, 1988; Gomez-Robles, 2010; Kupczik & Hublin, 2010, 2012; Martinén-Torres et al.,
2014; Martinez de Pinillos et al., 2014). En concreto, este rasgo es considerado por varios
autores como un rasgo autopomorfico del taxén H. neanderthalensis, lo que otorga una
condicidn primitiva al patron de esmalte grueso presente en H. sapiens (e.g., Olejniczak et
al., 2008a; Bayle et al., 2009a; Smith et al., 2012). Sin embargo, los resultados obtenidos
por diversos estudios podrian evidenciar que la presencia de un mayor grosor de esmalte
asi como de raices de dimensiones reducidas en la denticion anterior pudo haber surgido
tarde en nuestro linaje evolutivo y que por tanto, ambos rasgos no serian fruto de la reten-
cion de un caracter plesiomoérfico por parte de H. sapiens sino mas bien una homopléasia
(Smith et al., 2012; Le Cabec et al., 2013; Buti et al., 2017).

Buti et al. (2017) evaluaron por separado las proporciones histolégicas de los caninos
permanentes de muestras de los primeros humanos anatdmicamente modernos (early
modern humans, EMH), los humanos anatbmicamente modernos del Paleolitico Superior
(Upper Palaeolithic modern human, UPMH) y de humanos modernos recientes (HMR).
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Estos autores compararon los resultados obtenidos con las dimensiones del esmalte y la
dentina de una amplia muestra dental perteneciente al taxén H. neanderthalensis. Asi
pudieron apreciar que las proporciones histol6gicas de los caninos de los EMH se encon-
traban dentro del rango de variacién de los neandertales en todos sus componentes histo-
l6gicos coronales (Ve, Vcdp, EDJS). Resultados similares fueron obtenidos por Smith et
al. (2012) al estudiar la variacion de las proporciones histoldgicas bidimensionales de la
denticion dentro del género Homo. Estos autores concluyeron, por tanto, que las diferen-
cias observadas en las proporciones de los tejidos dentales de ambos taxones eran menos
marcadas entre los neandertales y los H. sapiens fosiles, que las que se observan al compa-
rar los neandertales con las poblaciones actuales (Smith et al., 2012; Buti et al., 2017). Por
otro lado, Le Cabec et al. (2013) también llegé a una conclusion similar con respecto a las
dimensiones de la raiz. El gran tamafio de las raices de H. neanderthalensis, también fue

apreciado en los primeros humanos anatbmicamente modernos por estos autores.

Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de estudios realizados, poco se sabe so-
bre cuando se originé el patron de esmalte relativamente fino tipico de los neandertales.
Actualmente, apenas existen estudios sobre la histologia dental de otras poblaciones del
Pleistoceno europeo mas alla de H. neandethalensis. Esto se debe, entre otros factores, a
que el registro fosil del Pleistoceno de Europa se compone principalmente de restos con
una gran dispersion geografica y cronoldgica. En este contexto, los estudios realizados so-
bre muestras dentales amplias, pertenecientes a poblaciones bien definidas, pueden hacer
una contribucién importante a nuestro conocimiento de los rasgos dentales de las pobla-
ciones que habitaron Europa durante este periodo. Uno de los objetivos de esta tesis doc-
toral es aumentar la informacion disponible sobre las proporciones tridimensionales del
esmalte y la dentina de las poblaciones del género Homo europeas. Para ello, se aplicaron
las técnicas de micro-CT a algunas de las muestras dentales més representativas del Pleis-
toceno Inferior y Medio europeos. Dentro de estas muestras se encuentra el registro fosil
de Gran Dolina (950- 720 ka; Duval et al., 2018), Sima de los Huesos (443 + 90 ka; Arnold
et al., 2014; Arsuaga et al., 2014; Demuro et al., 2019) y la Caune de I’Arago (450-350 ka;
de Lumley, 2015). Los resultados obtenidos se discuten a continuacion.

712.2

Proporciones histologicas de los caninos permanentes de los primeros
pobladores de Europa: H.antecessor

Los restos humanos recuperados de Gran Dolina-TD6.2 pertenecen a la especie humana
mas antigua descrita hasta el momento del Pleistoceno Inferior de Europa. La peculiar
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combinacién de caracteres presente en este conjunto llevdé a Bermidez de Castro et al.
(1997) a definir la especie Homo antecessor, y a que se abriera un debate sobre la relacion
de este nuevo taxon con los linajes evolutivos de H. neanderthalensis y H. sapiens (Ber-
mudez de Castro et al., 1997a, 2003b, 2015, 2017a; b).

H. antecessor se define por un mosaico tnico de caracteres: rasgos primitivos com-
partidos con los primeros representantes del género Homo; rasgos derivados, presentes
en los humanos modernos; y rasgos compartidos con los neandertales y los hominidos de
Sima de los Huesos (e.g., Martindn-Torres et al., 2012; Bermldez de Castro et al., 2015,
2017a; b; Martindn-Torres et al., 2019). Con respecto a su morfologia dental, la mayoria
de los caracteres presentes en la denticion (particularmente en la denticion mandibular)
de los hominidos de TD6.2 son primitivos, lo que les alinea con H. habilis, H. ergaster, H.
erectus, asi como con otros especimenes del Pleistoceno Inferior de Africa (Bermudez de
Castro et al., 2015). A pesar de ello, la morfologia de sus caninos es derivada con respecto
al género Homo (Bermudez de Castro et al., 1999, 2012; Martindén-Torres et al., 2019).
En particular, H. antecessor comparte con los grupos del Pleistoceno Medio europeo la
expansion de la denticién anterior, especialmente de los caninos superiores, alcanzando
el limite superior del rango de variabilidad del género Homo (Bermudez de Castro et al.,
1999). Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que tanto el volumen de
la corona (Vc) como el de la raiz (\Vr) de los caninos de esta poblacién se encuentra por
encima del rango de variacion de H. neanderthalensis (Tablas 7.2 y 7.3), aunque cerca del
limite inferior de dicho rango en el caso del Vc de los caninos mandibulares. Ya en 1999
Bermudez de Castro y colaboradores destacaron las grandes dimensiones del canino su-
perior del holotipo de H. antecessor, el cual se encontraba en la parte superior del rango
de variacién del género Homo, alcanzando dimensiones comparables a OH16, KNW-WT
15000 o Rabat. Asimismo, se observo que el canino mandibular de este individuo también
presenta grandes dimensiones, aunque es pequefio en comparacion con los caninos de OH
7, KNM-ER 992, Dmanisi, KNM-WT 15000, Rabat o la muestra dental de Zhoukoudian
(Bermudez de Castro et al., 1999).

Con respecto a las proporciones de los tejidos dentales de sus caninos permanentes
(Tablas 7.2 y 7.3), los valores de las variables absolutas del esmalte y la dentina (Ve, Vcdp,
EDJS y OES) se encuentran dentro el rango de variacion de la muestra neandertal de Kra-
pina. El grosor relativo del esmalte (3DRET) de esta poblacién coincide con el patrén de
esmalte fino observado en los neandertales, aunque solapa con el tercio inferior del rango
de variacion de los humanos recientes. Del mismo modo el valor del indice OES/EDJS de
los hominidos de TD6.2 es mas similar al obtenido de la muestra de Krapina. Los mapas
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de distribucion del grosor del esmalte (Figuras 3y 4 de Garcia-Campos et al., 2019) apoyan
estos resultados, mostrando que el patrén presente en H. antecessor se acerca mas al de
H. neanderthalensis. Por Gltimo, el porcentaje de la corona ocupado por el complejo den-
tino-pulpar (Vcdp/Vc) en H. antecessor es elevado, cerca del limite superior del rango de
variacién de H. sapiens, solapando con el de H. neanderthalensis (Tabla 7.2 y 7.3).

En 2018, Martin-Francés y colaboradores exploraron las proporciones histolégicas de
los molares superiores e inferiores de TD6.2, empleando para ello imagenes de micro-CT.
En este extenso estudio, ademas de las dimensiones tridimensionales de los componentes
histologicos de estas piezas dentales, se valoraron las dimensiones bidimensionales y el
grosor lateral del esmalte y de la dentina, y se elaboraron mapas de distribucién del gro-
sor del esmalte. Los resultados obtenidos por estos autores permitieron apreciar que los
molares de H. antecessor presentaban un esmalte grueso y porcentajes bajos de dentina
en sus coronas. Ambos rasgos hicieron sugerir a Martin-Francés et al. (2018) que las pro-
porciones histolédgicas de la denticion posterior de H. antecessor se aproximan mas a las
observadas en los H.erectus de Asia y en los humanos modernos, que a las de H. neander-
thalensis. Sin embargo, su patron de distribucion del esmalte result6 ser similar al de los
neandertales, caracterizado por la presencia de valores mayores del grosor del esmalte en
la periferia de la superficie ocusal de los mismos. H. antecessor seria, por tanto, la Unica
poblacion conocida hasta el momento en la que se ha observado una combinacion de pie-

zas dentales con esmalte grueso y fino dentro su denticion.

Martin-Francés y colaboradores (2018) sugirieron que el particular desarrollo dental
de este taxén podria influir en el patron de grosor del esmalte presente en su denticion.
El origen de las diferencias apreciadas en el patron presente en los molares y caninos de
TD6.2 también podria encontrarse en las diferencias descritas en el desarrollo ontogénico
de ambas clases dentales (McCollum & Sharpe, 2001), asi como en la respuesta de cada
una de ellas frente a diversas alteraciones cromosdmicas u hormonales (e.g., Alvesalo et
al., 1985; Townsend & Alvesalo, 1985b; a; Varrela et al., 1988; Alvesalo, 2009). La den-
ticion heterodonta se caracteriza por contener diferentes grupos dentales que presentan
cierta variacion en su morfologia coronal y radicular. El origen de estas diferencias ha sido
debatido en estudios anteriores y ha dado lugar a la propuesta de diversas teorias (e.g.,
Butler, 1937, 1939; Dahlberg, 1945; Osborn, 1978; Hunter & Jernvall, 1995; Tucker & Sha-
rpe, 1999). Todas estas teorias, sin embargo, parecen coincidir en la existencia de cierta
independencia en el desarrollo ontogénico y evolutivo de cada una de las clases dentales,
que responden de manera diferente en funcion de las distintas demandas funcionales a
las que se ven sometidas. Un ejemplo claro de este hecho puede apreciarse en cdmo cada
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clase dental se ve afectada por la presencia de diferentes alteraciones cromosdOmicas, y en
concreto en como estas alteraciones afectan a la expresién de sus tejidos dentales. En con-
creto, los resultados de diversos estudios sobre aneuploidias de los cromosomas sexuales,
han permitido apreciar la independencia de la regulacién genética de los caninos frente al
resto de clases dentales (e.g., Alvesalo et al., 1985; Townsend & Alvesalo, 1985b; a; Varrela
etal., 1988; Alvesalo, 2009). En cualquier caso, como ya se ha mencionado anteriormente
los datos disponibles sobre las dimensiones histoldgicas de la denticion anterior de las po-
blaciones fésiles son escasos, por lo que es dificil establecer si la disincronia observada en
las proporciones histolégicas de las diferencias piezas dentales de los hominidos de Gran

Dolina-TD6.2 también se dio en otros taxones del pasado.

El pequefio tamafio muestral disponible para la realizacion de este estudio nos obliga a
considerar los resultados obtenidos con suma precaucion. A pesar de ello, en base a los resul-
tados obtenidos en esta tesis doctoral se podria concluir que los hominidos de Gran Dolina
presentaban al menos en sus caninos permanentes el patron de esmalte delgado caracteristi-
co de las poblaciones neandertales, con valores cercanos al limite inferior del rango de varia-
cion de los humanos recientes. De ser asi, esto colocaria la aparicion de dicho rasgo en torno
alos 800 ka, marcando el caracter primitivo del mismo en relacion con H. neanderthalensis.
Al mismo tiempo, estos resultados apoyarian la existencia de cierta relacion de H. anteces-
sor con los primeros miembros del linaje Neandertal (Bermudez de Castro et al., 2017a).
Futuros estudios sobre las dimensiones del esmalte y la dentina de los caninos de diferentes
poblaciones fésiles, asi como de los premolares e incisivos de TD6.2, podran ayudar a com-

prender cOmo este rasgo surgié y cambio con el tiempo a lo largo de nuestro linaje evolutivo.
1.2.3

Dimensiones del esmalte y la dentina de los caninos permanentes de los
homininos del Pleistoceno Medio europeo de la Sima de los Huesos

La coleccion de fésiles humanos de Sima de los Huesos (SH) se ha convertido en la mas
numerosay mas representativa del Pleistoceno Medio, ya que comprende en torno al 80%
del registro f6sil mundial de este periodo (Bischoff et al., 2003). Esta poblacion de carac-
teriza por una combinacion de rasgos primitivos no presentes en los neandertales, rasgos
incipientes del linaje Neandertal y rasgos tipicos de H.neandethalensis (Arsuaga et al.,
2014, 2015). En concreto, la muestra dental de SH presenta la mayoria de los rasgos mor-
folégicos considerados como caracteristicos de los neandertales (e.g., Bermudez de Castro,
1986, 1988; Bermudez de Castro & Rosas, 1992; Martindén-Torres et al., 2012; Irish & Sco-
tt, 2018). El caracter derivado de los dientes de la muestra dental de SH contrasta con la
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morfologia méas primitiva presente en otras poblaciones penecontemporéaneas, como la de
Arago (Bermudez de Castro et al., 2018).

En cuanto a la variacion de su tamafio dental, el patrén observado en tamafio relativo
de las piezas dentales de los hominidos de SH concuerda con el que caracteriza a las po-
blaciones del Pleistoceno Medio. Sus caninos e incisivos son relativamente mas grandes
gue sus molares, mostrando una clara expansion en su denticion anterior (Bermudez de
Castro, 1986; Bermudez de Castro et al., 1993). A pesar de ello, los dientes de esta pobla-
cion se caracterizan por sus pequefias dimensiones, siendo similares a las de H. sapiens
en el caso de la denticion posterior (Bermudez de Castro, 1986; Bermudez de Castro et al.,
1993; Bermudez de Castro & Nicolas, 1995). Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral
confirman el reducido volumen coronal de los caninos de SH (Tablas 7.2 y 7.3), los cuales
presentan valores similares (p>0,05) a los de los humanos modernos en sus piezas maxi-
lares. Sin embargo, al igual que ocurre en H. neanderthalensis, el volumen de la corona
de sus caninos inferiores es relativamente mayor, sobrepasando el rango de variacion de
los humanos modernos (p>0,05), aunque sin alcanzar los valores de las piezas maxilares,

como ocurre en la muestra de Krapina.

