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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico
PCR: Reaccidn en cadena de la Polimerasa

ATR-FTIR: Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared Spectroscopy.
Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier acoplada a reflectancia total
atenuada.

DRIFT: Diffusive-Reflectance infrared Fourier transform. Espectroscopia FTIR de
reflectancia difusa.

KBr pellets: pastillas de bromuro de potasio
msnm: metros sobre el nivel del mar

cal BP: calibrated years before present. Escala de tiempo usada principalmente en
Arqueologia y Geologia, entendida como afios antes del presente con origen en 1950.

BCE: years before the Common Era. Término alternativo a d.C. CE es empleado como
alternativo a a.C.

U.E: Unidad estratigrafica



RESUMEN

La recuperacion, extraccion y andlisis de ADN y proteinas de restos Gseos suele ser
habitual en las disciplinas forenses y arqueoldgicas. Sin embargo, estos restos estan
expuestos a multitud de procesos tafonomicos desde la muerte del individuo, que van
degradando las biomoléculas. Esta problematica junto a la inversion de tiempo, recursos y
el carécter destructivo de los analisis de ADN y de proteinas, hace necesaria la
investigacion de métodos de optimizacion de muestras. Estos métodos deben ser
econdémicos, rapidos y minimamente destructivos. Este es el caso del uso de
espectroscopias como RAMAN o FTIR. En este estudio se han analizado 27 muestras de
dientes y huesos actuales y antiguos mediante 11 parametros diagenéticos y evaluado su
asociacion con el contenido de ADN. Las muestras se limpiaron y pulverizaron siguiendo
los estrictos procedimientos para la extraccion de ADN antiguo. Se han establecido
correlaciones que han permitido relacionar el estado de conservacion de los restos con su
contenido de ADN. Se ha podido observar diferencias entre los distintos contextos. Se ha
encontrado una relacion fuerte entre la cristalinidad (IRSF) y el contenido de amidas
(Amida I y Amida Il1). Los resultados han permitido establecer parametros que se
relacionen con el contenido de ADN, como AmI/C;, AmI/C, y FWHM para v3(POy).
También se ha conseguido establecer un modelo predictivo a través de la variable FWHM.
Estos resultados preliminares son prometedores y de notable importancia para la
investigacion de biomoléculas en el ambito forense y arqueoldgico, por lo que su
investigacion y validacion continuaran en trabajos futuros.

ABSTRACT

Recovery, extraction and analysis of DNA and proteins from bone remains are common in
forensic and archaeological fields. However, these remains are exposed to a multitude of
taphonomic processes since the death of the individual that degrades biomolecules. This
issue, in addition to the investment of time, resources and destructive nature of DNA and
protein analysis, makes it necessary to investigate sample optimization methods. These
methods must be economical, fast and slightly destructive. This is the case of
spectroscopies such as RAMAN or FTIR. In this study, an analysis of 27 samples of
current and ancient teeth and bones was carried out to evaluate the DNA content through
11 diagenetic parameters. Samples were cleaned and pulverized following strict procedures
for ancient DNA extraction. Correlations have been established which have made it
possible to evaluate the state of conservation and DNA amount from bone remains.
Differences have been observed between the contexts. A strong relationship has been
found between crystallinity (IRSF) and amide amount (Amide | and Amide IlI). The
results indicated that some of parameters analyses were related to the DNA amount. These
parameters have been AmI/C;, AmI/C, and FWHM at v3(PO,4). A predictive model has
been established through FWHM at v3(PO,). These preliminary results are promising and
relevant for the research of biomolecules in the forensic and archaeological field, so their
research and validation will continue in upcoming works.



1. Introduccion

Los restos 6seos son uno de los principales materiales que se recuperan en escenas forenses
y arqueoldgicas y contienen una valiosa informacion sobre la vida de los individuos, desde
los habitos de vida hasta la identificacion individual. No obstante, la calidad de la
informacion obtenida dependera del estado de conservacion de los restos y su degradacion.
Desde que un individuo muere sus restos quedan expuestos a multitud de procesos de
modificacion y degradacion que inducen cambios fisicos, quimicos y bioldgicos, alterando
y destruyendo la informacion de los restos. Estos cambios vienen marcados por el
ambiente de deposicion, ya que (Tutken et al. 2008; Pilloud et al. 2016), las condiciones
de humedad, temperatura, pH, composicion del suelo, actividad de microorganismos, etc.,
seran caracteristicas del ambiente y afectaran a los restos depositados de diferente forma.
Asi, la degradacion de los restos 6seos se rige por las leyes de la Tafonomia (Lyman 1994;
Fernandez Lopez 2000; Dominguez Rodrigo, M., Ferndndez-Lépez y Alcala 2011). La
Tafonomia es la ciencia que estudia todos los procesos que ocurren en una acumulacion
tafondémica, entendida como el momento de deposicion de un organismo o un conjunto de

organismos desde el momento de la muerte hasta que se registra.

De manera general, se asume que la disciplina se subdivide en dos areas. Por un lado, la
Bioestratinomia, que incluye todos aquellos procesos que ocurren antes de la
sedimentacion y enterramiento de los restos. Y, por otro lado, la Fosildiagénesis, que
abarca todos aquellos procesos, principalmente fisico-quimicos, que se dan tras la
sedimentacion y enterramiento de los restos. Un tercer término, es usado mas ampliamente
en la bibliografia forense, la fase necroldgica. Se trata de un concepto que engloba los
procesos iniciales de putrefaccion y descomposicién previos a la desarticulacion, limite en

el que comenzaria la fase bioestratindmica (Pokines y Symes 2013) (Fig.1).
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Figura 1. Diagrama con la historia tafondmica de un cadaver desde la muerte hasta su posible fosilizacion.
Los limites rojos marcan las etapas criticas en las que los restos pueden degradarse y desaparecer. Fotografia:
Ribéreau-Gayon et al. 2018; Gerard Campeny.

Por lo tanto, la calidad del ADN forense o antiguo esta en relacion con el estado de
conservacion de los restos 6seos y su historia tafonémica (Collins et al. 2002; Kendall et
al. 2018; Latham y Miller 2019). Desde los afios 90’ se ha profundizado mucho en el
conocimiento de la degradacion de los huesos y dientes, no obstante la comprension sobre
la preservacion del ADN continta siendo un reto, debido a la imposibilidad de concretar
qué ambientes son mas agresivos y como y porqué se produce una buena preservacion del
ADN (Nielsen-Marsh and Hedges 2000; Collins et al. 2002; Hendy et al. 2018; Eriksen et
al. 2020).

Debido a esta problematica, son varios los estudios que han intentado profundizar en la
preservacion de ADN vy proteinas en restos 0seos, tanto en el ambito arqueoldgico como
forense (Chadefaux et al. 2009; Bobroff et al. 2016; Lebon, M., Reiche, 1., Gallet, X.,
Bellot-Gurlet, L., Zazzo 2016; Eriksen et al. 2020; Kontopoulos et al. 2020, inter alia). La
investigacién actual ha demostrado la complejidad de relacionar la degradacion del tejido
6seo con la cantidad de ADN. Esta problematica junto a la inversion de tiempo y recursos
y el caracter destructivo que supone la obtencion de ADN en restos 0seos, ha llevado a
dirigir la investigacién a la obtencién de métodos de optimizacion. Algunos ejemplos son
los analisis de histologia, los analisis de proteémica, la espectrometria de masas, la
espectroscopia de infrarrojos o la racemizacion de aminoacidos (Collins et al. 2009;
Mundorff et al. 2009; Wadsworth et al. 2017; Kontopoulos et al. 2020; Leskovar et al.
2020).