A pesar del reducido tamafio de sus coronas dentales, las raices de los caninos perma-
nentes de SH presentan un gran volumen, el cual se encuentra dentro del rango de varia-
cion de H. neanderthalensis, aunque los valores alcanzados en la poblacién de Atapuerca
son estadisticamente inferiores (p<0,05) a la media de la muestra de Krapina. En 2012,
Prado-Simon y colaboradores obtuvieron resultados similares del estudio de las raices de
los premolares de ambos taxones. En este trabajo se describi6 la morfologia de las raices
y los conductos radiculares de los segundos premolares inferiores permanentes pertene-
cientes a cinco grupos de hominidos, incluyendo la poblacién de Sima de los Huesos y
varios fosiles pertenecientes a H. neanderthalensis. Para ello, se emplearon técnicas mi-
crotomograficas. Estos autores observaron que las raices de los premolares de H. nean-
derthalensis eran en promedio mas cortas y anchas que las de la muestra de Sima de los
Huesos, presentando esta Ultima los valores mas elevados para la longitud radicular de
toda la muestra estudiada. A pesar de las diferencias observadas, las medidas tomadas en
los premolares de Sima de los Huesos y en la muestra neandertal resultaron ser estadisti-
camente similares, lo que hizo sugerir a estos autores la existencia de una estrecha relacion

filogenética entre los hominidos de la Sima de los Huesos y los neandertales clasicos.

En resumen, a pesar de su reducido tamafio coronal, los caninos permanentes de SH

presentan un patrén similar al observado en los neandertales, caracterizado por un incre-
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mento del volumen relativo de las coronas de sus caninos mandibulares, y por la presencia

de raices de gran tamafo.

Debido al reducido tamarfio de sus coronas, las dimensiones absolutas del esmalte
y la dentina coronales (Ve, Vcdp, EDJS y OES) de la muestra dental de SH (Tablas 7.2
y 7.3) son también mas pequefias (p<0,05) que las observadas en la muestra de Krapi-
na. Sin embargo, sus valores superan los obtenidos en la muestra de humanos modernos
(p<0,05), encontrandose en un punto intermedio entre ambos taxones. Sin embargo, esto
no se cumple en el componente de esmalte de los caninos superiores, cuyo volumen (Ve)
y superficie externa (OES) es similar (p > 0,05) a los de H. neanderthalensis. A pesar de
su tamafio, los porcentajes de dentina coronal de los caninos de los hominidos de SH son
similares (p >0,05) a los observados en las poblaciones neandertales, evidenciando una
expansion del componente dentino-pulpar coronal. Asimismo, las dimensiones relativas
del esmalte (3DAET, 3DRET y OES/EDJS) concuerdan (p >0,05) con las observadas en
la muestra de Krapina (a excepcion del valor de 3DAET de los caninos maxilares). Todo
ello, queda reflejado en los mapas de distribucion del grosor del esmalte (Figuras 3y 4 de
Garcia-Campos et al. 2019), en los cuales se puede apreciar que SH y Krapina comparten
un patrén similar de distribucion del grosor del esmalte tanto en sus caninos maxilares

como en los mandibulares; patrén también presente en H. antecessor.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral coinciden con los obtenidos por Loc-
key (2017). Esta investigadora realizdé un andlisis de las proporciones histoldgicas de los
incisivos centrales y mandibulares de SH mediante micro-CT. Al igual que en esta tesis
doctoral, la muestra forense de la Escuela de Medicina Legal de Madrid y la muestra den-
tal de Krapina fueron empleadas como muestras comparativas. Lockey (2017) concluy6
gue las proporciones histoldgicas de esta poblacion del Pleistoceno Medio de la sierra de
Atapuerca se asemejaban mas a las obtenidas en la muestra dental de Krapina, que a las

muestra de humanos modernos.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, nos permiten concluir que el patron
de esmalte fino no puede ser considerado como un caracter autopomorfico de H. neander-
thalensis, sino mas bien un caracter que pudo surgir quiza hacia finales del Pleistoceno In-
ferior, como sugiere su presencia en los caninos de H. antecessor, y que se mantuvo en las
poblaciones posteriores del Pleistoceno Medio de SH o Krapina, expandiéndose, al menos,
al resto de su denticion anterior.

El incremento en las dimensiones de la dentina observada en la poblacion de SH

aparece asociado a una mayor robustez de su esqueleto craneal y postcraneal. Los especi-
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menes de SH comparten con los neandertales rasgos derivados en su morfologia craneo-
facial, dental y mandibular, evidenciando las similitudes en el complejo masticatorio de
ambos grupos, que es claramente mas robusto que el de los humanos modernos (Harvati
et al., 2011; Arsuaga et al., 2014). Por otro lado, en un estudio realizado por Arsuaga y
colaboradores en 2015, la morfologia del esqueleto postcraneal de SH fue comparado con
la de otros miembros del género Homo. Estos autores concluyeron que los hominidos de
SH deberian incluirse dentro del grupo de las especies de Homo con un modelo corporal
ancho (wide Homo bauplan), ya que esta poblacion mostraba cuerpos anchos y robustos
cuyos parametros (estatura y masa corporal) coincidia con la de otros grupos del Pleisto-
ceno Medio, incluidos los neandertales (Arsuaga et al., 2015). Del mismo modo, las es-
timaciones realizadas sobres las proporciones corporales de H. antecessor sugieren que
los machos de TD6.2 presentaban una estatura y masa corporal media similar a la de los
machos de SH (Pablos et al., 2012, 2017), reflejando una marcada robustez en su esqueleto
postcraneal, lo que contrasta con la gracilidad de su morfologia facial (Rosas & Bermudez
de Castro, 1999; Bermudez de Castro et al., 2008). Todo ello seria compatible la hipo6tesis
de la influencia del eje hormonal GH/IGF-I sobre el desarrollo de los tejidos dentales ex-

puesta en los apartados anteriores.

7.2.4

Proporciones histologicas de los caninos permanentes de los hominidos
del Pleistoceno Medio de la Caune de I'Arago (Tautavel, Francia)

Los fésiles humanos hallados en la Caune de I’Arago en Tautavel (Francia) son, junto con
la poblacién de SH de Atapuerca, una de las muestras mas grandes del Pleistoceno Medio
de Europa (de Lumley, 2015). Entre 1964 y 2014, se recuperaron en esta cueva mas de
140 restos humanos asociados con abundante industria litica y cientos de restos de fauna
en una secuencia estratigrafica de 10 metros de grosor (de Lumley et al., 2014). Estudios
geocronoldgicos posteriores dataron estas unidades estratigraficas atribuyéndoles una an-
tigliedad de entre 550 y 440 ka (de Lumley, 2015), lo que convierte a esta poblacién en
practicamente contemporénea a la de SH. Ademas, los dos yacimientos estan separados

por poco mas de 600 kilémetros en linea recta.

Los hominidos de Arago han sido tradicionalmente atribuidos a la especie H. heidel-
bergensis, taxdn que es considerado por algunos autores como el Ultimo ancestro comun
entre los neandertales y los humanos modernos (e.g., Stringer, 1983, 2012). La asignacion

a esta especie se debe principalmente a que los hominidos de Arago presentan algunas
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apomorfias que les relacionan con H. neanderthalensis (Bermudez de Castro et al., 2003b;
Gomez-Robles et al., 2007, 2008, 2015; Arsuaga et al., 2014). Sin embargo, esta mues-
tra parece compartir menos rasgos derivados con los neandertales que otras poblaciones
como la de SH (Tattersall, 2007, 2009; Bermudez de Castro et al., 2009; Dennell et al.,
2010; de Lumley, 2015). Por otro lado, Bermudez de Castro et al. (2003b, 2018) observa-
ron que los especimenes de Arago mostraban una combinacion de rasgos dentales com-
partidos con H. antecessor y los hominidos de SH, por lo que sugirieron que la poblacion
de Arago podria ser el resultado de un proceso de hibridacion entre ambas poblaciones,
ocurrido en las diferentes olas migratorias de colonizacién de Europa acontecidas durante
el Pleistoceno Inferior tardio y el Pleistoceno Medio. Mas recientemente, de Lumley (2015)
propuso la definiciéon de una nueva subespecie a partir del registro f6sil de este yacimien-
to: H. erectus tautavelensis. Uno de los rasgos que utilizé esta autora para argumentar la
relacion entre la poblacion de Arago con H.erectus s.1., fue la robustez y el gran tamafio de

su aparato masticatorio.

En estudios previos se ha descrito el gran tamafio que la denticion permanente de la
Caune de I'Arago (Bermudez de Castro, 1986; Bermudez de Castro et al., 2003a; BermUdez
de Castro et al., 2018). Nuestros resultados muestran que las coronas y las raices de los
caninos permanentes de los individuos de este yacimiento son muy volumétricos (Tabla
7.2y 7.3), encontrandose cerca del limite superior del rango de variacion de H. neander-
thalesnsis, incluso en aquellas piezas que presentaban un grado de desgaste mas avanza-
do. Del mismo modo, el area de la superficie exterior de la ctipula de esmalte (OES) y las
dimensiones absolutas de la dentina (Vcdp, EDJS) de sus coronas se encuentran dentro
del rango de variacion de H. neanderthalensis. Por otro lado, los valores alcanzados por
el volumen de esmalte (Ve) superan el limite superior del rango de variacion de Krapina,
sobrepasando los valores alcanzados por H. antecessor, los homininos de SH y los huma-

nos modernos.

Sin embargo, a pesar de los resultados obtenidos y de la cercania cronoldgica y geo-
grafica de esta poblacion con la de SH, el patrén histologico de los caninos permanentes de
la Caune de I’Arago difieren del de SH y Krapina. El complejo dentino-pulpar coronal solo
supone un 54,19% del volumen total de la corona de A-24 (el Unico canino disponible de
Arago con un desgaste igual o inferior a 3 segun Molnar, 1971). Del mismo modo, el grosor
relativo del esmalte de esta pieza dental es elevado, parecido al observado en las poblacio-
nes humanas modernas. A estas semejanzas con la denticién de las poblaciones actuales,
se suma lo apreciado en los mapas de distribucidn del grosor del esmalte (Figura 6.3 del
capitulo de resultados). Al igual que en el resto de los grupos estudiados, los valores mas
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altos del grosor del esmalte se alcanzan en la cara bucal, y més concretamente en la mitad
oclusal. Sin embargo, al igual que en la muestra forense analizada, en A24 los valores del
grosor del esmalte son también elevados mas alla de la regién media de la corona, lo que,
por otro lado, no se observa en las piezas dentales de TD6, SH o Krapina (ver la Figuras 3
y 4 de Garcia-Campos et al., 2019). Asimismo, el esmalte de este canino es grueso también
en laregion cuspal de los bordes mesial y distal de la corona, lo que puede observarse tam-

bién en los caninos de las poblaciones actuales.

La presencia de un marcado grosor de esmalte en los caninos permanentes de la Cau-
ne de I’Arago podria evidenciar su proximidad a los H. erectus de Asia. En 2012, Smith et
al. observaron que el grosor relativo de esmalte bidimensional presente en la denticidn de
H.erectus de los yacimientos de China era similar o superaba al rango de variacion de las
poblaciones humanas modernas. Mas recientemente, varios estudios sobre las proporcio-
nes histoldgicas de la denticién posterior de diversas poblaciones de H.erectus de Asia,
confirmaron estos resultados (Xing et al., 2014; Zanolli et al., 2015, 2018). El hecho de dis-
poner de una muestra dental muy reducida nos obliga a ser muy cautos a la hora de extraer
conclusiones. Los resultados obtenidos podrian indicar la presencia de un patrén histo-
I6gico comun en la denticién de los homininos de Arago y de los miembros de la especie
H.erectus de Asia, lo que les distinguiria de las poblaciones de Gran Dolina, SH y Krapina.
Futuros estudios sobre las dimensiones del esmalte y la dentina de la denticion posterior
de Arago podrian ayudar a confirmar esta hipdtesis. Por otro lado, cabe destacar que los
caninos de Arago presentan, ademas, un complejo dentino-pulpar de grandes dimensio-
nes asi como raices muy voluminosas, rasgos compartidos con otras poblaciones del Pleis-
toceno Medio europeo, como SH o Krapina, y que podrian relacionarse con la robustez
de su aparato masticatorio (de Lumley, 2015). La presencia de un marcado grosor del
esmalte, asi como un gran volumen del mismo, junto con un complejo dentino-pulpar de

grandes dimensiones, podria estar detras del destacado tamafio dental de esta poblacion.

Ademas del grosor del esmalte, también se han descrito diferencias morfoldgicas en-
tre las muestras dentales de SH y Arago. El estudio llevado a cabo en 2018 por Bermudez
de Castro y colaboradores permitio apreciar que ambas muestras dentales comparten el
patron euroasiatico descrito anteriormente por Martindn-Torres et al. (2007), tanto en
su denticion anterior como en la posterior. Sin embargo, mientras que los dientes SH
son practicamente indistinguibles de los dientes de H. neanderthalensis, los especime-
nes de Arago exhiben una serie de rasgos plesiomorficos en combinacion con algunos
rasgos caracteristicos del linaje Neandertal (e.g., Gbmez-Robles et al., 2007, 2011; Mar-
tinén-Torres et al., 2012; Martinez de Pinillos et al., 2014; Bermudez de Castro et al.,
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2018). Precisamente esta combinacién puede apreciarse en las proporciones histolégicas
de sus caninos.

A pesar de que se podria argumentar que la cordillera montafiosa de los Pirineos
podria haber actuado como una barrera geografica entre el norte de Europa y la Penin-
sula Ibérica, la presencia de un registro faunistico similar en SH y Arago (Moigne et al.,
2006; Rodriguez et al., 2011) impide asumir que las diferencias observadas entre ambos
grupos puedan deberse al aislamiento geografico, la deriva genética o el efecto fundador
(Bermudez de Castro et al., 2018). Todo ello, llevo a sugerir a Bermudez de Castro et al.
(2018) la existencia de mas de un linaje de hominidos en Europa durante el Pleistoceno
Medio. En relacion con esto ultimo, Dennell et al. (2011) y Bermudez de Castro et al.,
(2016), propusieron que el origen del clado Neandertal podria encontrarse en el suroeste
asiatico. Estos autores destacaron que algunos rasgos tradicionalmente considerados
como autopomorficos de los neandertales, estaban presentes ya en H. antecessor (Ber-
mudez de Castro et al., 2017a). Observaron también que algunos de estos rasgos se en-
contraban en las poblaciones de hominidos del oeste de Europa (Bermudez de Castro et
al., 2018). Partiendo de la hipotesis de la existencia de una discontinuidad entre las po-
blaciones del Pleistoceno Inferior y Medio (Bermudez de Castro et al., 2016), se propuso
entonces que la causa de que H. antecessor y las poblaciones asiaticas que colonozaron
con posterioridad Europa compartieran ciertos rasgos neandertales, seria que todas ellas
hubieran tenido un antepasado comun. Se hipotetiz6 que, aprovechando circunstancias
climaticas y geogréaficas favorables, Europa pudo recibir al menos dos olas migratorias
principales desde el suroeste de Asia durante el Pleistoceno Medio (Bermudez de Castro
et al., 2016). Los paleodemes mas antiguos de este periodo, que colonizaron Europa en
la primera ola migratoria, se caracterizarian por poseer un mayor porcentaje de rasgos
plesiomorficos. Dentro del primer grupo podrian estar incluidos ejemplares como los de
Arago, Mauer, Petralona, Aroeira, y quizas Bilzingsleben o Verteszollos (Bermudez de
Castro et al., 2003b). Por otro lado, en una oleada posterior se incluirian los paleodemes
mas recientes (MIS 12 y MIS 11), los cuales presentarian una apariencia mas cercana a
la tipicamente neandertal. Dentro de este segundo grupo se encontrarian los especime-
nes de SH, Swanscombe, Steinheim o Pontnewydd (Bermudez de Castro et al., 2003b).
A todo ello se anadiria el efecto de factores como el aislamiento geografico, la deriva
genética o los procesos de hibridacién, entre otros, los cuales habrian jugado un papel
fundamental en la aparicion de la diversidad genética observada en las poblaciones del
Pleistoceno europeo. Actualmente existe un debate taxonémico abierto sobre esta cues-
tion (e.g., Mallegni et al., 2003; Hublin, 2009; Stringer, 2012; de Lumley, 2015). Futuras
publicaciones podrian ayudar a arrojar luz sobre este tema.
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7.3
Dimorfismo sexual de las proporciones histologicas
de los caninos de Sima de los Huesos

El dimorfismo sexual es uno de los pocos rasgos anatomicos que pueden verse alterados
como resultado de la conducta social y que tiene posibilidad de ser preservado en el registro
fosil. En el caso de los primates (incluidos los seres humanos) éste se expresa sobre todo
a través de variaciones en el tamafo corporal y las dimensiones de los caninos (Plavcan,
2001).

Las presiones selectivas que actian sobre el tamafio corporal de los machos y las
hembras de una poblacién son complejas (Harvey et al., 1978; Leutenegger & Cheverud,
1982; Leigh & Shea, 1995; Plavcan, 2012). Factores como la dieta, la historia de la vida (life
history) o lalocomocion, entre otros, influyen en el grado en el que éste se expresa y deter-
minan el éptimo ecoldgico de cada poblacion, en ausencia de una presion sexual adicional.
Los individuos de un grupo deberan, por tanto, alcanzar un equilibro entre los costes y los
beneficios que entrafia el desviarse de ese 6ptimo con el fin de alcanzar un mayor éxito
reproductivo (Ralls, 1976; Lande, 1980).

La interpretacion del dimorfismo del tamafio de los caninos es, por otro lado, méas
simple. Plavcan et al. (1995) sugirieron que en los primates el tamafio de los caninos va-
ria de manera independiente en los machos y las hembras en funcion de la intensidad
de competencia intrasexual. Mientras que los machos compiten con otros machos por el
acceso a las hembras del grupo, las hembras han de competir por los recursos (Plavcan et
al., 1995; Plavcan, 2012). Ademas de su simplicidad, el estudio del dimorfismo sexual del
tamafo de los caninos ofrece otra serie de ventajas. Por un lado, la resistencia de las pie-
zas dentales, en general, y de los caninos, en particular, frente a los procesos destructivos
que afectan a los restos fésiles desde su deposicion, aumenta la informacion que se puede
extraer de los mismos (lrish & Scott, 2018). Por otro lado, la aparicién temprana de los
rasgos potencialmente dimorficos en estas estructuras, previa a la adolescencia, permite
su evaluacion incluso en individuos subadultos (Simpson & Kunos, 1998). Sin embargo,
uno de los rasgos que caracteriza a nuestro linaje evolutivo es la reduccion del dimorfismo
sexual del tamafio de los caninos, que ya puede apreciarse en Au. afarensis (Leutenegger &

Kelly, 1977; Plavcan & Schaik, 1992; Plavcan, 2001). Las diferencias entre las dimensiones
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de los caninos de las hembras y los machos de la poblacién pasaron a ser entonces menos
evidentes, haciendo necesario el uso de las nuevas tecnologias como la microtomografia

computarizada para poder valorarlo de forma mas precisa.

Tal y como se ha podido apreciar en esta tesis doctoral, asi como en diversos estu-
dios previos a la misma (e.g., Schwartz & Dean, 2005; Smith et al., 2006; Saunders et
al., 2007; Feeney et al., 2010; Sorenti et al., 2019), las proporciones histolégicas de la
denticion permanente han resultado ser un rasgo dimérfico no solo en humanos moder-
nos sino también en otras especies de hominoideos (Schwartz & Dean, 2001; Schwartz
et al., 2005). Los individuos femeninos tienden a tener caninos de menor tamario, pero,
ademas, presentan un patrén histolégico distintivo caracterizado por la predominancia
del componente de esmalte desde un punto de vista relativo y un menor tamafio del com-
plejo dentino-pulpar (Schwartz & Dean, 2001, 2005; Schwartz et al., 2005; Smith et al.,
2006b; Saunders et al., 2007; Feeney et al., 2010; Sorenti et al., 2019). Por el contrario,
los especimenes masculinos presentan caninos con mayores dimensiones, con complejos
dentino-pulpares mas grandes y un menor grosor de esmalte (Schwartz & Dean, 2001,
2005; Schwartz et al., 2005; Smith et al., 2006b; Saunders et al., 2007; Feeney et al.,
2010; Sorenti et al., 2019). Este patron histologico ha permitido estimar el sexo en una
muestra forense de manera eficaz en esta tesis doctoral (ver apartado 7.1). Por esa razon,
tal y como se describe a continuacion, las proporciones histoldgicas de los caninos perma-
nentes han sido empleadas para tratar de estimar el sexo y el grado de dimorfismo sexual
presente en la poblacién del Pleistoceno Medio del yacimiento de la Sima de los Huesos
de la sierra de Atapuerca.

7.3
Estimacion del sexo de los individuos de Sima de los Huesos

El registro fésil de Sima de los Huesos incluye cerca de 7000 restos humanos, estando re-
presentadas todas las estructuras esqueléticas en el mismo. La homogeneidad morfoldgica
relativa de esta muestra, y el hecho de que todos los fésiles hayan sido recuperados del
mismo nivel estratigrafico han dado sustento a la hipétesis de que todos ellos pertenecen
a la misma poblacion biol6gica (Bermudez de Castro, 1986; Rosas, 1987; Bermudez de
Castro, 1988; Arsuaga et al., 1990a; b, 2014, 2015; Rosas et al., 1991). El primer estudio
paleodemografico de la poblaciéon de Sima de los Huesos fue realizado en 1997 por Ber-
mudez de Castro y Nicolas. Desde entonces el registro fésil de este yacimiento ha crecido
enormemente, permitiendo, entre otras cosas, la reconstruccién de 17 craneos a partir de

los restos hallados durante estos ultimos afios (Arsuaga et al., 2014).
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La evaluacién del namero minimo de individuos (NMI) de SH ha estado en constante
revision desde que se llevara a cabo la primera camparia de excavacién de este yacimiento
(e.g., Bermudez de Castro, 1986; Bermudez de Castro & Nicolés, 1997; Bermudez de Castro
et al., 2004b). El analisis de los maxilares, mandibulas y piezas dentales aisladas halladas
en el mismo han sido el método mas empleado para el calculo del NMI. Para ello, se ha
considerado la coincidencia de cada pieza dental aislada con los huesos alveolares disponi-
bles, el tamafio y la morfologia dental, los patrones y grados de desgaste o la presencia de
hipoplasias u otras alteraciones en el esmalte (e.g., Bermudez de Castro, 1986; Bermudez
de Castro & Nicolds, 1997; Bermudez de Castro et al., 2004a). Como resultado en 2004,
Bermudez de Castro y colaboradores establecieron un NMI de 28, por debajo de los 32

publicados anteriormente por Bermudez de Castro y Nicolas en 1997.

Previamente a esta tesis doctoral, el dimorfismo sexual de esta poblacion fué estu-
diado por varios autores con el fin de evaluar la variabilidad presente en los hominidos
de SH (e.g., Arsuaga et al., 1997a; Lorenzo et al., 1998; Bermudez de Castro et al., 2001;
Rosas et al., 2002). A partir de la combinacién de los resultados obtenidos en los dos ul-
timos estudios realizados con este fin se sugirioé una asignacion sexual para la mayoria de
los 28 individuos que aparecen representados en la muestra de SH. Por un lado, a partir
del anélisis del tamafio de la corona, Bermudez de Castro et al. (2001) pudieron estimar
que los individuos VII1, XVI11y XX eran machos, mientras que los individuos IXy XXV se
estimaron como hembras (asignaciones con probabilidades por encima del 95 %). Por otro
lado, aplicando el método de medias (ver Plavcan, 1994), Rosas et al. (2002) estimé el sexo
de 15 mandibulas de la muestra de SH, 10 de ellas (Individuos I, 11, VI, V11, X, XIX, XXI,
XXI1, XXVIy XXVII) con probabilidades del 95% o superiores.

En esta tesis doctoral se han empleado dos aproximaciones diferentes para la estima-
cion del sexo de los individuos de la muestra de SH. La asignacion sexual final se establecid
a través de la comparacién de los resultados obtenidos en ambas. Por un lado, se empleo
el método de medias (mean method, MM) siguiendo los criterios descritos en la seccion
de material y métodos de trabajo recogido en el apartado 6.4 de esta tesis doctoral. Esta
metodologia consiste en dividir la muestra original en dos submuestras empleando el va-
lor medio obtenido en dicha muestra para la variable o variables de estudio. La principal
limitacion del MM es que éste asume que en las submuestras masculina'y femenina las dis-
tribuciones de cada variable no solapan, lo que rara vez ocurre en las poblaciones humanas
actuales y del pasado, por lo que tiende a sobrestimar el dimorfismo sexual presente en la
muestra de estudio. A pesar de ello, este método es el mas cominmente empleado, ya que

presenta una eficacia comparable a la de otras técnicas mas complejas (Plavcan, 1994). Para
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discriminar entre individuos masculinos y femeninos empleando el MM, se tuvo en cuenta
el patron sexualmente dimoérfico observado en las muestras humanas modernas, que se
describe en los apartados 6.1y 7.1, y en Garcia-Campos et al. (2018a; b). Por otro lado, en
esta tesis se empled un enfoque fenético para evaluar si los individuos de la muestra se
agrupaban de acuerdo a similitudes en las proporciones de los tejidos dentales de sus cani-
nos permanentes, sin hacer ninguna suposicion previa. Para ello se realizé un analisis jerar-
quico de conglomerados (Hierarchical cluster analysis, HCA) tal y como se describe en la

seccion de material y métodos del trabajo incluido en el apartado 6.4 de esta tesis doctoral.

Antes de aplicar el MM y HCA a la muestra de SH, la eficacia en la estimacion del sexo
de ambas aproximaciones, asi como del resultado de su combinacion, se evalué emplean-
do los caninos de 39 individuos de la muestra forense de sexo conocido proveniente de la
Escuela de Medicina Legal de Madrid. Al aplicar el MM el porcentaje de aciertos fue del
68,97%, mientras que el sexo del 27,59% de los individuos no pudo ser determinado. Es
importante destacar que solo un 3,45% de los individuos fueros clasificados erroneamen-
te, un porcentaje bastante bajo teniendo en cuenta la simplicidad del método. Por otro
lado, al aplicar el HCA el porcentaje de eficacia obtenida oscil6 entre un 79,31y un 89,66%.
Cuando se combinaron los resultados obtenidos por ambas aproximaciones el sexo de 32
de los 39 individuos fue estimado correctamente (82,05%) (para mas detalles ver anexo
del estudio incluido en el apartado 6.4 de esta tesis doctoral).

Cuando se emplearon ambas aproximaciones para estimar el sexo de los individuos
de la muestra de SH, 15 de los 17 individuos, cuyos caninos permanentes fueron incluidos
en este estudio, fueron asignados a un sexo en concreto. Se observo, por un lado, que los
individuos con valores mas bajos para las variables absolutas de la corona y la raiz, pero
con mayores dimensiones relativas del esmalte (3DAET, 3DRET y OES/EDJS) tendian a
aparecer agrupados en el HCA (ver Figura 1 del apartado 6.4). Algunos de estos individuos
ya habian sido identificados como femeninos a partir de la aplicacion del MM (Individuos
I, X, XV, XVI, XX, XXIV, XXVIII). Por otro lado, en el HCA apareci6 un segundo grupo
los individuos (ver Figura 1 del apartado 6.4), previamente identificados como machos en
MM (Individuos VII, XII, XVIII, XXy XXVII) los cuales exhibian mayores valores para
las variables absolutas de la corona y la raiz, asi como presentaban menores dimensiones
relativas del esmalte.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en estudios previos. Al menos el sexo de
diez de los 17 individuos incluidos en este estudio ya habia sido estimado por otros autores
(Bermudez de Castro et al., 2001; Rosas et al., 2002; Arsuaga et al., 2014). Los individuos
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I, 111, XV y XXIII fueron considerados en estudios previos muy posiblemente femeninos.
Estos especimenes se caracterizan por poseer un pequefio tamafio dental, mandibulas de
tamafno medio o pequefio con inserciones musculares suaves, y/o una capacidad craneal
pequefia (Bermudez de Castro et al., 2001; Rosas et al., 2002; Arsuaga et al., 2014). Asimis-
mo, el Craneo 17, asociado con el canino maxilar AT-1757, ha sido considerado como perte-
neciente a una hembra, ya que posee una capacidad craneal con uno de los cuatro valores
mas bajos dentro de la muestra de SH (Arsuaga et al., 2014). Por el contrario, los especi-
menes con mandibulas grandes y con fuertes inserciones musculares, que presentan una
denticién de mayor tamafo y/o una mayor capacidad craneal, fueron considerados como
distintivamente masculinos (Bermudez de Castro et al., 2001; Rosas et al., 2002; Arsuaga et
al., 2014). Dentro de este ultimo grupo encontramos a los individuos VII, X11I, XXy XXVII.
Ademas de apoyar las estimaciones sexuales sugeridas por otros autores para los individuos
con un dimorfismo méas acusado, en esta tesis doctoral se logrd estimar el sexo de algunos
individuos cuyos rasgos los habian situado en una zona media de la variacion poblacional
(Rosas et al., 2002). Dentro de este grupo encontramos los individuos XXV (AT-1755) y
XXVIHI (AT-219y AT-2762), los cuales se ha estimado que son individuos femeninos.