Antes de entrar en la propia problematica, comprendamos el trasfondo y bagaje detras de la
buena o mala preservacion de los restos éseos y el estado actual de la investigacion. Para
3



ello, primero haremos un breve repaso de la estructura del tejido 6seo, después pasaremos
a entender como se degrada y, finalmente, entraremos en la problemética especifica de la

conservacion del ADN en restos esqueléticos.
1.1 Estructura del tejido dseo

El tejido Oseo tiene una estructura compleja que puede estudiarse a diferentes niveles (Fig.
2) desde la estructura molecular al hueso cortical y trabecular (Rho et al. 1998; Weiner et
al. 1999; Currey 2012). En este trabajo nos centraremos principalmente en el nivel sub-

nanoestructural.

El hueso humano contiene en torno al 60-70 wt% de contenido mineral junto a un 20-30
wt% de fraccion orgéanica. No obstante, no hay un acuerdo absoluto sobre las proporciones
reales de la composicion del hueso, habiendo un amplio debate entre varios autores
(Currey 2004; Wopenka y Pasteris 2005; Bernabéu Martinez et al. 2006; Garcia-Gardufio,
Margarita Victoria; Reyes-Gasgay 2006; Pasteris et al. 2008, 2014; Weiner 2010).

Por un lado, la fraccién mineral es definida como bioapatita o hidroxiapatita carbonatada
no estequiométrica, Caio—X[(PO4)e—X(CO3)x](OH)>—x-nH,O, que contiene diversas
impurezas e iones como COs*, Na**, F, Zn**, Sr** y Ba®" que ayudan a estabilizar la
cristalinidad en su medio fisiolégico con un tamafio de 25 x 2-4nm (Pasteris et al. 2014).
Se trata de un analogo bioldgico de la hidroxiapatita geoldgica Cas(PO4)3;OH, perteneciente
al sistema cristalino hexagonal, que contendria un 4-6% de carbonatos. Estos cristales se
depositan entre las fibrillas de coldgeno que orientan y mantienen el tamafio de los cristales
(Weiner 2010).

Por otro lado, la fraccion organica del hueso se compone principalmente de fibras de
colageno tipo | (90% de la fraccion organica) junto a proteinas no colagenas,
proteoglicanos, osteocalcina, glicoproteinas y lipidos. Las proteinas estan intimamente
relacionadas con la parte mineral del hueso, encargandose de la correcta formacion de los
diversos tipos de tejidos. Asi, las fracciones orgéanica e inorganica componen la matriz
extracelular u désea, que supone un 98% del tejido éseo, correspondiendo el 2% restante a
las células. Las células Oseas pueden ser osteoprogenitoras, osteocitos, osteoblastos y
osteoclastos (Pasteris et al. 2008; Hendy et al. 2018; Kendall et al. 2018). Por lo tanto, la
buena preservacion del ADN estara relacionada con la buena preservaciéon de la matriz

Osea.
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Figura 2. Niveles jerarquicos del tejido éseo. Fuente: Barrientos et al. 2016

En el caso de los dientes, los compuestos son los mismos. No obstante, las proporciones
son diferentes dando lugar a 2 tipos de tejidos bien diferenciados: esmalte y dentina. En el
caso del esmalte, el 99 wt% corresponde a cristales de hidroxiapatita carbonatada con una
longitud y espesor mayor que los cristales del tejido 6seo, 130 x 30 nm (Legeros and
Legeros 1984). La fraccion organica corresponde a 1 wt%, mientras que la dentina es un

tejido més cercano al tejido dseo (Fig.3).
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Figura 3. Componentes mayoritarios de los tejidos 6seo y dental. A) cristales de hidroxiapatita carbonatada,
escala 50nm. B) Fibra de colageno, escala 200nm. C) proporciones en peso de los diferentes compuestos
mencionados en el texto. Modificado de: Pasteris et al. 2008; Weiner 2010; Del Valle y Caceres 2020



En los siguientes niveles (sub-microestructural y microestructural) encontramos la
disposicion de las fibras en capas cilindricas superpuestas denominadas lamelas, las cuales
se distribuyen en torno a los canales de Havers, conductos de Volkman y las
microcavidades. Este conjunto de lamelas, cavidades y canales conforman la denominada
osteona, unidad fundamental del hueso en el nivel microestructural (Jans 2005; Barrientos
et al. 2016).

En las microcavidades y lacunae se ubican los osteocitos que se encuentran irrigados por
una amplia red de canales por donde circulan capilares sanguineos. A partir de esta unidad
el hueso puede adoptar una forma masiva (hueso compacto) o un sistema de poro abierto

(trabecular), dando lugar al nivel macroestructural.

En el altimo nivel, los huesos se clasifican por rasgos anatdmicos, dividiéndose asi entre
craneal (craneo, mandibula, denticién) y postcraneal, que contiene el esqueleto
apendicular, axial y huesos compactos.

1.2. Procesos tafondmicos: Diagénesis molecular y preservacion de ADN

Son muchos los procesos tafondmicos que pueden intervenir en el deterioro de los restos
6seos a nivel molecular, y pueden darse en cualquier etapa de la historia tafondémica

(necroldgica, bioestratindmica o fosildiagenética).

Diagénesis 6sea hace referencia a los cambios quimicos que ocurren a medida que el
hueso encuentra su estabilidad en el medio en el que se deposita. Desde la ciencia
tafondmica se han definido mecanismos y agentes que actGan dependiendo del medio
(Smith et al. 2007 y Kistler et al. 2017).

Por lo tanto, la diagénesis molecular hace referencia a los cambios producidos en las
moléculas resultado de las diversas modificaciones tafonémicas (Pokines and Symes 2013)
desde el momento de la muerte y descomposicion. En concreto, se ha desarrollado en el
ambito de la degradacion de proteinas, principalmente colageno, osteocalcina y ADN en
restos antiguos (Bobroff et al. 2016; Lebon et al. 2016; Hendy et al. 2018; Kendall et al.
2018; Latham y Miller 2019).

Estructuralmente, el ADN o acido desoxirribonucleico es una macromolécula compuesta
por cuatro bases de nucleodtidos, dos purinas de doble anillo, adenina y guanina, y dos
pirimidinas de un sélo anillo, citosina y timina. Todas las bases se unen entre si a través de

un grupo fosfato y un monosacarido desoxirribosa. Los atomos de carbono forman la



molécula desoxirribosa donde los grupos fosfato se unen a los atomos 3’ y 5°. Este enlace
se denomina fosfodiéster, un enlace covalente que da como resultado la formacién del
enlace bicatenario del ADN (Watson y Crick 1953). En el caso del ADN nuclear, la cadena
de polinucleotidos adopta la estructura de hélice tridimensional dextrégira. EI ADN
nuclear, se encuentra empaquetado en cromosomas (46 en el caso humano, 22
autosémicos y 2 sexuales) en el interior del ntcleo suponiendo el 99°75% del ADN celular
(Fig.4). En cambio, el ADN mitocondrial, aunque también es una molécula bicatenaria,
adopta una forma circular y cerrada con un tamafio de 16.569 pb, que se distribuyen por
densidad en cadena H y L. Aunque supone el 0,25% del ADN total, una célula puede
contener entre cientos y miles de mitocondrias y éstas a su vez contienen varias copias del
genoma. Estas caracteristicas hacen que el ADN mitocondrial pueda ser mas exitoso a la

hora de extraer ADN antiguo.

16024 16365 173 340
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Figura 4. Esquema de un osteocito y estructura del ADN mitocondrial, donde se observan las regiones
hipervariables 1y 2, las regiones mas utilizadas en la secuenciacion de mtADN. Modificado de Butler 2005.

El ADN contenido en la célula comienza a degradarse después de la muerte celular al igual
que el resto de biomoléculas. La degradacion es el resultado de la separacion y pérdida de
fragmentos en la estructura del ADN, la modificacién quimica, el ataque microbiano,

fangico y humico.