Asimismo, en este estudio se abordoé el desafio de estimar el sexo de los individuos
mas jovenes de la muestra de SH: 11 (12,5-14,5 afios), XVI (12,5-14,5 afos), XVIII (9,5-11,5
afos) y XXIV (12,5-14,5 afos) (edad estimada a partir de estandares de humanos moder-
nos; Bermudez de Castro & Nicolas, 1997). La dificultad en la estimacion del sexo de los
individuos subadultos radica en que, tanto en el esqueleto craneal como en el postcraneal,
los rasgos sexuales secundarios no finalizan su desarrollo hasta que termina la pubertad
(Dirkmaat, 2012). Por tanto, si nos encontramos con un individuo subadulto gracil, es
dificil discernir si nos encontramos frente a un individuo femenino o si bien se trata de un
individuo masculino que adn no ha finalizado su desarrollo. Por el contrario, los rasgos
sexuales surgen pronto en la denticion humana, una vez finaliza la formacion de las piezas
dentales, pudiendo ser apreciados incluso en los individuos més jovenes (Irish & Scott,
2018). En concreto los caninos, la pieza dental méas representativa para el estudio del di-
morfismo sexual (e.g., Hillson, 1996; Lund & Mornstad, 1999; Schwartz & Dean, 2005;
Acharya & Mainali, 2007), finaliza su formacion en torno a los seis anos de edad en los hu-
manos modernos (Moorrees et al., 1963), por lo que resulta especialmente Gtil en aquellas
muestras fosiles con una estructura demografica similar a la de SH, en la que predominan
individuos subadultos. Por un lado, gracias al estudio de las proporciones histolégicas de
sus caninos permanentes se pudo estimar que los individuos XVI (AT-1960) y XXIV (AT-
2388 y AT-6729) son femeninos, mientras que al individuo XVII1 (AT-2151 y AT-2165)

DISCUSION 275



se le considerd masculino. Por desgracia, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral
para el Individuo Il no fueron concluyentes. Aungue sus caninos superiores e inferiores
presentaban un tamafio que superaba ligeramente la media, las proporciones histolégicas
de su canino maxilar se encontraban cercanas al patron femenino, mientras que las de su
pieza mandibular resultaron ser méas similares al patron masculino. En 1995 y 1997, la
mandibula AT-2 asociada al Individuo Il fue estudiada por Rosas, quien observé que ésta
presentaba rasgos masculinos. Sin embargo, debido a que AT-2 pertenece a un individuo
subadulto, este autor considerd que sus conclusiones debian ser consideradas con cierta
precaucion (Rosas, 1995, 1997). Por ultimo, en esta tesis doctoral se pudo estimar el sexo
de nueve caninos aislados, no asociados a ningun individuo dental de SH (Nf =6; Nm = 3).

En el estudio realizado por Bermudez de Castro et al. en 2004 sobre la paleodemo-
grafia de SH se calcul6 el ratio sexual (sex ratio, Nm:Nf) de esta poblacion. Este se calcul6
a partir de los resultados obtenidos por Rosas et al. (2002) y Bermudez de Castro et al.
(2001). Se observo que cuando solo se tenia en cuenta la asignacion sexual de los indivi-
duos menos ambiguos, la hip6tesis de equidad de sexos en la muestra de SH (ratio sexual
1:1) podia ser aceptada. Sin embargo, si todos los individuos cuyo sexo pudo ser estimado
se tenian en cuenta, incluyendo aquellos cuya asignacion sexual es menos clara, el ratio se-
xual (Nm:Nf) resultante era 8:12. Este segundo escenario encaja mejor con los resultados
obtenidos en esta tesis doctoral. En ella se han analizado los caninos permanentes de 17
individuos, el sexo de 15 de estos individuos pudo ser estimado. Los resultados obtenidos
nos muestran una mayor representacion femenina, con un ratio sexual de 5:9 (8:16, si
tenemos en cuenta las piezas dentales aisladas y el Craneo 17). Con el fin de valorar si este
ratio podria obtenerse de manera aleatoria a partir de una muestra con el mismo ndmero
de individuos masculinos y femeninos (ratio sexual 1:1), se aplic6 un test binomial exacto.
Este andlisis permite testear una hipétesis nula (Nm=Nf) empleando la distribucién de
probabilidad de Bernoulli. El intervalo de confianza del 95% obtenido en el test binomial
para el ratio 5:9 fue 0,351-0,872, el cual incluia el valor 0,500, la probabilidad de obtener
una asignacion femenina o masculina en una muestra equilibrada. Por tanto, no podemos
decir con certeza estadistica que nuestros resultados no se puedan obtener de una muestra
con el mismo namero de individuos masculinos y femeninos. Incluso cuando se tuvieron
en cuenta los resultados obtenidos de las piezas aisladas, considerando que éstas no perte-
necian a ningun individuo dental descrito, y del Craneo 17 (ratio sexual 8:16), el intervalo
de confianza del 95% fue de entre 0,447 y 0,844. Como puede observarse, y a pesar que
la evidencia estadistica nos indica que es posible obtener este ratio sexual de una muestra

sexualmente equilibrada, el limite inferior del intervalo de confianza esta cerca del valor
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0,500. Por otro lado, en estudios previos se estimé el sexo de otros ocho individuos denta-
les de SH que no pudieron ser incluidos en este estudio (Bermudez de Castro et al., 2001;
Rosas et al., 2002). De ellos, cinco se estimaron como femeninos (1V, VI, X1, XIX, XXVII)
y tres como masculinos (VII1, XXI, XXII). En total, el sexo de 22 de los 28 individuos den-
tales representados en la muestra de SH ha podido ser estimado de una forma u otra, re-
sultando en un ratio sexual de 8:14. Aplicando la distribucion de probabilidad de Bernoulli
a este ratio tampoco es posible descartar que éste proceda de una poblacion con equilibrio

en la representacion de ambos sexos (intervalo de confianza del 95%: 0,407 -0,828).

Ademés de estimar el sexo de la muestra de SH, se estimé el sexo de la muestra dental
de Krapina con el fin de emplearla como muestra comparativa. Wolpoff (1979) concluy6 que
debido a que ni los caninos, ni ningun otro diente de la muestra de Krapina, presentaban evi-
dencias de bimodalidad en su tamafio, éstos no podian ser usados para estimar de manera
precisa el sexo de los especimenes de este yacimiento. Sin embargo, en nuestro estudio si que
se ha observado un patrén dimorfico en las proporciones histologicas de los caninos de esta
poblacion. Empleando la misma metodologia que la aplicada a la poblaciéon de Atapuerca,
se pudo estimar el sexo de todos los individuos dentales de Krapina de los que se disponia
de caninos permanentes. Por un lado, se estimo que los individuos dentales 4, 6, 8, 26 y 30
eran femeninos, mientras que los individuos 3, 17, 18 y 23 eran masculinos. Ademas, se pudo
estimar el sexo de cinco piezas aisladas (Nf = 3; Nm = 2). En total, el ratio sexual obtenido
fue 4:5 (6:9 si consideramos las piezas aisladas), lo que parece indicar cierto equilibro en
la distribucion poblacional en relacion con el sexo. Durante mucho tiempo ha habido una
tendencia a pensar que los hominidos de Krapina representaban a una poblacion atipica
dentro del linaje Neandertal, debido a que ésta se encuentran cerca del limite inferior del
rango de variacion de los neandertales en muchos rasgos métricos (e.g., Smith, 1976, 1980;
Smith, 1982). El pequefio tamafio de sus craneos, unido a su baja capacidad craneal y a su
gracilidad generalizada en comparacion con otras poblaciones de H.neanderthalensis, po-
dria atribuirse a razones filogenéticas o cronologicas, aunque algunos autores han planteado
unatercera opcion: los restos de Krapina podrian componerse principalmente de individuos
femeninos jovenes (Caspari & Radovci¢, 2006). Los resultados obtenidos en la presente tesis
doctoral no apoyarian esta ultima hipétesis. Como ya se ha mencionado con anterioridad, la
estructura demogréafica de esta poblacion, caracterizada por la predominancia de individuos
subadultos y/o juveniles (Bocquet-Appel & Arsuaga, 1999), podria dificultar la estimacion
del sexo a partir de los restos craneales y postcraneales, al igual que ocurre en el caso de SH.
Podria, por tanto, darse el caso de que la gracilidad y las reducidas dimensiones de sus restos

se confundieran con indicadores sexuales, cuando en realidad se deben a que los especime-
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nes no han finalizado su formacion. En cualquier caso, la falta de consenso y claridad en la
denominacion de los restos 0seos de este yacimiento, hace realmente complicado estable-
cer relaciones fiables entre los restos craneales y postcraneales hallados y la muestra dental
disponible en este estudio, por lo que no podemos contrastar los resultados obtenidos con
los de otros trabajos basados en otras estructuras esqueléticas de la poblacién de Krapina.
Futuros estudios sobre la variabilidad intrapoblacional de esta poblacion, y en concreto de
su denticion, podrian ayudar a aclarar esta cuestion.

Por ultimo, y a pesar de que somos plenamente conscientes de la limitacién que supo-
ne el tamafio de la muestra dental de Gran Dolina de la que hemos dispuesto en este estu-
dio, nos gustaria comentar los resultados obtenidos en el andlisis de las proporciones his-
toldgicas tridimensionales de los caninos permanentes de Gran Dolina-TD6.2. La muestra
de H.antecessor analizada en esta tesis doctoral se compone de tres caninos permanen-
tes: dos caninos pertenecientes al individuo H1, holotipo de la especie (canino maxilar
izquierdo ATD6-13; canino mandibular izquierdo ATD6-1); y un canino del individuo H3,
conocido como “El chico de la Gran Dolina” (canino maxilar izquierdo ATD6-69). Cuando
comparamos los resultados obtenidos en los dos caninos maxilares de este yacimiento,
observamos que el canino de H1 presenta una corona de mayores dimensiones (ATD6-13:
Vc=371,17 mm3yBS =72,30 mm2; ATD6-69: Vc = 355,49 mm3y BS = 51,04 mm2). Ber-
mudez de Castro et al. (1999) destacaron el gran tamafio del canino maxilar y mandibular
del holotipo de H. antecessor (Bermudez de Castro et al., 1999). Estos autores apreciaron
que el canino superior de H1 presenta unos valores de sus diametros coronales que se lo-
calizan en la parte alta del rango del género Homo. Ademas de un gran tamarfo, ATD6-13
(H1) presenta un complejo dentino-pulpar de grandes dimensiones en comparacion con
ATD6-69 (H3) (ATD6-13: Vcdp = 227,43 mm3 y EDJS = 196,43 mm2; ATD6-69: Vcdp =
190,13 mm3 y EDJS = 159,75 mm2), aunque un menor componente de esmalte (ATD6-
13: Ve = 143,24 mm3, 3DAET = 0,73 mm, 3DRET = 12,01 y OES/EDJS = 1,32; ATD6-69:
Ve = 165,36 mm3, 3DAET = 1,04 mm, 3DRET = 18,00 y OES/EDJS = 1,53). Se aplicé un
Andlisis de Componentes Principales (Principal Component Analysis, PCA) a la mues-
tra de caninos maxilares de H.antecessor, SH, Krapina y la muestra de humanos moder-
nos, teniendo en cuenta las estimaciones sexuales obtenidas en esta tesis doctoral para las
muestras fésiles o el sexo real en el caso de las muestras forenses. En el PCA se analizaron
aquellas variables medidas en la coronay solo se incluyeron las piezas dentales con un des-
gaste menor o igual a 3 (Molnar, 1971). Los resultados del PCA (Figura 7.3) nos permitie-
ron distinguir entre los individuos considerados femeninos (areas sin relleno) de los mas-

culinos (areas con relleno) en cada poblacion, encontrandose, en términos generales, los
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individuos femeninos desplazados hacia el cuadrante superior izquierdo en relacién con
los individuos masculinos. Los dos caninos de Gran Dolina se sitlan claramente separados
en este PCA. El canino ATD6-69 se encuentra desplazado hacia los valores negativos del
componente 1y los valores positivos del componente 2 en relacién con el canino ATD6-13.

Fiura 7.3 Andlisis de Componentes Principales (Principal Component Analysis, PCA) aplicado a la muestra de ca-
ninos maxilares de H.antecessor (rombos negros), SH (en naranja), Krapina (en verde) y la muestra de humanos
modernos (en azul), teniendo en cuenta las estimaciones sexuales obtenidas en esta tesis doctoral para las muestras
fosiles o el sexo real en el caso de las muestras forenses. En este PCA se han analizado aquellas variables medidas
en la coronay solo se incluyeron las piezas dentales con un desgaste menor o igual a 3 (Molnar, 1971). A la izquierda
se muestra el diagrama de dispersion de puntos para los dos primeros componentes del PCA (C1y C2), los cuales
explican el 90,14% de la variabilidad total observada en la muestra. Las areas sin relleno engloban la distribucion de
los individuos femeninos, mientras que las areas con relleno indican la distribucién de los individuos masculinos.
Los individuos masculinos de la muestra de Krapina aparecen representados por una Unica pieza dental (cuadrado

verde). A la derecha se aprecian los coeficientes de cada una de las variables evaluadas para cada componente.

Esta amplia variabilidad intrapoblacional podria interpretarse como fruto del dimorfismo
sexual. De ser asi, el patrén observado en H1 seria indicativo de que nos encontramos fren-
te a un individuo masculino, mientras que H3 seria un individuo femenino. “El chico de la
Gran Dolina” (H3) seria, por tanto, “La chica de la Gran Dolina” en realidad. En cualquier

caso, el escaso tamafio muestral de TD6.2 nos impide obtener inferencias concluyentes en
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base al patrén histol6gico de los caninos permanentes de esta poblacién. El hallazgo de
nuevos fosiles en este nivel de Gran Dolina podria ayudar a entender mejor la variabilidad

intrapoblacional de dicha muestra, y, por tanto, confirmar o refutar esta hipotesis.
7.3.2

Dimorfismo sexual presente en las proporciones histologicas de los caninos
permanentes de Sima de los Huesos

A partir del estudio de los craneos pertenecientes al registro fésil de varios yacimientos
del Pleistoceno Medio europeo, en 1976 y 1980, Milford H. Wolpoff propuso la hipotesis
de que las poblaciones del Pleistoceno Medio presentaban un mayor grado de dimorfismo
sexual en comparacion con las poblaciones actuales. Esta hipétesis fue refrendada por los
resultados obtenidos por muchos otros autores tras el estudio de diversos restos craneales
(de Lumley & de Lumley, 1973; Frayer, 1980; Ruff et al., 2018). Sin embargo, no fue asi
para el caso del esqueleto postcraneal. En 1980, el analisis de los huesos largos y el coxal de
una amplia muestra de H. neanderthalensis, llevé a Trinkaus a concluir que el dimorfismo
sexual presente en estas estructuras esqueléticas era practicamente el mismo que el obser-
vado en los humanos modernos. Se plante6 entonces que las discrepancias entre los resul-
tados obtenidos en los diferentes trabajos podrian ser el resultado de un error de muestreo
fruto de la amplia distribucién espacial y temporal de las muestras fésiles empleadas, asi
como de la dificultad inherente a la hora de asignar el sexo de restos fosiles incompletos
(Plavcan, 2012). En este contexto, el estudio de los conjuntos fosiles de Sima de los Hue-
sos y Krapina, las muestras mas amplias del Pleistoceno Medio europeo provenientes de
un Unico yacimiento, ofrecen una oportunidad excepcional para investigar la variabilidad

intrapoblacional durante este periodo.

Con el objetivo de valorar si el dimorfismo sexual presente en las muestras dentales
del Pleistoceno Medio europeo de SH y Krapina es mayor o menor que el observado en las
poblaciones humanas modernas, se evalud la variabilidad intrapoblacional de las propor-
ciones histoldgicas tridimensionales de los caninos permanentes de ambas muestras, em-
pleando para ello el coeficiente de variacion (CV). El CV de una muestra mixta, compuesta
por individuos masculinos y femeninos, se calcula dividiendo la desviacién estandar (SD)
por la media de la muestra (u) para cada variable de estudio, multiplicando el resultado
por 100 (CV = SD/ u x 100) (Fleagle et al., 1980). De este modo, se parte del principio de
que si aumentara el dimorfismo sexual dentro de la poblacion, se produciria un incremen-
to proporcional en su desviacion estandar y, por tanto, el valor de CV aumentaria también
(Fleagle et al., 1980; Kay, 1982; Leutenegger & Shell, 1987).
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Para evitar que las diferencias en el tamafio de las muestras a comparar pudiera in-
terferir en el calculo de su variabilidad intrapoblacional, previo al calculo de dicho indice,
se realiz6 un remuestreo aleatorio (con reemplazo), empleando el cominmente conocido
como Método Bootstrap. Este método ha sido previamente utilizado para el estudio de la
variabilidad interna de la muestra de SH por otros autores como Arsuaga et al. (1997a) o
Bermuidez de Castro et al. (2001). Consiste en simular de manera artificial un gran nimero
de muestras de un tamafio determinado, seleccionando individuos de la muestra original
de manera aleatoria. En este caso en concreto, empleando el software estadistico R se ge-
neraron 1000 muestras aleatorias a partir de la muestra original de humanos modernos
con el tamafio muestral de SH y Krapina, respectivamente. Posteriormente, se procedio6 a
calcular el CV de cada conjunto de datos. El valor medio obtenido en las 1000 muestras
aleatorias, asi como el intervalo de confianza del 95%, se compar6 con los valores del CV
obtenidos de las muestras dentales de SH y Krapina (ver Figuras 2y 3y ADFiguras 2y 3
del estudio incluido en el apartado 6.4). Todo ello, se repitié para cada una de las variables

de estudio.

Por ultimo, se tuvo en cuenta que el CV puede verse afectado por la dispersion geo-
grafica de las muestras. Cuanto mayor es dicha dispersion, se corre el riesgo de que las
variaciones en la desviacion estandar de la muestra puedan deberse no solo al dimorfismo
sexual, sino también a la variabilidad interpoblacional de las submuestras que la compo-
nen. Por ello, se calculd, ademas, el CV de las submuestras forenses de origen europeo y
africano por separado. Asimismo, se calcul6 el valor del CV empleando la muestra de H.
neanderthalensis estudiada por Buti et al. (2017). Esta muestra fosil incluye seis caninos
superioresy 11 caninos inferiores pertenecientes a individuos de: Krapina, Cueva de Vindi-
ja, Cueva de Scladina, Abri Bourgeois-Delaunay, Combe-Grenal, Le Moustier y La Quina.

En términos generales, los valores de los CVs obtenidos en los caninos permanentes
de SH para cada variable de estudio se encuentran dentro del intervalo de confianza del
95% de la distribucion de las muestras de humanos modernos recientes, aunque siempre
por debajo de su media en cada caso. Los resultados obtenidos permiten apreciar que en
la muestra de Atapuerca los caninos mandibulares parecen ser mas dimorficos que los
caninos maxilares. Mientras que en las piezas inferiores los CVs de las dimensiones ab-
solutas valoradas (Ve, Vcdp, OES e EDJS) se encuentran cercanos a los valores obtenidos
en las muestras actuales, en las piezas superiores los CVs se tienden a situar cercanos al
limite inferior del intervalo de confianza del 95%. En el caso de los indices o las dimen-
siones relativas del esmalte y la dentina (3DAET, 3DRET, Vcdp/Vc y OES/EDJS), tanto
en los caninos maxilares como en los mandibulares, los CVs de SH se sittan por debajo, o
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muy cerca, del limite inferior del intervalo de confianza de las poblaciones actuales. Cabe
destacar el elevado dimorfismo sexual del volumen de la raiz (Vr) de los caninos mandibu-
lares y del indice OES/EDJS de los caninos maxilares, cuyos CVs sobrepasan la media de
los humanos modernos, aunque no el limite superior de su intervalo de confianza al 95%.
Al igual que en SH, las dimensiones del esmalte y la dentina de los caninos permanentes
de Krapina presentan valores del CV por debajo de la media de las muestras de humanos
modernos, aunque dentro de su intervalo de confianza. Los CVs obtenidos de los indices

de Krapina, sin embargo, se encuentran por debajo del limite inferior de dicho intervalo.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran, por tanto, que el dimorfismo
sexual presente en las proporciones del esmalte y la dentina de los caninos permanentes de
SH y Krapina, es similar o inferior, pero en ningln caso superior, al observado en los hu-
manos modernos. Estos resultados podrian achacarse, por un lado, a la disparidad de sexos
presente en la muestra dental de SH de la que se ha dispuesto en este estudio, lo que podria
llevar a subestimar el dimorfismo sexual de esta poblacion. Sin embargo, el ratio sexual de
la muestra dental de Krapina esta cerca de ser equilibrado (1:1), y sin embargo los valores
del CV obtenidos para esta poblacion, a pesar de ser ligeramente superiores a los de SH,
no superan los de las muestras de humanos recientes. La dispersion geografica de la mues-
tra humana moderna, por otro lado, podria ser otra de las causas de estos resultados. Sin
embargo, los resultados no varian cuando consideramos las submuestras actuales europea
y africana por separado. Del mismo modo, los CVs obtenidos de la muestra de Buti et al
(2017), compuesta por fosiles dispersos geografica y cronolégicamente, solo superan el va-
lor medio obtenido de las muestras de humanos modernos en las variables Ve, Vcdp y EDJS
en los caninos mandibulares. Por todo ello, podemos concluir que las proporciones histolé-
gicas tridimensionales de los caninos permanentes de SH y Krapina no aportan evidencias

de que dichas poblaciones fueran mas dimorficas que las poblaciones humanas actuales.

Nuestros resultados no concuerdan con las evidencias obtenidas por Bermudez de
Castroetal. (2001) del estudio de los caninos mandibulares y los premolares del yacimien-
to de SH. Bermudez de Castro et al. (2001) observaron que esta poblacion, en términos
generales, presentaba una variabilidad intrapoblacional en &rea coronal de sus caninos
ligeramente mayor que la de los humanos modernos. Las discrepancias entre los resulta-
dos obtenidos en esta tesis doctoral y los publicados por Bermudez de Castro et al. (2001)
podrian explicarse por el aumento de la muestra de estudio disponible. Asimismo, en este
estudio no solo se ha valorado el tamario dental de los caninos, sino también el volumen y
las superficies tridimensionales de los diferentes tejidos dentales. Por el contrario, nues-

tros resultados coinciden con los obtenidos por autores como Royer et al. (2009), Arsuaga
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etal. (1997a) o Lorenzo et al. (1998). En 2009, Royer et al. estudiaron el dimorfismo sexual
presente en el cuerpo mandibular y los M2s del registro fésil de siete yacimientos del Pleis-
toceno Medio y Superior, incluyendo SH. Estos autores concluyeron que la variabilidad
intrapoblacional del tamafio mandibular y de los molares de SH, se encontraba dentro del
rango observado en las poblaciones modernas (Royer et al. 2009; en contra de lo estable-
cido por Rosas et al. (2002). Del mismo modo, en los estudios realizados por Arsuaga et al.
(1997a) y Lorenzo et al. (1998) sobre las dimensiones del craneo y los elementos postcra-
neales de SH, respectivamente, se sugirié que niveles de dimorfismo sexual presentes en

SH eran comparables a los de las poblaciones actuales.

Por otro lado, los resultados obtenidos sobre el dimorfismo sexual de las proporcio-
nes del esmalte y la dentina de los caninos permanentes de Krapina coinciden con los
obtenidos por Trinkaus (1980) del estudio del esqueleto postcraneal de esta poblacion.
Este autor observd que el dimorfismo sexual presente en los individuos de Krapina era
indistinguible del de los humanos modernos (Trinkaus, 1980, en contra de lo expuesto por
Brace, 1963; Wolpoff et al., 1976; Smith, 1979; Wolpoff, 1980).

La falta de consenso en los resultados obtenidos en los diversos estudios evidencia la
poca claridad que existe alin hoy en dia acerca de como era la variabilidad intrapoblacional
de las poblaciones que vivieron durante el Pleistoceno Medio. Nuestros resultados, en con-
creto, no parecen apoyar que las poblaciones del Pleistoceno Medio tuvieran niveles mas
altos de dimorfismo sexual que los humanos modernos, al menos en las proporciones his-
toldgicas de sus caninos permanentes. Una de las hipotesis que podria servir para explicar
la posible disminucién del dimorfismo sexual en SH es la conocida como la Hipotesis de
que las madres grandes son las mejores madres (The bigger mothers are better mothers
hypothesis) propuesta por Ralls (1976). Las variaciones en el grado de dimorfismo sexual
de una poblacién dependen de los cambios que se producen en el tamafio corporal de los
machos o de las hembras del grupo. Mientras que los cambios en el tamafio corporal de
los individuos masculinos suele asociarse a cambios en la estructura social o ciertos com-
portamientos que impactan y alteran el acceso a las hembras por parte de los mismos;
los cambios acontecidos en el tamafio corporal de los individuos femeninos se relacionan
con cambios en el nicho ecoldgico y, en concreto, con el acceso a los recursos (Leigh &
Shea, 1995; Gordon et al., 2006; Plavcan, 2012). Segun la hipétesis propuesta por Ralls
en 1976, en abundancia de recursos, las presiones selectivas favoreceran el incremento
del tamafio corporal de las hembras, aumentando su fertilidad y reduciendo la mortalidad
materno-infantil. Diversos autores han sugerido que las variaciones en el tamafio corporal

de las hembras pudieron estar detras del aumento del dimorfismo sexual en los primeros
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representantes del género Homo (Gordon et al., 2006; Lovejoy, 2009) asi como de la dis-

minucion de la variabilidad intrapoblacional en H.erectus (McHenry, 1994a; b).

Estudios realizados sobre el contexto paleoecoldgico en el que habitaron los homi-
nidos de la sierra de Atapuerca durante el Pleistoceno Medio aportaron evidencias de la
existencia de periodos largos con condiciones climaticas estables y una apertura de los
habitats en comparacion con los paisajes mas boscosos de periodos anteriores (Garcia &
Arsuaga, 2011; Rodriguez-Gomez et al., 2014). La diversidad de carnivoros que aparece
asociada con los restos de SH refleja una alta diversidad taxondmica, lo que est4 en con-
sonancia con un ecosistema altamente productivo (Garcia & Arsuaga, 2011). Asimismo,
estudios sobre la presencia de hipoplasias dentales en la muestra de SH mostraron que, en
términos comparativos, la prevalencia de estos defectos en el esmalte en los hominidos de
SH era significativamente inferior a las tasas observadas en los neandertales u otras pobla-
ciones modernas recientes (Bermudez de Castro & Pérez, 1995; Cunha et al., 2004). Todo
ello hizo que se planteara la hipotesis de que tanto el clima como la densidad demografi-
ca de Atapuerca durante el Pleistoceno Medio favorecieron la buena adaptacion de estos
hominidos a su entorno, disminuyendo el estrés nutricional en esta poblacion (Cunha et
al., 2004). La disponibilidad de recursos pudo, por tanto, haber favorecido el aumento del
tamanfo corporal de las hembras de SH en relacion con los machos del grupo, aumentando
su fertilidad y disminuyendo la mortalidad materno-infantil, lo que explicaria a su vez el
modesto grado de dimorfismo sexual de la poblacién de Sima de los Huesos descrito por
diversos autores (Arsuaga et al., 1997a; Lorenzo et al., 1998; Royer et al., 2009) asi como
en esta tesis doctoral.

El moderado dimorfismo sexual del tamafio de los caninos que caracteriza a nuestro
linaje evolutivo, junto con el hecho de que desconocemos el sexo real de los individuos que
componen las muestras fésiles incluidas en este estudio, hace que tengamos que conside-
rar nuestras conclusiones con cierta cautela. Sin embargo, la naturaleza de las muestras
utilizadas, caracterizadas por su gran tamafio y por pertenecer a paleo-poblaciones bien
definidas, aporta robustez a las evidencias obtenidas en esta tesis doctoral. Ademas, no
hay que olvidar que las muestras de SH y Krapina representan méas del 80% del registro f6-
sil mundial del Pleistoceno Medio. En cualquier caso futuros estudios sobre el dimorfismo
sexual de las proporciones histoldgicas de los caninos permanentes de otras poblaciones
del Pleistoceno Medio podran ayudar a arrojar luz sobre este asunto. Asimismo, nuevos
estudios sobre la variabilidad intersexual de las estructuras craneales o postcraneales de
poblaciones extintas podrian ofrecer informacion que ayude a comprender cémo ha varia-

do el dimorfismo sexual a lo largo de la evoluciéon humana.

284  CECILIA GARCIA CAMPOS









3

Conclusiones
Conclusions






En esta tesis doctoral hemos empleado técnicas de anélisis de imagenes microtomografi-
cas para evaluar las proporciones de los tejidos dentales de los caninos permanentes de las
poblaciones del Pleistoceno de la sierra de Atapuerca (Espafia) y de los humanos moder-
nos recientes. El estudio de las dimensiones del esmalte y la dentina ha mostrado que las
proporciones histolégicas de los caninos proporcionan diversas variables que pueden ser
empleadas de manera fiable para la estimacion del sexo de las poblaciones actuales y del
pasado. Por otro lado, la comparacion del patrén histolégico dental de los hominidos del
Pleistoceno Inferior y Medio de los yacimientos de Atapuerca con las muestras dentales de
La Caune de I'Arago (Francia) y Krapina (Croacia), nos ha ayudado a comprender la pola-
ridad del patron de esmalte fino que exhiben los neandertales, asi como a contextualizar
la evolucién de este rasgo en las poblaciones del Pleistoceno de Europa. Finalmente, la
evaluacion del patrén y grado de dimorfismo sexual de las proporciones histologicas de los
caninos de la Sima de los Huesos ha aportado nueva informaciéon paleodemografica sobre
esta poblacion, y ha ampliado nuestro conocimiento sobre la variabilidad intrapoblacional
de los grupos del Pleistoceno Medio.

A continuacioén se detallan las conclusiones mas relevantes obtenidas en esta tesis
doctoral:

» Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han permitido apreciar la presencia
de un patrén sexualmente dimoérfico en las proporciones de los tejidos dentales de las
poblaciones humanas modernas. Este patron consiste en la presencia de un complejo
dentino-pulpar absoluta y relativamente mayor en los caninos de los individuos mas-
culinos en relacion con los de los individuos femeninos, mientras que su esmalte es

relativamente mas fino.

» Lasdimensiones absolutas y relativas de los diferentes tejidos dentales de los caninos
permanentes pueden ser empleadas de manera fiable para la estimacion del sexo en
las poblaciones actuales. El estudio de las proporciones histologicas de los caninos
nos ha proporcionado diversas variables que han sido empleadas para el desarrollo de
un método de estimacion del sexo cuya precision es comparable a la de otros métodos
més comunes aplicados al craneo o a la pelvis. Esta metodologia, por tanto, repre-
senta una alternativa que puede resultar especialmente util cuando el ADN u otros
elementos esqueléticos no estan disponibles, o cuando se pretende estimar el sexo de
individuos subadultos.