Los procesos quimicos que contintan con la degradacion de la cadena de ADN son la
hidrolisis y la oxidacion tras la muerte del individuo. La fragmentacion de la cadena puede
producirse por la hidrolisis del enlace fosfodiéster o de los enlaces N-glucosidicos
(Ferndndez Dominguez 2005). Otro mecanismo de degradacion ocurre con la
desaminacion hidrolitica, principalmente de la Citosina a Uracilo y Timina. La
desaminacion hidrolitica de las bases purinas (A-G) ocurre a una tasa menor que la de las
pirimidinas (Latham y Miller 2019)



La oxidacion se produce principalmente por radicales libres (02¥, H,O, e OH"), que
pueden producirse tanto en reacciones celulares endégenas como por otros mecanismos
(radiacion UV, ataque bacteriano, etc.). El principal efecto de la oxidacion es la
modificacion de la desoxirribosa y la transformacion de las pirimidinas (C-T) en
hidantoinas (Ferndndez Dominguez 2005). Esto se traduce en la aparicion de posiciones
sin bases y en puentes intermoleculares (Latham y Miller 2019).

No obstante, se ha demostrado que algunos elementos esqueléticos mantienen mayores
cantidades de ADN como dientes (dentina) y huesos petrosos. Esto es debido a las
caracteristicas histologicas de poca porosidad y alta densidad de estos huesos, que se cree
protegen del acceso de ataques microbianos (Kendall et al. 2018). EI hecho de encontrar
ADN mejor conservado en estos restos ha llevado al estudio de pardmetros diagenéticos
que indiquen el porqué de la buena preservaciéon. Asi, se ha observado que hay una
relacién entre la buena conservacion de la hidroxiapatita y el colageno y el éxito de obtener
ADN de una muestra (Hansen et al. 2017; Kontopoulos et al. 2019).

Los factores que se han podido relacionar con la preservacion de ADN son temperatura,
humedad, pH y composicién del suelo. Las bajas temperaturas favorecen a una
ralentizacion de las reacciones quimicas responsables de la degradacion orgénica. La
mayoria de las muestras mas antiguas de ADN antiguo proceden de lugares con bajas
temperaturas como el permafrost. En cambio, una elevada humedad favorece la
penetracion de sustancias organicas del sedimento en el interior de los restos dseos,
ayudando al desarrollo de sustancias inhibidoras. Ademas, la humedad ayuda a la
degradacion hidrolitica y oxidativa (Fernandez Dominguez 2005; Kendall et al. 2018;
Latham y Miller 2019). En relacion con los anteriores, la composicion del sedimento y su
pH juegan un importante factor, un pH neutro o ligeramente alcalino favorece la

preservacion del ADN y de todos los componentes de huesos y dientes.

2. Objetivos

En este trabajo se presenta un estudio preliminar que pretende explorar la relacion entre la
preservacion de la parte mineral y organica de los restos 6seos y la cantidad de ADN de
dientes y huesos de diferentes cronologias. Estas asociaciones permitirian predecir el
estado de conservacion del ADN antes de procesar las muestras. Este analisis se ha
realizado a partir de espectroscopia infrarroja acoplada a reflectancia total atenuada (ATR-

FTIR), una técnica que permite la cuantificacion relativa de la composicion quimica del
8



hueso, econémica y minimamente destructiva, ampliamente aplicada en la caracterizacion
de la degradacion 6sea (Weiner y Bar-Yosef 1990; Wright y Schwarcz 1996; Smith et al.
2007; Fernandez-Jalvo et al. 2010; Beasley et al. 2014; Kontopoulos et al. 2018; France et
al. 2020).

Por lo tanto, el objetivo principal de este proyecto es distinguir entre especimenes con
ADN bien y mal conservado a partir de informacion relacionada con la estructura
molecular del hueso, permitiendo obtener un criterio objetivo mas alld de la apariencia y

coloracion de las superficies dseas.
Para llevar a cabo este objetivo principal es necesario:

¢ Disefiar un protocolo de extraccion de polvo de hueso en el que se tenga en cuenta
una fraccion necesaria de hueso para ATR-FTIR y otra para extraccion de ADN.

e Procesar los espectros de infrarrojos a través de areas y picos para determinar la
composicion quimica de los huesos.

e Poner a punto una metodologia de extracciéon de ADN de muestras Gseas aplicable
en los laboratorios de la Facultad de Quimica en la URV.

e Extraer, cuantificar y amplificar ADN moderno y antiguo.

e FEvaluar estadisticamente los resultados obtenidos.

3. Material y métodos

3.1. Material

Para realizar este trabajo se ha escogido una muestra (n=27) de restos 6seos procedente de
diferentes contextos. En la Tabla 1 se exponen las muestras utilizadas. A continuacion

introduciremos el contexto de procedencia de cada coleccion de muestras.
3.1.1 Muestras arqueoldgicas de la Cova de les Agulles

La Cova de les Agulles se situa en el término municipal de Corbera de Llobregat (Baix
Llobregat, Catalufia; coordenadas geograficas: UTM - ETRS89 X: 407435, Y: 4585987).
Se trata de una pequefia cavidad carstica situada junto a la vertiente izquierda de la riera de
Planes, que alberga un sepulcro colectivo utilizado, de manera continuada, durante el 1V
milenio cal BCE (Neolitico final). La datacion radiocarbdnica sobre colageno de una
epifisis proximal de individuo adulto (n°.ref. Ca04-08) arrojo la cronologia de 4460 + 40
cal BP (Gomez et al. 2008).



En esta cueva se han registrado 15 niveles arqueoldgicos de los cuales 11 poseen restos
antropoldgicos in situ pero sin evidencia de conexion anatomica. Se recuperaron 519
restos 0seos y 74 restos dentarios (Gémez et al. 2008), 10 de los cuales se incluyen en el

presente trabajo (Tabla 1).
3.1.2 Muestras arqueoldgicas del Roc de les Orenetes

El Roc de les Orenetes se sitda en el municipio de Queralbs (Ripollés, Girona) a 1860
msnm (coordenadas geograficas: UTM - ETRS89 X: 427508,4756; Y: 4689390,181). Se
trata de una cavidad carstica utilizada como sepulcro colectivo y enmarcada durante el
Calcolitico y Edad del Bronce (2° mitad 111 milenio BCE-1° mitad 1l milenio BCE) a falta
de una datacion absoluta. Se registraron 6 unidades estratigraficas (U.E.) con sedimentos
compuestos por arcillas de descalcificacion, bloques de caliza, esquistos, arenisca y
espeleotemas con alto contenido de microcarbones. Los restos humanos se agrupan en las
U.E. 3, 4 y 5, en las que se encontraron casi 2000 restos humanos, estableciendo un
nimero minimo de individuos (NMI) de 56 (Oliva 1976; Ramirez-Pedraza et al. 2020).
Para este trabajo, se escogieron 7 dientes y 3 fragmentos postcraneales con el objetivo de