»  Por otro lado, se ha podido apreciar que las coronas de los caninos permanentes de

los hominidos de Krapina, considerados como neandertales clasicos, presentan un
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volumen mayor que las de los caninos de H. sapiens. Estos resultados apoyan los
obtenidos en estudios previos en los cuales se emplearon medidas clasicas tales como
los diametros mesiodistal y bucolingual de la corona. Es especialmente notable el
hecho de que en los neandertales el volumen coronal de los caninos inferiores lle-
ga a alcanzar valores similares al de los caninos superiores, caracteristica que no se
observa en ninguna de las otras especies incluidas en este estudio. Los neandertales
y los humanos modernos recientes también difieren en el volumen de la raiz de su
denticion anterior. Los caninos de Krapina tienen raices mas voluminosas que los de
las poblaciones modernas, rasgo que ha sido considerado por algunos autores como

resultado de la retencion de una condicién ancestral.

Asimismo, nuestros resultados apoyan que el incremento del volumen de la corona de
los caninos permanentes de H. neanderthalensis puede atribuirse preferentemente a
variaciones en el volumen de su complejo dentino-pulpar, mientras que el volumen
del esmalte parece haber jugado un papel menor. Aunque los caninos de H. nean-
derthalensis tienen un volumen de esmalte significativamente mayor que los de H.
sapiens, el incremento en su complejo dentino-pulpar es ain mas marcado, lo que,
junto con una superficie de union del esmalte y la dentina (EDJ) mas grande, ha re-

sultado en un espesor del esmalte relativamente menor en este taxon.

Estas diferencias en las proporciones de los tejidos dentales de H. sapiens y H. nean-
derthalensis también quedan reflejadas en los mapas tridimensionales de distribu-
cion del grosor del esmalte obtenidos de ambos taxones. A partir de dichos mapas se
pudo observar que los caninos de la muestra dental de Krapina presentaban valores
del grosor del esmalte mas bajos que los que exhibian los de la muestra de humanos
modernos, ésto quedo reflejado por la presencia de un color rojizo menos intenso.
Asimismo, se aprecié que en los humanos modernos las zonas con un mayor grosor
del esmalte se extienden de manera mas amplia a lo largo de la superficie bucal de la

corona, especialmente en los caninos inferiores.

Por otro lado, nuestros resultados muestran el gran volumen coronal y radicular de
los caninos de H. antecessor, lo que apoya los resultados obtenidos de la valoracion

de medidas clasicas como los diametros mesiodistal y bucolingual de la corona.

Los valores de las proporciones de los tejidos dentales de los caninos de Gran Doli-
na-TD6.2 son similares a los obtenidos en las muestras dentales de Krapinay Sima de
los Huesos. En concreto, los caninos de H. antecessor parecen compartir el patrén de

esmalte fino con los neandertales, aunque los valores del grosor relativo de su esmal-
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te también solapan con los valores inferiores del rango de variacion de los humanos
recientes. Asimismo, en los homininos de Gran Dolina-TD6.2, los mapas de distribu-
cion del grosor del esmalte de los caninos muestran resultados mas parecidos a los
obtenidos en H. neanderthalensis que a los de las poblaciones actuales. Martin-Fran-
cés et al. (2018) encontraron que los molares permanentes de Gran Dolina-TD6.2
exhiben un patrén de esmalte grueso, lo que alinearia a H. antecessor con los H. erec-
tus asiaticos, asi como con las poblaciones humanas modernas. Sin embargo, en este
estudio también se pudo apreciar que el patrén de distribucién del grosor del esmalte

de los molares de H. antecessor se asemejaba al observado en H. neanderthalensis.

Dado el pequefio tamafio de la muestra dental de Gran Dolina-TD6.2 es importan-
te ser cauto a la hora de extraer conclusiones, por lo que serd necesario ampliar la
muestra dental de este yacimiento para poder contrastar si el patron de esmalte fino
aparecio hace unos 800 ka en los caninos H. antecessor o si, por el contrario, esta
poblacién conserva un esmalte relativamente grueso, lo que sugiere que la reduccion
del grosor del esmalte de los caninos es un rasgo derivado en Sima de los Huesos y H.

neanderthalensis.

Los resultados obtenidos del andlisis de la muestra dental de Sima de los Huesos
muestran el reducido volumen coronal de los caninos de esta poblacion, el cual se
asemeja al observado en los humanos modernos. Sin embargo, mientras que el volu-
men de la corona en los caninos superiores de Sima de los Huesos presenta valores
estadisticamente similares al de las poblaciones humanas modernas, en sus caninos
inferiores el volumen coronal supera al de las poblaciones actuales. Por otro lado, los
caninos de Sima de los Huesos presentan un elevado volumen radicular, el cual supe-

ra de manera significativa al de los humanos modernos.

Asimismo, los caninos de Sima de los Huesos presentan un porcentaje de dentina co-
ronal asi como un grosor relativo del esmalte estadisticamente similar al de H. nean-
derthalensis. Los hominidos de Sima de los Huesos y Krapina también comparten un
patrén de distribucion del grosor del esmalte similar, tanto en los caninos superiores
como en los inferiores. Las notables similitudes apreciadas entre las proporciones de
los tejidos dentales de los caninos de Sima de los Huesos y Krapina indican que el pa-
tron de esmalte fino no puede ser considerado como un rasgo exclusivo de los nean-
dertales clasicos, sino méas bien como un rasgo compartido con al menos los primeros
miembros del linaje Neandertal, como son los hominidos del Pleistoceno Medio de

Atapuerca.
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Por ultimo, el estudio de las proporciones histoldgicas del canino permanente A-24
de La Caune de I’Arago (Francia) mostré que la poblacién a la que éste pertenece
comparte el patron de esmalte grueso con los H. erectus asiaticos y las poblaciones
humanas modernas. Por otro lado, este canino exhibe un gran complejo dentino-pul-
par, un rasgo presente en otras poblaciones europeas del Pleistoceno Medio, como las
de Sima de los Huesos o Krapina. Asimismo, tanto A-24 como otros caninos de Arago
con un mayor grado de desgaste parecen haber conservado la condicion ancestral en
el volumen de sus raices. La combinacion de todos estos rasgos en los caninos perma-
nentes de Arago, un esmalte grueso junto con la expansién del componente de den-
tina coronal y radicular, podria ser la causa del gran tamafio de la denticion de esta
poblacién. Futuros estudios sobre otras piezas dentales de estos hominidos podrian

ayudar a confirmar o refutar esta hipotesis.

El estudio de las proporciones histolégicas de los caninos permanentes de Sima de
los Huesos nos ha permitido no solo ratificar las estimaciones sexuales sugeridas en
estudios previos, sino también estimar el sexo en los individuos mas jévenes de la
muestra, los dientes aislados y las piezas dentales mas desgastadas. Los resultados
obtenidos arrojaron un ratio sexual de 5:9 (Nm:Nf). Si afladimos estos resultados a
los de trabajos anteriores, en total se ha podido estimar el sexo de 22 de los 28 indi-
viduos dentales representados en esta poblacion de una manera u otra, dando lugar
a un ratio sexual de 8:14. A pesar de que puede apreciarse una mayor representacion
femenina en la poblacion de Sima de los Huesos, desde el punto de vista estadistico
no podemos descartar que la muestra original tuviera un nimero similar de indivi-

duos masculinos y femeninos.

El grado de dimorfismo sexual presente en las proporciones de los tejidos dentales de
los caninos de Sima de los Huesos no es mayor que el de la muestra de humanos moder-
nos, lo que queda reflejado en los valores obtenidos en el coeficiente de variacion (CV)
en ambas poblaciones. En Sima de los Huesos los valores del CV de sus caninos man-
dibulares son, por lo general, mas altos que los de sus caninos maxilares, encontran-
dose mas proximos al valor promedio de los humanos modernos. Destaca el marcado
dimorfismo sexual del indice OES/EDJS en los caninos superiores, y del volumen de la
raiz en los inferiores, los cuales presentan valores del CV que superan el valor promedio

obtenido en las poblaciones modernas, aunque no su intervalo de confianza del 95%.

Por otro lado, también se evalu6 el dimorfismo sexual de los tejidos dentales de la

muestra de los hominidos de Krapina. Se pudo estimar el sexo de casi todos los cani-
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nos evaluados de esta poblacion, lo que resulté en un ratio sexual de 4:5 (Nm:Nf). Los
valores del CV de las dimensiones de los tejidos dentales de los caninos de Krapina
son modestos, ligeramente superiores a los de la Sima de los Huesos, pero no llegan a

alcanzar a los de la muestra de humanos modernos.

Finalmente, se ha observado una marcada variabilidad intrapoblacional en las pro-
porciones del esmalte y la dentina de la muestra dental de H. antecessor, lo que podria
interpretarse como un indicador de dimorfismo sexual. Si esta hipotesis fuera correc-
ta, H1 seria un individuo masculino, mientras que H3 seria un individuo femenino.
En cualquier caso, el escaso tamafio muestral disponible de este yacimiento hace que
debamos considerar estos resultados con gran cautela. Una vez mas, el hallazgo de
nuevos fosiles en Gran Dolina-TD6.2 podria ayudar a mejorar nuestra comprension
sobre la variabilidad interpoblacional e intrapoblacional de esta muestra y, por lo

tanto, confirmar o refutar esta hipotesis.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran la utilidad de las propor-
ciones de los tejidos dentales de los caninos permanentes para la evaluacion del di-
morfismo sexual y la estimacion del sexo de las poblaciones humanas modernas y del
pasado. En concreto, el estudio de las proporciones histolégicas de los caninos puede
resultar ser una herramienta especialmente Util en contextos paleoantropolégicos, en
los cuales el resto de estructuras 6seas suelen aparecer fragmentadas o estan ausen-
tes, y sobre todo en aquellos en los que su estructura demografica presente una mayor

representacion de individuos subadultos.

El estudio de los patrones histolégicos de los caninos permanentes de las poblaciones
modernas y del pasado, nos ha ayudado a comprender mejor los diferentes procesos
gue subyacen tras el aumento o la reduccion del tamafio dental de estos grupos. La
variacion del tamafio dental es el resultado de la compleja interaccion entre diversos
factores genéticos, epigenéticos y ambientales que pueden actuar sobre la dentina,
el esmalte o sobre ambos tejidos. En concreto, en esta tesis doctoral se ha propuesto
la hipdtesis de que tanto la variacion en el tamafio de la dentina como en la robustez
Osea puede estar mediada por la accion del eje hormonal Hormona de Crecimiento/
Factor de crecimiento insulinico tipo I, el cual, al mismo tiempo, se ve influenciado
por la concentracion de hormonas esteroideas. Futuros trabajos podran ayudar a co-

rroborar o refutar dicha hipétesis.
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Through this doctoral dissertation, we have employed microtomographic imaging analyti-
cal techniques to assess the dental tissue proportions of the permanent canines belonging to
the Pleistocene populations of the Sierra de Atapuerca (Spain) and modern human groups.
The study of the enamel and dentine dimensions has shown that canine tissue proportions
provide several variables that can be reliably used for sex estimation in extinct and extant
populations. On the other hand, the comparison of the dental tissue pattern of the Early and
Middle Pleistocene hominins from Atapuerca sites (Burgos) with the dental samples of La
Caune de I’Arago (France) and Krapina (Croatia), has helped us to understand the polarity
of the thinly enamelled pattern exhibited by Neandertals and to contextualize the evolution
of this feature into the Pleistocene populations of Europe. Finally, the assessment of the
pattern and the degree of sexual dimorphism of the canine tissue proportion of Sima de los
Huesos has provided new paleodemographic information on this population, and increa-
sed our knowledge about the intrapopulation variability of the Middle Pleistocene groups.

Below, we detail the most relevant conclusions obtained in this doctoral dissertation:

»  The results obtained in this doctoral thesis have allowed appreciating the presence of
a sexually dimorphic pattern in the dental tissue proportions of modern human pop-
ulations. This pattern consists of the presence of an absolute and relatively greater
dentine-pulp complex in the canines of male individuals in relation to those of female

individuals, while their enamel is relatively thinner.

»  The absolute and relative dental tissue dimensions of permanent canines can be re-
liably used in sex determination as they present a high degree of sexual dimorphism.
The study of canine dental tissue proportions has provided us several variables that
have been employed to develop a method for sex estimation, whose correct allocation
accuracies were comparable to other methods commonly applied to the cranium or
the pelvis. Therefore, this methodology represents an alternative that might become
of interest when DNA and other skeletal elements are not available, or when we in-
tend to estimate the sex of subadult individuals.

»  On the other hand, it has been observed that the permanent canines crowns of the
hominids from Krapina, considered as classical Neandertals, have a greater volume
than those of the canines of H. sapiens. These results support those obtained in pre-
vious studies in which classical measurements such as mesiodistal and buccolingual
crown diameters were used. This increase in size is especially pronounced in the low-
er canines, which reach similar coronal volume values to those of the upper canines,

a characteristic that is not observed in any of the other species included in this study.
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Neandertals and recent modern human anterior teeth also differ for their root size.
Krapina canines have larger roots dimensions than recent modern humans, which
has been considered by some authors as the result from the retention of an ancestral

condition.

Furthermore, our results support that the increase in volume of the canine crowns of
Neandertals can be preferentially attributed to shifts in the volume of the dentine—
pulp complex, whereas enamel volume represents a minor role. Although H. nean-
derthalensis canines have a significantly larger enamel volume than H. sapiens, the
increment in their dentine-pulp complex is even greater, which, together with larger
enamel-dentine junction surface (EDJ), results into relatively lower enamel thickness

values in this population.

These differences in the dental tissue proportions between H. sapiens and H. nean-
derthalensis are also expressed in the three-dimensional enamel thickness distribu-
tion maps of both taxa. From these maps, it could be appreciated that the tooth canine
assemblage from Krapina shows lower enamel thickness values than those exhibited
by those of the recent modern human sample, which is reflected in a less intense red
color. It can also be observed that in modern humans the areas with greater enamel
thickness values are more widely spread through the buccal surface of the crown, es-

pecially in the lower canines.

On the other hand, our results corroborate the large crown and root volume of the H.
antecessor canines, which supports the results obtained from the assessment of clas-

sical measurements such as the mesiodistal and buccolingual diameters of the crown.

The values of the dental tissue proportions of the Gran Dolina-TD6.2 canines are sim-
ilar to those of the Krapina and Sima de los Huesos dental samples. In particular, the
canines of Gran Dolina-TD6.2 seems to share the relatively thinly enamel pattern in
their permanent canines with Neandertals, although their relative enamel thickness
also concurs with the lower part of the range of variation of recent humans. Likewise,
in Gran Dolina-TD6.2 hominins the enamel thickness distribution maps show results
closer to those obtained in H. neanderthalensis than those of modern populations.
Martin-Francés et al. (2018) found that TD6.2 permanent molars exhibit on average
thick absolute and relative enamel, which would align H. antecessor with the Asian
H. erectus and the modern human populations. However, this study also showed that
the enamel thickness distribution maps of the molars of H. antecessor resembled that
observed in H. neanderthalensis.
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Given the small sample size of Gran Dolina-TD6.2 it is important to be cautious when
drawing conclusions, it will be necessary to enlarge the dental sample of this site in or-
der to be able to contrast if the thinly enameled pattern appeared about 800 ka ago in
canines H. antecessor or if, on the contrary, this population retains a relatively thickly
enameled pattern, which would suggest that the reduction of the enamel thickness in

the canines is a derived trait in Sima de los Huesos and H. neanderthalensis.