testar diferencias entre tejidos (Tabla 1).
3.1.3 Muestras siglo XX-actualidad

A modo de referenciales modernos, se utilizaron 7 restos dentarios procedentes de 4
individuos adultos (Tabla 1). De estos restos, 4 dientes proceden de una coleccion de
anatomia comparada cedida por el Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la
URV, antiguamente utilizados como referenciales anatomicos. Los 3 dientes restantes son
procedentes de 3 voluntarios actuales, uno de los cuales (Ind.2) procede de una extraccion
odontolégica de 2021, mientras que los otros dos proceden de dos extracciones realizadas
en 2020 (Ind.4) y 2019 (Ind.3).
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Referencia Elemento Taxén
CA04/11/30 p3 inferior izquierdo H. sapiens
CA04/8/1 incisivo 2 superior izquierdo H. sapiens
CA04/12/11 incisivo 2 superior izquierdo H. sapiens
CA04/12/61 No determinado H. sapiens
CA04/3/41 molar 3 superior izquierdo H. sapiens
CA04/12/58 canino inferior derecho H. sapiens
CA04/11/32 incisivo superior izquierdo H. sapiens
CA04/4/96 molar 3 inferior izquierdo H. sapiens
CA04/8/16 canino superior izquierdo H. sapiens
CA04/4/33 molar 3 inferior izquierdo H. sapiens
R019/2/1073 | fragmento diafisis tibia izquierda | H. sapiens
R0O19/2/1022 fragmento diéfisis fémur H. sapiens
R0O19/4/1409 p3 inferior derecho H. sapiens
R0O19/2/1068 p4 inferior derecho H. sapiens
R019/4/1385 p3 inferior izquierdo H. sapiens
R019/2/1064 p4 superior derecho H. sapiens
RO19/2/1117 p3 superior izquierdo H. sapiens
R0O19/5/1370 p3 inferior izquierdo H. sapiens
R019/2/1065 p3 superior izquierdo H. sapiens
R019/2/1106 fragmento diafisis tibia H. sapiens
Ind.1/SXX/1 p3 inferior izquierdo H. sapiens
Ind.1/SXX/2 p4 inferior derecho H. sapiens
Ind.1/SXX/3 incisivo inferior izquierdo H. sapiens
Ind.1/SXX/4 molar 2 inferior izquierdo H. sapiens
Ind.2 molar 3 inferior izquierdo H. sapiens
Ind.3 molar 3 inferior izquierdo H. sapiens
Ind.4 p4 superior izquierdo H. sapiens

Tabla 1. Seleccién de muestras utilizadas. CA (Cova de les Agulles); RO (Roc de les Orenetes).

3.2 Preparacion de muestras

La preparacion de muestras atendié a las precauciones especificas para minimizar la
contaminacion siguiendo a Rohland y Hofreiter 2007; Barrio-Caballero 2013 y Paredes
Herrera 2019. Las muestras se limpiaron primero, quimicamente con hipoclorito de sodio
al 10%, seguido de un enjuague con etanol al 70% y agua bidestilada estéril, y
posteriormente mecanicamente eliminando la superficie con una herramienta Dremmel. .
Todo el procedimiento se realiz6 en una cabina cerrada de flujo laminar equipada con
filtros HEPA e iluminacién UV en los laboratorios de la Facultad de Quimica de la URV.
Para la limpieza de superficies mecanica y el corte de las raices dentarias se siguieron las
indicaciones del protocolo de ADN antiguo expuesto en Rohland y Hofreiter 2007. Del
mismo modo, se esterilizaron los espacios de trabajo y herramientas antes de la irradiacion

UV durante 30 minutos antes de cada uso.
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Se considerd para este trabajo separar corona y raiz de dientes para analizar Unicamente la
dentina. Esto es debido a las diferencias de composicion entre ambos tejidos. No se puede
homogeneizar esmalte y dentina conjuntamente, ya que existen diferencias tanto en el
contenido organico como en la cristalinidad de ambos tejidos (ver apartado 1.2),
produciendo un sesgo en el andlisis de parametros diagenéticos a través de ATR-FTIR.
Asi, se separ6 un fragmento de dentina para seguir el protocolo de homogeneizacion de

tamano de particula apropiado para ATR-FTIR (ver apartado 3.3).

Para pulverizar las muestras destinadas a extraer ADN, se utilizd un molturador criogénico
6770 Freezer Mill en las instalaciones del Servicio de Biologia del INTCF del
Departamento de Barcelona, en colaboracion con el Dr. Miguel Paredes Herrera. Se
utilizaron viales de molienda con un bastidor metédlico para obtener un polvo fino y
homogéneo. Para evitar el sobrecalentamiento durante el procedimiento, se enfriaron los
viales y muestras en nitrogeno liquido. A continuacion las muestras se pulverizaron
durante 2 minutos a 30 Hz. El polvo obtenido se transfirio a tubos Falcon de 15ml estériles

para iniciar el protocolo de extraccion de ADN (apartado 3.4.1).

3.3 Espectroscopia ATR-FTIR

Los analisis se realizaron en el rango medio del espectro de luz infrarroja (4000-400cm™),
utilizado para estudiar las vibraciones fundamentales. EI funcionamiento consiste en hacer
incidir un rayo monocromo de luz infrarroja a través de una muestra para registrar la
cantidad de energia absorbida. De este modo, existen dos formas de vibracién de los
enlaces: las vibraciones de elongacion (stretching) y vibraciones de deformacion
(bending). Las vibraciones de elongacion (v) se producen en el interior del eje del enlace
de dos atomos aumentando y disminuyendo la distancia interatdmica, pueden ser
simétricas o asimétricas. Las vibraciones de deformacion (6) también pueden ser simétricas
0 asimétricas pero, en cambio, se producen dentro o fuera del plano de los enlaces de los

atomos, afectando a los &ngulos (Farmer 1974).

Se ha elegido usar ATR-FTIR para muestras 0seas tal y como se aconseja en Beasley et al.
2014, Lebon et al. 2016 y Kontopoulos et al. 2018. En estos trabajos se demuestra que en
el analisis de la composicién quimica de huesos es mejor utilizar ATR-FTIR, debido a que
la preparacion de muestra es menos laboriosa, se consigue una variacion minima entre
espectros, lo que mejora la comparabilidad, se reducen los efectos del grinding, y la
precision alcanzada tras comparar los métodos ATR, Transmision con pastillas de KBr y
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DRIFT (transformada de Fourier infrarroja de reflectancia difusa) es mayor. En la Figura
5 se expone un espectro con las bandas que se observan para un diente actual.
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Figura 5. Espectro ATR-FTIR de una dentina humana actual con la asignacion de bandas.

Para la realizacion de las muestras se utilizd un espectrdmetro modelo Jasco FT/IR-6800
disponible en los Servicios Cientificos Técnicos de la URV (Tarragona). Se configurd con
una resolucién de 2cm™ y 64 scans en el rango 4000-370 cm™. Las 27 muestras se
prepararon siguiendo la metodologia expuesta en Lebon et al. 2016 y Kontopoulos et al.
2018. Para ello se pulveriza la muestra en un mortero de agata y se tamiza para seleccionar
un tamafio de particula comprendido entre 50-60um y 20um. Posteriormente, se utiliza
~1mg de hueso en polvo y se ajusta el yunque de presién de 0.50 a 0.90 N.m? para
alcanzar una absorbancia de 0.5 para la banda v3PO,4 a 1015cm™. De esta manera, todos los
espectros quedan normalizados a la misma absorbancia. Se realizan tres mediciones para
cada muestra y se ajusta la linea base con 2 puntos para cada banda requerida. Después de
cada medicion se limpio la placa de cristal y el yunque de presion con alcohol isopropilico.
Para el analisis de los espectros se utilizé el software Omnic 9.8, los parametros utilizados

se obtuvieron tras la correccion de la linea base (Tabla 2).
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Modo