The results obtained from the assessment of Sima de los Huesos dental sample show
the reduced coronal volume of the canines of this population, which resembles that
observed in modern humans. However, while the volume of the upper canines crowns
of Sima de los Huesos exhibit values statistically similar to modern human popula-
tions, in the lower canines the coronal volume surpass that of current populations. On
the other hand, the canines of Sima de los Huesos high root volume, which is signifi-

cantly greater to that of the modern humans.

Likewise, Sima de los Huesos permanent canines crowns comprise a percentage of
coronal dentine as well as a relative enamel thickness that are statistically similar to
H. neanderthalensis. The Sima de los Huesos and Krapina hominins also share the
pattern of enamel thickness distribution, both in the upper and the lower canines.
The noticeable similarities between SH and Krapina dental tissue proportions indi-
cate that a thinly enameled pattern cannot be considered as a unique trait of classic
Neandertals but a trait shared with at least the first members of Neandertal lineage,

as the Middle Pleistocene hominins from Atapuerca.

Finally, the study of the histological pattern of the permanent canine A-24 from La
Caune de I’Arago has shown that the population to which it belongs shares with Asian
H. erectus and the modern human populations a large enamel thickness. Further-
more, this canine also exhibits a large dentine-pulp complex, a trait shared with oth-
er Middle Pleistocene European populations, such as SH or Krapina. Likewise, both
A-24 and more extensive worn canines from Arago have retained the ancestral con-
dition of big root dimensions. The presence of a combination of all these features
in Arago permanent canines, the preservation of a thicker enamel together with the
expansion of dentine component in their crowns and roots may have given rise to
their great teeth dimensions. Future studies on other dental pieces of this hominins
dentition might help to confirm or refute this hypothesis.

The study of the dental tissue proportions of Sima de los Huesos permanent canines

have allowed us not only to ratify the sex estimation of the individuals previously allo-
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cated in the literature but also to estimate the sex in the youngest individuals, isolated
teeth and the teeth that were extensively worn. The results obtained from the final sex
estimations of the SH individuals show a sex ratio of 5:9 (Nm:Nf). If we add our result
to those obtained in previous works the result is that the sex of 22 out of the 28 dental
individuals represented in SH has been estimated one way or another, resulting in
a sex ratio of 8:14. Even though we observed a higher female representation, from a

statistical point of view we cannot discard that the original sample was balanced.

The degree of sexual dimorphism of the dental tissue proportions of Sima de los Hue-
sis canines does not surpass that of recent modern humans, which is reflected in the
values obtained from the coefficient of variation (CV). CV values obtained from Sima
de los Huesos mandibular canines are generally higher than in maxillary canines, be-
ing closer to the average value of modern humans. The high dimorphism in the OES/
EDJS index for the upper canines and the Vr in the lower ones stands out, surpassing

the recent population mean, but not the confidence interval of 95%.

On the other hand, the sexual dimorphism of dental tissues of the Krapina hominin
sample was also assessed. We were able to estimate the sex of almost all evaluated
teeth from this population, resulting in a sex ratio of 4:5 (Nm:Nf). CV values of Krapi-
na canine tissue dimensions are modest, slightly higher than those from Sima de los

Huesos, but not greater than that of modern humans.

Finally, it has been observed a marked intrapopulation variability in the enamel and
dentine proportions in H. antecessor dental sample, which might be interpreted as an
indicator of sexual dimorphism. If this hypothesis is correct, H1 may be considered as
a male individual, whereas H3 would be a female. In any case, the scarce sample size
available from this site makes us take our results with great caution. The discovery of
new fossils might help to better understand the inter and intrapopulation variability

of this sample and, therefore, confirm or refute this hypothesis.

Our results show the usefulness of the enamel and dentine dimensions of perma-
nent canines for the sexual dimorphism assessment and the sex estimation of mod-
ern humans and populations of the past. In particular, the study of the dental tissue
proportions of canines may be considered as an especially useful tool in the paleoan-
thropological context, in which other skeletal remains tend to appear fragmented or
are absent, and especially in those in which their demographic structure presents a

greater representation of subadult individuals.
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»  The study of tissue patterns present in the permanent canines of the extinct and ex-
tant populations has also helped us to better understand the different processes that
might underlie the increase or the reduction of the dental size of these groups. Dental
size variation is the result of the complex interaction of genetic, epigenetic and envi-
ronmental factors that may act on the dentine, the enamel or both. In this doctoral
dissertation, it has been proposed the hypothesis that the variation in dentine size
and bone robustness may be mediated by action of the Growth Hormone/Insulin-like
growth factor I axis, which, at the same time, is influenced by the steroid hormones.
Future work may help corroborate or refute this hypothesis.
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Capitulo 4: Material

Tabla 41

Muestra dental de Gran Dolina (TD6) y Sima de los Huesos (SH) incluida en esta tesis docto-
ral. El individuo al que se asocia cada pieza dental se indica en la cuarta columna. El canino
AT-1757 no esté asociado con ningun individuo dental, sin embargo si lo esta con el Craneo
17 descrito por Arsuaga et al. (2014). Los datos paleodemograficos estimados de cada indi-
viduo, tales como la edad y el sexo, han sido obtenidos de Bermudez de Castro et al. (2004b,
2017). La clase dental se ha establecido a partir de la nomenclatura de la Federacion Dental
Internacional (FDI). Se considera que la raiz de una pieza esta completa cuando ha finaliza-
do su formacion y no esté fracturada, conservandose la zona apical de la misma. Finalmente,
el grado de erosion se ha establecido segun los criterios expuestos por Molnar en 1971.

Tabla 4.2

Muestra fésil de comparacion. El individuo al que se asocia cada pieza, asi como los datos
paleodemograficos de la muestra de Krapina, han sido obtenidos de Wolpoff (1979) y de
Fox & Frayer (1997). La clase dental se ha establecido a partir de la nomenclatura de la
Federacion Dental Internacional (FDI). Se considera que la raiz esta completa cuando ha
finalizado su formacién y no esté fracturada, conservandose la zona apical de la misma.
Finalmente, el grado de erosion se ha establecido segun los criterios expuestos por Molnar
(1971).

Capitulo 5: Métodos

Tabla 5.1
Parametros de escaneo de las muestras forenses y fésiles incluidas en esta tesis doctoral.
Tabla 5.2

Definicion de las variables tridimensionales e indices asociados incluidos en esta tesis doc-
toral (Olejniczak, 2006; Olejniczak et al., 2008a; b).
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Capitulo 6: Resultados

Tabla 6.1

Volumen de la corona de caninos maxilares y mandibulares con diferentes grado de ero-
sion (Molnar, 1971) pertenecientes a las muestras de estudio. En la tabla aparecen repre-
sentados los resultados obtenidos para las piezas dentales de Gran Dolina-TD6.2 (TD6),
Sima de los Huesos (SH), La Caune de I'Arago (AR), Krapina (KRA) y humanos modernos
recientes (HMR). En esta tabla aparece el nimero de piezas dentales (N), la media y la
desviacién estandar (DS) para cada caso.

Capitulo 7: Discusion

Tabla 71

Resultados de la estadistica descriptivas (media y desviacién estandar, DS), analisis de
varianza (ANOVA) y analisis de covarianza (ANCOVA). Cuando no se pudo asumir una
varianza igual, se aplico una prueba t de Student (*). Las dimensiones se expresan en mm.
Figura obtenida de Garcia-Campos et al. (2018a; b).

Tabla 7.2

Resultados de la estadistica descriptiva (media y desviacién estandar, DS) obtenidos de
los caninos superiores con un desgaste ligero (grado de desgaste 1-3 segun Molnar, 1971)
pertenecientes a las muestras incluidas en esta tesis doctoral. Las dimensiones se expresan

en mm. Modificado de Garcia-Campos et al. (2019).
Tabla 7.3

Resultados de la estadistica descriptiva (mediay desviacion estandar, DS) obtenidos de los
caninos mandibulares con un desgaste ligero (grado de desgaste 1-3 segun Molnar, 1971)
pertenecientes a las muestras incluidas en esta tesis doctoral. Las dimensiones se expresan

en mm. Modificado de Garcia-Campos et al. (2019).
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Capitulo 1: Marco teorico

Figura 11

Grosor relativo del esmalte (2DRET) de trece especimenes/muestras medido por varios
autores a partir de secciones transversales de molares mandibulares. De izquierda a de-
recha: Australopithecus anamensis (AU ANA), Au. afaransis (AU AFA) y Au. africanus
(AU AFR) (Skinner et al., 2015); primeros Homo del este de Africa (EAH) y del sur de
Africa (SAH) (Smith et al., 2012); H. erectus de Java (HER AS) (Zanolli et al. 2015);
H. erectus/ergaster de Eritrea (HER AF) (Zanolli et al., 2014); H. antecessor (TD6)
(Martin-Francés et al., 2018); H. heidelbergensis de Africa (HHA) (Zanolli & Mazurier,
2013); individuos arcaicos del género Homo (HEA) (Smith et al., 2012); H. neander-
thalensis (NEA) (Smith et al. , 2012, Olejniczak et al., 2008a; Kupczik & Hublin, 2010;
Macchiarelli, 2013); H. sapiens fésiles (SAP); y humanos modernos recientes (HMR)
(Smith et al., 2012).

Figura1.2
Esquema de los tejidos dentales y periodontales. Fuente Gomez & Campos (2009).
Figura1.3

Vista frontal de un embrién de 27 dias. A los 27 dias el estomatodeo, o boca primigenia, ya
se ha formado y se encuentra delimitado en la parte superior por la prominencia frontal,
en la parte anterior por el proceso frontonasal, asi como por el maxilar y los procesos man-
dibulares que se forman a partir del primer arco braquial. Figura modificada de McCauley
& Somerman (2012).

Figura 14

Las principales etapas del desarrollo dental. Figura modificada de McCauley & Somerman
(2012).

Figura1b

El proceso de histogénesis. Varias capas histoldgicas, que se diferencian durante la etapa
de campana tardia, dan como resultado la formacion del esmalte (amelogénesis) y la den-
tina (dentinogénesis). Tras un proceso de diferenciacién celular inicial en la membrana
basal, se produce la secrecién de las matrices organicas del esmalte y la dentina que pos-
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teriormente se mineralizan. La membrana basal se convertira entonces en la superficie de
union entre el esmalte y la dentina (Enamel and dentine juntion surface, EDJS). Figura
modificada de Irish & Scott (2015).

Figura 1.6

Espesor medio del esmalte (A) y la dentina (B) de los caninos maxilares permanentes de
la mujeres y hombres cromosémicamente normales (46,XX y 46, XY, respectivamente) y
de individuos con varias anomalias cromosémicas sexuales incluyendo: mujeres 45,X y
47,XXX; y hombres 47,XXY y 47,XYYY. Los espesores del esmalte y la dentina se midieron
a partir de radiografias estandarizadas. Figura obtenida de Alvesalo (2009) en la que se
incluyen datos de varios estudios.

Figura 1.7

Representacién de los genes AMELX y AMELY, y de sus productos transcripcionales. A
izquierda se muestra la ubicacién del gen AMELX y el pseudogen AMELY en los cromo-
somas X e Y humanos, respectivamente. En el gel de agarosa que se muestra a la derecha
se observan los resultados de la PCR con los primers de amelogenina producidos por el
ADN femenino (carril izquierdo) y el masculino (carril central). El carril derecho contiene

marcadores de tamafio del ADN. Figura modificada de Brown & Brown (2011).
Figura1.8

Cambios en los niveles plasmaticos de hormonas sexuales esteroideas a lo largo de la vida
de las mujeres y los hombres. Los niveles hormonales aparecen representados como un
porcentaje de los valores normales hormonales. Se puede apreciar la existencia de una
mini pubertad transitoria durante la primera infancia, una bajada de los niveles hormona-
les durante la infancia, que vuelven a incrementarse en la pubertad. Durante la menopau-
sia los niveles de estrégenos disminuyen en las mujeres, alcanzando valores similares a los
de los hombres. Fuente: Dorak (2017).

Figura 1.9

Cambios producidos en el tamario de los caninos y en el canine-premolar honing complex
en los primeros hominidos africanos. En la parte superior se aprecian ilustraciones de la
vista lateral de un macho y una hembra del género Macaca, asi como del canine-premolar
honing complex de ambos individuos (Plavcan, 2001). Este taxdn muestra el marcado di-
morfismo sexual que caracteriza a los primates cercopitécidos. En la zona inferior encon-

tramos ilustraciones de la vista lateral del craneo y el canine-premolar honing complex de
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los géneros: Pongo; Ardipithecus, reconstruccion realizada por Suwa et al. (2009) a partir
del craneo ARA-VP-6/500 y las mandibulas ARA-VP-1/401 y ARA-VP-6/500; Australo-
pithecus, reconstruccion realizada por Kimbel et al. (2005). Imagen modificada de Hunt
(2015), Plavcan (2001) y Haile-Selassie et al. (2004).

Figura 110

Reconstruccién de un macho y una hembra pertenecientes a las especies Au. africanus,
H. neanderthalensis y H. sapiens. Imagen modificada de Tudge (2000) y basadas en los
dibujos realizados por Mauricio Antén.

Figura 111

Estimacién de la masa corporal (Kg) de los individuos femeninos y masculinos de dife-
rentes muestras fosiles humanas. En el grafico quedan representados los taxones: Orrotin
tugenensis (triangulo), género Australopithecus (cuadrado), género Paranthropus (cir-
culo), primeros representantes del género Homo (cruz), representantes posteriores del
género Homo (asteriscos) del Pleistoceno Medio (PM) y Pleistoceno Superior (PS) y H.
sapiens (circunferencia). Cuando el dimorfismo es bajo los marcadores se acercan a la li-
nea discontinua del grafico. Por el contrario, cuando los marcadores se alejan de la misma,
las diferencias entre los machos y las hembras se ven acentuadas. En este grafico se repre-
sentan las Gltimas estimaciones de la masa corporal publicadas por Arsuaga et al. (2015),
Grabowski et al. (2015) y Ruff et al. (2018).

Figura 112

Variabilidad presente en los craneos y mandibulas de Sima de los Huesos. El Craneo 16
(A) pertenece al individuo dental XXIII que se ha estimado que es un individuo femenino
através de evidencias dentales y de su morfologia mandibular (Bermudez de Castro, 1995;
Bermudez de Castro & Nicolas, 1997; Bermudez de Castro et al., 2001; Rosas et al., 2002).
Por el contrario, el Craneo 6 (B) pertenece al individuo XX que se considera un individuo
masculino en base a evidencias dentales (Bermudez de Castro, 1995; Bermudez de Castro
& Nicolas, 1997; Bermudez de Castro et al., 2001). La mandibula del Individuo XIX (C) ha
sido considerada como perteneciente a un individuo femenino en base a su morfologia y
tamanio relativo (Rosas et al., 2002). Por ultimo, la mandibula del Individuo XI1 (D) que
se considera como representativa del género masculino de esta poblacion (Rosas et al.,
2002). Los individuos XXII1, XX y XII estan representados en esta tesis doctoral por los
caninos AT-593, AT-2783 y AT-4335, respectivamente. Figura modificada de Arsuaga et
al. (2014).
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Figura 113

Medidas lineales (A), bidimensionales (B) y tridimensionales (C) empleadas en el estudio
del dimorfismo sexual de la denticion anterior en estudios previos. Imagen modificada de

Hillson et al. (2005), Saunders et al. (2007) y Benazzi et al. (2014).