Parametro Picos Definicion M- Linea base Referencia
vibraciona
1720 cm™-
» . Amida | C=0 .
Am/P 1640 em /1010 em'™ Relacion entre Amida | y 1590 cm’ (Trueman et al. 2004)
m cm cm
fosfatos ) 1150 cm’- (Lebon et al. 2016)
A%
T 890 cm™
(560 cm™*+600 cm~ Indicador del orden y tamafio 660/640 cm™* .
IRSF L 1 o v4(POy) . (Weiner and Bar-Yosef 1990)
)/590 cm de la red cristalina 470/420 cm
Wright and Schwarcz 1996
. . Carbonatos respecto a . 1590 cm™- (Wrig ] )
CIP 1410 cm™/1010 cm” fosfat v3(CO3) B-tipo 1290 et (Sponheimer and Lee-Thorp
osfatos cm
1999)
Snoeck et al. 2014
1 4 Proporcion relativa de ( . )
BPI 1410 cm™~/600 cm bonato fino B (Sponheimer and Lee-Thorp
carbonato tipo
P 1999)
AP 1540 em™/600 o Proporcidn relativa de (COp) At 1200 cm™- (Sponheimer and Lee-Thorp
cm cm v -tipo
carbonato tipo A A P 1800 cm™ 1999)
1 ., Relacion entre carbonatos A . 1200 cm™-
CIC 1455 cm™/1410 cm B v3(CO3) A-tipo 1800 (Thompson et al. 2009)
y cm
900/1035 872 cm/1010 o Relacion entre carbonatos (Thompson et al. 2013)
cm cm
v2(CO3) y fosfatos (Ellingham et al. 2016)
Amida | respecto a
AmI/Cy 1640 cm™/1410 cm™ ) tp 5 (Kontopoulos et al. 2020)
carbonatos
FWHM Anchura a media altura para 1150 cm™ (Kimura-Suda and Ito 2017)
va(POy) 890 cm™ (Hollund 2013)
PR 1270 1010 e Amida III (o hélices) respecto Amida 111 C-N 1290 cm™- (Chadefaux et al. 2009)
m cm cm mida -
a fosfatos 1210 cm™ (Leskovar et al. 2020)
Amida | respecto a
Aml/C, 1640 cm™/872 cm™® P v2(CO3) B-tipo ~ 830-890 cm™ (Kontopoulos et al. 2020)

carbonatos B

Tabla 2. Resumen de los parametros utilizados en este trabajo y las lineas base utilizadas.

3.4 Anélisis de ADN

3.4.1 Extraccion de ADN a partir de restos 0seos

La extraccién de ADN se ha realizado siguiendo el protocolo de extraccion en hueso para

el kit DNA 1Q system, el cual proporciona una mayor eficiencia de recuperacion en restos

arqueoldgicos que otros metodos (Rohland y Hofreiter 2007b). Se ha podido comprobar

que las técnicas de lisis mas exitosas utilizan un quelante de metales divalentes,

normalmente EDTA, detergentes i6nicos (SDS) y disociacion quimica (proteinasa K) para

descomponer las matrices de las células. Ademas, los protocolos probados son mas

eficaces aplicando la extraccion directa en polvo de hueso que realizando un paso de

desmineralizacion, el cual puede conllevar la eliminacién de moléculas de ADN (Paredes
Herrera 2019).
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En resumen, se incubaron 200-300mg de polvo de hueso cubriendo la muestra en solucién
de proteinasa K (PBS, proteinasa k) a 56°C durante 1 hora. La preparacion de los reactivos
se realizo siguiendo el protocolo DNA 1Q system disefiado para muestras 0seas, utilizando
15ul de resina paramagnética y 40ul de tampon de elucion para obtener la concentracion

final de la muestra.
3.4.2 Cuantificacion por Q-PCR

La cuantificacion de ADN se realiz6 a través de PCR a tiempo real siguiendo el protocolo
descrito en Quantifiler® Human DNA Standard. Para obtener la concentracién se realizé
una recta estandar con una serie de diluciones estdndar con concentraciones desde 50 ng /
puL (Estandar 1) a 0.023 ng / puL, o 23 pg / uL (Estandar 8) que se amplificaron en
reacciones duplicadas en la misma placa que las muestras desconocidas. En el proceso de
cuantificacion se minimizé la posibilidad de contaminacion durante el andlisis de ADN,
implementando controles negativos en la reaccion de amplificacion Asi se obtuvo la

siguiente recta estandar:

Standard Concentracion ng/pl
0,0 0,0009
0,0 0,0311
0,0 0,0311
0,1 0,0683
0,1 0,0683
0,2 0,1219
0,2 0,1219
0,6 0,7395
0,6 0,7395
1,9 1,6260
1,9 1,6260
5,6 7,4380
5,6 7,4380

16,7 16,3600
16,7 16,3600
50,0 55,8100
50,0 55,8100
Control negativo -

3.5 Analisis estadistico

Primeramente, se realizé una visualizacion de las variables a través de diagramas de cajas
de los parametros extraidos a partir de los espectros normalizados. Se realiz6 un test
ANOVA (sin asumir igualdad de varianzas, Test de Dunnet) para evaluar si las diferencias
entre las medias de los conjuntos son estadisticamente significativas (p<0,05). Cada

parametro (Tabla 2) se relaciona con un aspecto organico o inorganico de los restos 6seos.
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Para observar la distribucién de las variables y cual es su aportacién a esta distribucion, se
realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA). Siguiendo a Smith et al. 2007, este
PCA permite observar qué restos estan mejor preservados Yy si hay caracteristicas comunes

en los conjuntos utilizados.

El primer paso a la hora de establecer un modelo lineal multiple es estudiar la relacion que
existe entre variables. Esta informacion es critica a la hora de identificar cuales pueden ser
los mejores predictores para el modelo. Se utiliz6 la correlacion de Spearman para
determinar si habia correlaciones entre cualquiera de los 11 parametros y la cantidad de
ADN extraido de la muestra. Elegimos la correlacion de Spearman, ya que nuestras
variables pueden cambiar al mismo tiempo, pero no necesariamente a un ritmo constante,
ademas somos conscientes con la limitacion del nimero de muestras y su distribucion no

normal.

Posteriormente, en la busqueda de los parametros que permitieran diferenciar entre
muestras con mayor potencial para una extraccion de ADN exitosa, se realizd6 una
Regresion Lineal Mdltiple. Para llevar a cabo los analisis se utilizaron los programas R
1.1.453 y SPSS v. 20.0.

4. Resultados

En el Anexo 1 se exponen los resultados obtenidos para cada parametro, asi como, las
desviaciones estandar y la cuantificacion de ADN de los conjuntos de muestras analizados.

4.1. ATR-FTIR

Los parametros analizados muestran valores distintos para cada conjunto de muestras. En
las Figuras 6 y 7, se observan los diagramas de cajas obtenidos para los pardmetros

diagenéticos.

Las muestras de los individuos 2, 3 y 4 representan los valores de las dentinas actuales.
Tanto los valores sobre la fraccion organica como la fraccion inorganica muestran valores
de buena preservacion (France et al. 2020). Asi, se obtuvieron valores comprendidos entre
0.129 y 0.140 para la relacién entre la amida | y los fosfatos (Am/P) y entre 0.023 y 0.027
para la relacion entre amida 111 y fosfatos (AmlII/P), los cuales son relativos al colageno y
agua preservada en la estructura 6sea. Aplicando el método de Lebon et al. 2016 se puede

observar que las muestras conservan en torno al 17% de colageno en relacion a un 3% de
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nitrdgeno (Anexo 1) en peso (individuo 2: 16.29 wt% Coll y 3 wt% N; individuo 3:
17.49wt% Coll y 3.19 wt% N; individuo 4: 17.14 wt% col y 3.12 wt% N). Los valores del
Infrared splitting factor (IRSF) o indice de cristalinidad se conservan entre 3.32 y 3.37 con
un Full width at half maximun (FWHM) entre 96.43 y 110.038. En cuanto a los valores
relativos a los carbonatos, la relacion entre carbonatos y fosfatos (C/P) se encuentra entre
0.189 y 0.222, para los carbonatos B-Tipo (BPI) obtenemos valores entre 0.43 y 0.488 y
para los carbonatos A-tipo (API) entre 0.401 y 0.472. Para C/C o relacion entre carbonatos
A-tipo y B-tipo se han obtenido valores entre 0.760 y 0.844 y para la relacién 900/1035
entre 0.1 y 0.113. Recordemos que los carbonatos en las posiciones B son los carbonatos
dominantes en la formacion de las bioapatitas, mientras que las posiciones A son
dominantes en los minerales de apatito no fisioldgicos, por lo que obtener sus relaciones
nos permite evaluar tanto el estado de fosilizacion como la buena preservacion de la apatita
biologica (Madupalli et al. 2017). Finalmente, para los indices AmI/C; se obtuvieron
valores entre 0.928 y 0.958 y para AmI/C, entre 1.656 y 1.943. Estos indices fueron
propuestos por Kontopoulos et al. 2020 para relacionar la parte mineral y organica de

ambas posiciones de los carbonatos B y la Amida I.

Para las dentinas medidas del individuo 1, se obtuvieron valores para Am/P entre 0.069 y
0.088 y para AmlII/P entre 0.008 y 0.012. Estos valores corresponden a una media de
10.43 wt% de colageno y 1.90 wt% de N. Para el IRSF se obtuvo valores entre 4.36 y 4.59
y FWHM entre 75.352 y 92.339. La cristalinidad muestra una bioapatita deteriorada con
valores de mala preservacion (France et al., 2020). En cuanto a los carbonatos se
obtuvieron valores entre 0.118 y 0.149 para C/P, entre 0.247 y 0.553 para BPI y entre
0.219 y 0.525 para API. En cuanto a C/C se obtuvieron valores entre 0.898 y 0.965 y para
900/1035 entre 0.072 y 0.081. Finalmente, se obtuvo entre 0.849 y 0.956 para Aml/C; y
entre 1.405 y 1.672 para AmI/C,. Estos valores muestran unas dentinas medianamente
deterioradas en cuanto a la fraccion mineral, a pesar de mantener valores organicos

relativamente buenos.

Para el conjunto del Roc de les Orenetes se han obtenido valores diferentes para las
dentinas y los restos apendiculares (RO19/2/1073, RO19/2/1022 y RO19/2/1106). Asi en
las dentinas se obtuvo para Am/P valores entre 0.086 y 0.112 y para AmlII/P entre 0.013 y
0.024 que corresponde a una media de 13.15 wt% de colageno en relacion a 2.40 wt% de
N. Para el IRSF se obtuvo entre 3.586 y 3.775 y para el FWHM entre 75.339 y 93.716.
Para C/P entre 0.168 y 0.249, para BPI entre 0.384 y 0.569 y para API entre 0.310 y 0.389.
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En cuanto a C/C se obtuvieron valores entre 0.749 y 0.806, para 900/1035 entre 0.089 y
0.127. Para AmI/C; se obtuvo entre 0.683 y 0.861 y para AmI/C; entre 1.341 y 1.667.
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Figura 6. Distribucion de los parametros diagenéticos que relacionan Amida 1/v3(PO,) (Am/P), Amida 11/
va(PO,4) (AmIII/P), Amida I/v3(CO3) (AmI/C,) y Amida I/ vo(CO3) (AmI/C,) calculados por ATR-FTIR para
cada conjunto de muestras. Diferentes letras para cada parametro indicarian diferencias significativas entre
los contextos analizados (p<0,05), utilizando el test ANOVA.

En cuanto a los elementos apendiculares los valores cambian drasticamente (ver Anexo 1).
Se obtuvieron valores entre 0.033 y 0.135 para Am/P y 0.003 y 0.032 para AmIII/P. En
cuanto a la cristalinidad se aleja mucho de los valores del hueso moderno, evidenciando
una mala preservacion del mineral entre 3.98 y 5.224 para IRSF. En cuanto al FWHM se
obtuvieron valores entre 73.189 y 82.019. Para los carbonatos, la relacion C/P se dio entre
0.139 y 0.343, para BPI entre 0.291 y 1.002 y para API entre 0.158 y 0.617. En cuanto a
C/C se obtuvo entre 0.836 y 1.072, mientras que para 900/1035 se obtuvo entre 0.084 y
0.174. Finalmente, para AmI/C; entre 0.299 y 0.623 y para Aml/C; entre 0.494 y 1.225.

18



Se puede observar una conservacion diferencial del tejido 6seo en este yacimiento, estando
en valores de buena preservacion las dentinas dseas y en valores de mala preservacion los
restos postcraneales. De hecho, el fragmento diafisario de fémur R019/2/1022 esta
altamente deteriorado y enriquecido en iones de COs* a diferencia de los fragmentos de
tibia.

Finalmente, el conjunto de dentinas de la Cova de les Agulles se obtuvieron valores entre
0.086 y 0.111 para Am/P y entre 0.016 y 0.025 para AmIII/P. Estos valores corresponden a
una media de 12.46 wt% de colageno en relacion a 2.3 wt% N. Los valores de IRSF se
encuentran entre 3.38 y 3.7 con un FWHM entre 73.043 y 88.495. En cuanto a los
carbonatos se obtuvieron valores para C/P entre 0.227 y 0.363, para BPI entre 0.515y 0.73
para API entre0.305 y 0.419. En cuanto a C/C entre 0.742 y 0.903 y para 900/1035 entre
0.114 y 0.169. Los valores de AmI/C1 se obtuvieron entre 0.492 y 0.645 y para Aml/C,
entre 0.98 y 1.239. Es decir, se obtienen valores de buena preservacion en cuanto a
cristalinidad y fraccién organica. No obstante, se observa un enriquecimiento de CO5*
sobre todo en la posicién 1410cm™ (C/P y BPI), absorbancia principal en el espectro de la
calcita (CaCOs).
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Figura 7. Boxplot con la distribucién de frecuencias de los parametros diagenéticos obtenidos por ATR-
FTIR. IRSF o indice de cristalinidad; C/P que relaciona vs(CQOs3)/ v3(POy); API, v3(CO3)/ v4(PO,); BPI,
v3(CO3) v4(PO,); FWHM para v5(PO,4); 900/1035, v,(CO3)/ v5(PO,). Diferentes letras para cada pardmetro
indicarian diferencias significativas entre los contextos analizados (p<0,05), utilizando el test ANOVA.

4.2. Cuantificacién de ADN

Los resultados de la cuantificacion son los promedios de los duplicados de las muestras de

dentina y hueso. La concentracion se expresd6 en ng de ADN por ul de extracto,

multiplicando posteriormente el resultado por 40 pl y normalizado por los mg de hueso
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utilizado. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos. El umbral para r? se fij6 en
0,98 con una pendiente de -3.3, encontrandose en el rango recomendado entre -2.9 y -3.3.
En el proceso de cuantificacion se minimizo la posibilidad de contaminacion durante el
analisis de ADN, implementando controles negativos en la reaccion de amplificacion. En
cuanto al individuo 2, se excluyo del anélisis de regresion lineal multiple al ser identificado
como outlayer dentro de las muestras (Figura 9). Los resultados indican que la
concentracion de ADN es mas alta en las muestras actuales. Sin embargo, al normalizar los
datos por la cantidad de material de partida (mg de hueso) estas diferencias no se observan,
aunqgue si pareceria que en las muestras modernas la cantidad de ADN es mayor como
cabria esperar (Tabla 3).