Capitulo 2: La sierra de Atapuerca, historia y yacimientos

Figura 2.1

Marco geografico y geoldgico de la sierra de Atapuerca. Leyenda: 1 Paleozoico; 2 Trisico;
3 Juraésico; 4 Cretéacico; 5 Paledgeno; 6 Nebdgeno; 7 Pleistoceno; 8 Holoceno; 9 cabalga-
miento; 10 falla; 11 red de drenaje; 12 embalse; 13 sistema de cuevas de la sierra de Ata-

puerca. Figura modificada de Ortega et al. (2014).
Figura 2.2

Campafia de excavacion del nivel TD6 de Gran Dolina de 1995. En el primer plano se pue-
de ver a la Dra. Aurora Martin, la investigadora que hall6 los primeros restos de Homo

antecessor en el estrato que lleva su nombre.
Figura 2.3

Estratigrafia del yacimiento Gran Dolina. Las principales unidades litoestratigraficas des-
critas en la seccion al descubierto en la trinchera del ferrocarril (imagen tomada de Cam-

pafiaet al., 2017).

Figura 2.4

Seccion vertical de la secuencia litoestratigrafica del nivel TD6 del yacimiento de Gran
Dolina (Matuyama Chron). Se sefiala la posicién de los niveles TD7, TD6 y TD5, asi como
el Aurora archaeostratigraphic set (AAS), también conocido como nivel TD6-2. Todos los
fosiles humanos del hipodigma de H. antecessor han sido recuperados de la unidad TD6.
El andamio que se observa en la imagen de la izquierda se localiza en el hueco dejado por
la prospeccion realizada entre 1993 y 1999. Fuente: Bermudez de Castro et al., 2015 (mo-
dificado de Bermudez de Castro et al., 2008a; b).
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Figura 2.5

Restos humanos del nivel TD6.2 de la Gran Dolina con estigmas de accion antropica. Arri-
ba, maxilar que muestra una fosa de percusion en el proceso cigomatico; abajo a la izquier-
da, marcas de corte en un fragmento de diéfisis de una tibia asociadas a actividades de
descarnado del cadaver; abajo a la derecha, costilla humana con incisiones en angulo en

su cara ventral. Figura modificada de Carbonell et al. (2010).
Figura 2.6

El Dr. Juan Luis Arsuaga y parte de su equipo trabajando en las excavaciones del yaci-

miento de Sima de los Huesos. Foto obtenida por Javier Trueba, Madrid Scientific Films.
Figura 2.7

Mapa de las cavidades del sistema Cueva Mayor-Cueva del Silo que da acceso al yaci-
miento de Sima de los Huesos. En azul se indica el nivel superior del sistema karstico,
en verde se indica el nivel intermedio y en rojo el nivel inferior. Mapa topografico del
karst de la sierra de Atapuerca modificado a partir del realizado por el GEE y Ortega et
al. (2014).

Figura 2.8

Seccion transversal del yacimiento de Sima de los Huesos y columna estratigrafica sin-
tética del mismo. En la seccion del yacimiento se observan las tres zonas principales que
lo componen (zona superior, rampa y camara de Sima de los Huesos) asi como las tres
chimeneas principales del yacimiento (C1, C2 y C3). A la derecha puede observarse la co-
lumna obtenida de la combinacién del total de seis columnas descritas por Aranburu et
al. (2017). La mayor parte de la acumulacién de restos humanos (hueso negro) se localiza
en la unidad estratigrafica 6, en la que aparecen acompanados de abundantes restos de
fauna (hueso blanco). Figura modificada obtenida de Ortega et al. (2014) y Aranburu et al.
(2017).

Figura 2.9

Evidencias del origen antropico de la acumulacion de Sima de los Huesos. (A) Vista frontal
del hacha de mano conocida como Excalibur hallada en Sima de los Huesos en 1998. (B)
Anédlisis a través de imagenes de micro-CT de los traumatismos frontales del Craneo 17 de
Sima de los Huesos que, siguiendo criterios forenses, pueden interpretarse como resultado

de un conflicto cara a cara. Fuente Sala et al. (2016).
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Figura 2.10

Reconstruccion de un individuo masculino de la Sima de los Huesos. A la izquierda re-
construccion del esqueleto realizada empleando algunas de las piezas mas emblematicas
del registro fosil de Sima de los Huesos. Imagen tomada por Javier Trueba, Madrid Scien-

tific Films. A la derecha ilustracion de Kennis & Kennis.
Figura 2.11

Los 17 Craneos hallados en Sima de los Huesos y reconstruidos hasta la fecha, publicados
en Arsuaga et al. (2014). Imagen tomada por Javier Trueba, Madrid Scientific Films. Fuen-
te Sala et al. (2016).

Capitulo 4: Material

Figura 4.1

Caninos permanentes de Gran Dolina-TD6.2 incluidos en el estudio. En la fila de arriba se
observa el maxilar del individuo H1 que incluye el canino superior ATD6-69, la vista fron-
tal ala izquierda y las vistas inferior y lateral a la derecha. En la fina inferior, de izquierda a
derecha, se observan: el canino ATD6-13 (vista bucal, mesial y oclusal) y el canino ATD6-1
(vista bucal, mesial y oclusal).

Figura 4.2

Caninos superiores de Sima de los Huesos incluidos en el estudio. (a) AT-5621 (Individuo
I); (b) AT-2759 (Individuo V); (c) AT-144 (Individuo VII); (d) AT-4335 (Individuo XII);
(e) AT-2151 (Individuo XVI11); (f) AT-2388 (Individuo XX1V); (g) AT-3255 (Individuo XX-
VII); (h) AT-219 (Individuo XXVIII); (i) AT-1757 (Créaneo 17); (j) AT-1942; (k) AT-3192; (I)
AT-44; (m) AT-5616; (n) AT-5622; (0) AT-6; (p) AT-958.

Figura 4.3

Caninos inferiores de Sima de los Huesos incluidos en el estudio. (a) AT-60 (Individuo
1); (b) AT-578(Individuo I1); (c) AT-67(Individuo I11); (d)AT-591 (Individuo VII); (e) AT-
1951 (Individuo X); (f) AT-1755 (Individuo XV); (g) AT-1960 (Individuo XVI); (h) AT-2165
(Individuo XVII1); (i) AT-2783 (Individuo XX); (j) AT-593 (Individuo XXI11); (k) AT-3886
(Individuo XXV); (I) AT-2762 (Individuo XXVII1); (m) AT-161; (n) AT-164; (0) AT-567.
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Figura4.4
Entrada del yacimiento de La Caune de I’Arago (Francia).
Figura 4.5

Secuencia estratigrafica de la cueva de Arago que muestra los niveles de ocupacién huma-

na del Conjunto Il del Complejo Medio. Figura obtenida de Falguéres et al. (2015).
Figura 4.6

Gorjanovi¢-Kramberger y su equipo en el yacimiento de Krapina durante las campanas de

excavacion realizadas a principios del siglo XX.
Figura 4.7

Perfil estratigrafico de Krapina publicado por Gorjanovi¢-Kramberger’s en 1906. En todos
los niveles se han hallado herramientas liticas y fésiles de humanos, aunque la mayoria de

los restos humanos proceden del nivel 4, la lamada Hominid Zone.

Capitulo 5: Métodos

Figura 5.1

Proceso de obtencidn de las imagenes de micro-CT. El emisor de rayos X emite un haz que
atraviesa la muestra y es recogido por el detector. EI movimiento giratorio de la muestra
genera un stack de imagenes de micro-CT a partir de las cuales se puede llevar a cabo la

reconstruccién volumétrica de la imagen (volumen rendering).
Figurab.2

Parametros asociados a las imagenes de micro-CT. Las imagenes tomograficas se compo-
nen de un conjunto de elementos de dimension conocida denominados volumetric pixels o
Voxels (A). La resolucién de la imagen viene determinada por el nimero de pixels (XeY)y
el slice thickness (Z). Dentro de cada imagen microtomogréafica los valores de cada pixel va-
rian entre Oy 255 (B). Los cristales de hidroxiapatita que comprenden la ctpula del esmalte
absorben mas rayos X que la dentina subyacente, dando lugar a elevados valores de pixel

(blancos o casi blancos), mientras que la dentina adquiere valores intermedios (grises).
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Figura 5.3

Aplicacién de los principales protocolos descritos para aislar la corona de la raiz en los ca-
ninos. (A) Kono (2004) propuso que la base de la corona debia definirse a partir del plano
trasversal mas apical que contuviese un anillo completo de esmalte en la regién cervical
del diente. (B) Olejniczak (2006) sugiri6 aislar la corona de la raiz a partir de la creacion
de un plano trasversal ubicado en el punto intermedio entre el plano definido por Kono
(2004) y el plano que contuviese la extensién mas apical del esmalte. (C) Benazzi et al.
(2014) propusieron que la base de la corona fuera definida por una curva de superficie lisa

adaptada a la morfologia de su linea cervical.
Figura 5.4

Protocolo de aislamiento de la coronay la raiz utilizado en este estudio, basado en Benazzi
et al., 2014. Canino en posicién anatémica: vista lingual (A), vista mesial (C). Linea que
define el limite inferior de la corona en el plano mesiodistal (B) y curva generada en el pla-
no bucolingual (D). Volimenes aislados: capa de esmalte (a) y complejo dentino-pulpar
coronal (b). Este tltimo est limitado en su base por una curva con una superficie lisa (c) y

del volumen de la raiz (d). Figura obtenida de Garcia-Campos et al. (2018a).

Capitulo 6: Resultados

Figura 6.1

Diagramas de cajas y bigotes de los volimenes de la corona y la raiz de las poblaciones in-
cluidas en esta tesis doctoral. (A) Volumen de la corona de los caninos mandibulares. (B)
Volumen de la raiz de los caninos maxilares. (C) Volumen de la raiz de los caninos mandi-
bulares. Los grupos se organizan en orden cronol6gico: H. antecessor (TD6); Sima de los
Huesos (SH); La Caune de I'’Arago (AR); Krapina (KRA); y humanos modernos recientes
(HMR). Este grafico representa los percentiles del 25-75 (cajas), los rangos intercuartiles

(bigotes) y los valores medios (linea negra). Los valores atipicos se representan con circulos.
Figura 6.2

Diagramas de cajas y bigotes de las dimensiones del esmalte y la dentina de los caninos
mandibulares incluidos en esta tesis doctoral. En éste se muestran los valores de aquellas
piezas con un grado de erosion de entre 1y 3 (Molnar, 1971). Los grupos se organizan en
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orden cronolégico: H. antecessor (TD6); Sima de los Huesos (SH); La Caune de I’Arago
(AR); Krapina (KRA); y los humanos modernos recientes (HMR). Este grafico representa
los percentiles del 25-75 (cajas), los rangos intercuartiles (bigotes) y los valores medios

(linea negra). Los valores atipicos se representan con circulos.
Figura 6.3

Mapas de distribucion 3D del grosor del esmalte del canino mandibular A24. En esta fi-
gura se observa el mapa de distribucidn obtenido mediante el calculo de la distancia entre
dos superficies trianguladas (EDJS y OES) en las que, para cada vértice de una superficie,
se calcula el punto mas cercano a la otra superficie. Los resultados se visualizan utilizando
colores espectrales, donde la mayor distancia (esmalte mas grueso) se representa en rojo
y la menor distancia (esmalte mas fino) en azul. De izquierda a derecha se muestran en la

figura la vista: bucal, distal, lingual y mesial.

Capitulo 7: Discusion

Figura 71

Mapas tridimensionales (3D) de distribucion del grosor del esmalte de los caninos su-
periores. En esta figura se representan los mapas 3D obtenidos mediante el calculo de la
distancia entre dos superficies trianguladas (EDJS y OES) en las que, para cada vértice de
una superficie, se calcula el punto mas cercano a la otra superficie. Los resultados se vi-
sualizan utilizando colores espectrales, donde la mayor distancia (esmalte mas grueso) se
representa en rojo y la mas corta (esmalte més fino) en azul. Escala de color: 0-1,45 mm.
La submuestra representada comprende: un individuo femenino europeo, UCM3 (1); un
individuo masculino europeo, UCMG6 (2); un individuo femenino africano, B5714 (3); y un
individuo masculino africano, B6220 (4). La mayor parte de los dientes representados son
caninos izquierdos, de los caninos derechos se muestra su imagen especular. Vistas: Bucal
(B), distal (D), lingual (L) y mesial (M).

Figura 7.2

Mapas tridimensionales (3D) de distribucion del grosor del esmalte de los caninos inferio-
res. En esta figura se representan los mapas 3D obtenidos mediante el calculo de la distancia

entre dos superficies trianguladas (EDJS y OES) en las que, para cada vértice de una superfi-
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cie, se calcula el punto mas cercano a la otra superficie. Los resultados se visualizan utilizan-
do colores espectrales, donde la mayor distancia (esmalte mas grueso) se representa en rojo
y la més corta (esmalte més fino) en azul. Escala de color: 0-1,45 mm. La submuestra repre-
sentada comprende: un individuo femenino europeo, UCM31 (1); un individuo masculino
europeo, UCM14 (2); un individuo femenino africano, B5892 (3); y un individuo masculino
africano, B5855 (4). La mayor parte de los dientes representados son caninos izquierdos; de
los caninos derechos se muestra su imagen especular. Vistas: Bucal (B), distal (D), lingual
(L) y mesial (M).

Figura 7.3

Andlisis de Componentes Principales (Principal Component Analysis, PCA) aplicado a la
muestra de caninos maxilares de H.antecessor (rombos negros), SH (en naranja), Krapina
(en verde) y la muestra de humanos modernos (en azul), teniendo en cuenta las estima-
ciones sexuales obtenidas en esta tesis doctoral para las muestras fosiles o el sexo real en
el caso de las muestras forenses. En este PCA se han analizado aquellas variables medidas
en la corona y solo se incluyeron las piezas dentales con un desgaste menor o igual a 3
(Molnar, 1971). A la izquierda se muestra el diagrama de dispersién de puntos para los
dos primeros componentes del PCA (Cly C2), los cuales explican el 90,14% de la varia-
bilidad total observada en la muestra. Las areas sin relleno engloban la distribucion de
los individuos femeninos, mientras que las areas con relleno indican la distribucién de
los individuos masculinos. Los individuos masculinos de la muestra de Krapina aparecen
representados por una Unica pieza dental (cuadrado verde). A la derecha se aprecian los

coeficientes de cada una de las variables evaluadas para cada componente.
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