Referencia | ADN ng/ pl | Promedio ADN Promedio en
en cada ng/mg cada

contexto hueso contexto

error tipico error tipico

CA04/11/30 0,0021 0.002+0.0003a 0,314 0.258+0.037a
CA04/8/1 0,0034 0,425
CA04/12/11 0,0008 0,094
CA04/12/61 0,0022 0,297
CA04/3/41 0,0018 0,246
CA04/12/58 0,0009 0,109
CA04/11/32 0,0014 0,203
CA04/4/96 0,0011 0,154
CA04/8/16 0,003 0,384
CA04/4/33 0,0029 0,356

RO19/2/1073 0,0006 0.002+0.0005a 0,024 0.280+0.095a
RO19/2/1022 0,0011 0,036
RO19/4/1409 0,0000 0,000
RO19/2/1068 0,0008 0,123
RO19/4/1385 0,003 0,406
RO19/2/1064 0,0026 0,448
RO19/2/1117 0,0007 0,099
RO19/5/1370 0,0053 0,977
RO19/2/1065 0,0024 0,453
RO19/2/1106 0,0019 0,237

Ind.1/SXX/1 0,004 0.003+0.0010a 0,635 0.505+0.178a
Ind.1/SXX/2 0,0018 0,274
Ind.1/SXX/3 0,001 0,166
Ind.1/SXX/4 0,0054 0,948

Ind.2 0,1952 0.014+0.009b 7,266 0.535+0.337a
Ind.3 0,0053 0,199
Ind.4 0,0225 0,873

Tabla 3- ADN obtenido para cada muestra. Diferentes letras para cada pardmetro indicarian diferencias
significativas entre los contextos analizados (p<0,05), utilizando el test ANOVA.
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Figura 8. Boxplot que reflejan los contenidos obtenidos de ADN ng/mg de hueso para cada conjunto de
muestras.

4.3 Analisis estadistico PCA, Correlaciones y Regresion lineal multiple

El analisis de componentes principales (PCA) explico el 74.68% de la varianza a través de
2 componentes principales (Fig.9 y Tabla 4). Podemos observar, que las muestras tienden
a agruparse segun su contexto. Las muestras arqueoldgicas de Cova de les Agulles se
agrupan homogéneamente viéndose afectadas por las variables relativas a carbonatos B-
tipo (BPI, C/P, 900/1035). En cuanto a las muestras del Roc de les Orenetes quedan
distribuidas de forma heterogénea, viéndose afectadas por las variables de contenido
organico (Am/P, AmIII/P) y API. Las tres muestras de elementos apendiculares quedan
desplazadas por las variables del indice de cristalinidad (IRSF). Asi, se observa que los
parametros diagenéticos son mas complejos en el Roc de les Orenetes, afectando de forma

diferente a la preservacion de dentinas y huesos.

Las muestras del individuo 1 se ven desplazadas afectadas por un aumento del IRSF. El
grupo creado por las muestras actuales (ind.2, 3, 4) nos indica el area en el espacio de los
componentes con mayor contenido organico y cristalinidad bien preservada (FWHM,
IRSF). Podemos extraer que las variables relacionadas con la variable ADN son Aml/C;,
Aml/C, y FWHM.
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PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PCY9 PC10 PCll PC12
Varianza (%) 43,321 31,358 8,359 7,538 3,647 2427 1,401 1,080 0430 0,269 0,144 0,025

varianza 451 74679 83038 90,576 94.223 96,650 98,051 99,131 99,562 99.831 99.975 100,000
acumulada (%)

Tabla 4. Explicacion de la varianza en cada componente principal.
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Figura 9. PCA con la distribucion de los conjuntos de muestras y la contribucién de las variables analizadas.

El analisis de correlaciones (Fig. 10) nos permiti6 evaluar la relacion de los parametros de
forma independiente y entender la relacion de cada uno con el contenido de ADN. La
correlacion de Spearman utilizada destacé correlaciones significativas entre los parametros
diagenéticos. IRSF se correlaciona con las variables relativas al contenido de colageno de
forma negativa (Am/P~IRSF r’= -0.666, AmIII/P~IRSF r’= -0.625), es decir, a mayor
cristalinidad menor contenido de proteinas colagenas. Del mismo modo, las variables de
carbonatos estan fuertemente correlacionadas entre ellas (BPI, CP, 900/1035) a excepcion

de APl y C/C.

En cuanto a la variable de contenido de ADN, destacamos 3 parametros. Con un

coeficiente de correlacién bajo y no significativo AmlI/C; (r*=0.355) y AmI/C, (r*= 0.328)

y el pardmetro FWHM con coeficiente de correlacion mas alto (r?= 0.732, p<0.001) (ver
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Fig.10 y Anexo 1). Estos valores se obtienen al extraer como outlayer al individuo 2, ya
que sobreestimaba el test.

A partir de las variables que estaban més asociadas con el contenido de ADN (FWHM,
Aml/C; y AmI/C,) se realizd6 un modelo predictivo mediante regresion lineal mdltiple,
obteniendo como variable dependiente en el mejor modelo el parametro FWHM (Modelo
3). No obstante, se deben atender al resto de pardmetros y en especial a IRSF, C/P, Am/P
Aml/C; y AmI/C, para poder caracterizar una buena preservacion del material 6seo en

general. Los resultados de los modelos predictivos fueron los siguientes.

Coeficientes no Coeficientes Intervalo de confianza de 95.0%
estandarizados tipificados para B
B
Modelo Error tip. Beta P-valor | Limite inferior | Limite superior
1 (Constante) -1,763 0,501 0,002 -2,803 -0,724
Aml/C, 0,024 0,669 0,016 0,972 -1,364 1,411
FWHM 0,023 0,007 0,636 0,004 0,008 0,038
Aml/C, 0,080 0,401 0,089 0,845 -0,752 0,911
2 (Constante) -1,766 0,483 0,001 -2,765 -0,767
FWHM 0,023 0,007 0,637 0,003 0,009 0,037
Aml/C, 0,092 0,171 0,103 0,594 -0,261 0,446
3 (Constante) -1,848 0,452 <0,001 -2,781 -0,915
FWHM 0,026 0,005 0,702 | <0,001 0,015 0,036

Tabla 5. Modelos predictivo y coeficientes obtenidos.

El modelo 3 con la variable FWHM de los espectros normalizados es capaz de explicar el
70% de la varianza observada en la cantidad de ADN ng/mg. El test F muestra que es
significativo (p-value: 6,450e-05). Asi la concentracion de ADN puede ser calculada a

través de FWHM con un error tipico +0.005 y R 0.702 a través de la siguiente ecuacion:

ADN ng/mg =0.026*FWHM-1.848
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Figura 10- Matriz de correlaciones para todos los parametros diagenéticos calculados a partir de los espectros normalizados por ATR-FTIR y ADN ng/mg hueso.
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5. Discusion
El anélisis de ADN es un analisis muy recurrente tanto para el &mbito arqueoldgico

como forense y es importante asegurarse la obtencién de un producto adecuado, sobre
todo, cuando las muestras son escasas o0 estan en mal estado de conservacion. Sin
embargo, la supervivencia del ADN esta sujeta a multitud de variables tras la muerte del
individuo. Debido al costoso procedimiento, la necesidad de recursos, el tiempo y el
caracter destructivo del analisis de ADN en restos dseos, es necesario explorar técnicas
rapidas y econdmicas para la preseleccion de muestras. Ademas debemos profundizar

en el conocimiento de los ambientes y contextos en relacion a la preservacion de ADN.

A través de 11 parametros hemos evaluado el estado de conservacion de los diferentes
conjuntos arqueoldgicos, las muestras del individuo 1 del siglo XX y 3 muestras
actuales. Asi, el conjunto méas antiguo, Cova de les Agulles, ha proporcionado
informacion sobre la conservacién en un ambiente carstico, donde los parametros han
indicado un enriquecimiento en CO3%. Por otro lado, el Roc de les Orenetes, ha
permitido evaluar que los tejidos postcraneales se han conservado peor que las dentinas
y que a pesar de ser un ambiente carstico no resulta tan favorable al enriquecimiento en
los huesos de iones de CO3> como se observa en la Cova de les Agulles. Finalmente, las
muestras del individuo 1 del s.XX, muestran una mala preservacion de los valores,
especialmente los inorgéanicos (IRSF, C/P, 900/1035). Los resultados indican que los
dos conjuntos arqueoldgicos no difieren estadisticamente en sus pardmetros. Asi,
deducimos que los ambientes de cueva (Tafosistema de cueva) pueden conllevar
procesos diagenéticos comunes. En ambos casos, hay un aumento de los valores de
carbonato, en concreto tipo B. Mientras que API refleja que los 4 conjuntos no estan en
un estado avanzado de fosilizacion, al no predominar los carbonatos tipo-A, que
controlan las propiedades de minerales apatiticos en medios no fisioldgicos (Madupalli
et al. 2017). El indice de cristalinidad IRSF en cambio ofrece valores propios para cada
conjunto, observando que el Roc de les Orenetes se encuentra en un medio mas agresivo
que el conjunto de la Cova de les Agulles, que a su vez se acerca a los valores de las
dentinas actuales. Estas diferencias evidencian la necesidad de evaluar los contextos
forenses y arqueoldgicos tafondmicamente, ya que el ambiente de deposicién influira en
su preservacion y de ello dependera el éxito de las extracciones de ADN o proteinas
como colageno. Se evidencia asi, la necesidad de evaluar cada muestra individualmente

al menos con los parametros propuestos en este trabajo.
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En nuestro caso, no hemos encontrado una relacion clara entre el indice de cristalinidad
(IRSF) y el contenido de colageno (Am/P, AmlII/P) con la cantidad de ADN. No
obstante, en otros trabajos como Kontopoulos et al. 2020 y Leskovar et al. 2020 se han
propuesto estos indices junto a C/P como indicadores predictivos tras el tratamiento del
producto de ADN como % de ADN enddgeno. Aunque en nuestro caso no hemos
obtenido una relacion clara con la variable ADN ng/mg, si hemos obtenido una fuerte
correlacion entre las variables IRSF, C/P, APl, Am/P y AmllI/P (Fig.10) que nos
permite afirmar una dependencia entre la cristalinidad, el contenido de colédgeno y los
carbonatos. A su vez, y coincidiendo con Kontopoulos et al. 2020, hemos podido ver
una tendencia de asociacion entre AmI/C; y AmI/C, y el contenido de ADN. Es decir,
si encontramos una relacion entre el coldgeno y los carbonatos del hueso con el
contenido de ADN, pero la relacion parece ser compleja como mostraron Mrevlishvili y
Svintradze 2005 y Kontopoulos et al. 2019.

En cuanto al valor de FWHM para el pico principal del contenido de fosfatos v3(PO,) se
ha obtenido una buena correlacion con ADN ng/mg. Este parametro es relativo a la
estabilidad de la red cristalina y, tras normalizar los espectros, se da como una buena
variable predictiva. Si bien es cierto, que en trabajos futuros debe validarse el método y
aplicarse en un mismo contexto, ya que puede producirse una sobrestimacion entre
muestras bien preservadas respecto a mal preservadas. No obstante, los resultados
preliminares que aqui exponemos son prometedores en la basqueda de una evaluacion
rapida de muestras para analisis de ADN. El uso de FWHM como parametro
exploratorio ha sido poco aplicado en la bibliografia actual (Hollund 2013), usandose
mas como parametro comparativo entre métodos de preparacion de muestras y
comparacion entre técnicas (Surovell and Stiner 2001; Kimura-Suda and Ito 2017;
Kontopoulos et al. 2018). No obstante, puede ser un pardmetro que recoja suficiente
informacion al analizar el ancho de banda del pico principal de fosfatos v3(PO,), siendo
una medida sensible a la alteracion del conjunto de grupos fosfatos. Del mismo modo,
actualmente esta siendo relevante la aplicacién de machine learning. Segun Chowdhury
et al. 2021, puede mejorar la precision en el cribado de muestras con los parametros de
ATR-FTIR, tanto para evaluacion de proteinas como para analisis de ADN.
Consideramos que la exploracion de parametros diagenéticos en este sentido debe
continuar y para ello debemos trabajar en obtener parametros prometedores y testarlos

en diferentes contextos, ya sean forenses o arqueologicos.

27



6. Conclusiones
Este trabajo propone la utilizacién de ATR-FTIR para analizar muestras dseas forenses

y arqueoldgicas. Se han evaluado 11 parametros comunmente utilizados para evaluar el
estado de preservacion de los huesos (Am/P, IRSF, C/P, BPI, API, C/C, 900/1035,
Aml/C,, FWHM, AmIII/P, AmI/C;) obteniendo las siguientes conclusiones:

e La informacion bioquimica obtenida es diferente para cada conjunto de muestras.
Es decir, diferentes contextos han ofrecido diferentes valores. Destacamos la
necesidad de atender al tipo de contexto en escenas forenses y arqueoldgicas previo
a realizar las analiticas.

e FWHM ha resultado ser la variable predictiva mas relevante en nuestro conjunto y
se propone un modelo predictivo potente, que sirva de parametro evaluativo en la
decision de futuras extracciones de ADN en restos 0seos.

e Am/C; Am/C, y FWHM deben ser considerados como variables a tener en cuenta
en el cribado de muestras para ADN a través de este método.

e No se ha detectado una relacion directa entre las frecuencias de amida I y amida 11l
y la preservacién de ADN en nuestra muestra.

e La cantidad de ADN extraida no es significativamente superior en las muestras
modernas respecto a las antiguas. Sin embargo, las muestras modernas analizadas
son pocas y no se ha realizado un anélisis de calidad del ADN, que si podria ser
diferente a pesar de que la cantidad de ADN no varie.

e ATR-FTIR es una herramienta rapida, econémica y valida para la optimizacion de
muestras de hueso y diente.

7. Perspectivas de futuro y aplicabilidad
Se ha puesto a punto una metodologia de extraccibn de ADN en hueso en los

laboratorios del Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la URV con una
metodologia de preseleccion de muestras. Como perspectivas futuras debemos validar el
método, obteniendo las secuencias genéticas, que no ha sido posible para este TFM
debido a limitaciones de tiempo y los recursos. La aplicabilidad de la técnica para
huesos modernos es adecuada, aunque para hueso antiguo debe ser reproducida y
validada al menos por 3 laboratorios con acreditacion para realizar extraccion de ADN
antiguo. A pesar de ser un trabajo preliminar, se han explorado vias de investigacion en
preservacion de biomoléculas antiguas. Se ha evaluado una técnica atil para evaluar el
potencial de muestras forenses o arqueoldgicas de forma rapida y econdémica con los
recursos disponibles en la Universitat Rovira i Virgili (URV) y en el Institut Catala de

Paleoecologia Humana i Evolucié Social (IPHES).
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9. ANEXO |

Tabla con los resultados de los parametros diagenéticos (mean+SD), la cuantificacion de ADN (ng/mg) los porcentajes en peso estimado de nitrégeno (Nwt%) y
colageno (col. wt% estimado) para cada muestra. En verde, Cova de Agulles; en rojo, Roc de les Orenetes; En gris, individuo 1; en azul muestras actuales de los

individuos 2,3 y 4. Para calcular el colageno se utiliz6 el método de Lebon et al., 2016: Colageno wt%= 113.13 amide 1/v3P0O4+1.69; N wt%= 20.6 amida

IN3PO4+0.31
Muestra Am/P | IRSF | cCIP BPI API C/C | 900/1035 | FWHM | AmI/C, | AmIII/P | AmI/C, AEXTrQ?é?g Nwt% S;'ih‘q"‘fi%’
CApaile 106?(?060 136,7(?191 4_%,205206 106%1775 106,3552 106?10131 106,101245 igiggg 36?3124 J_rod?oloes ildf)f(;lG 0,314 2,08 11,43
CAOMBIL | o | soos | 0002 | +0054 | s000s | s0072 | 0010 | 20067 | sos0 | o001 | soop | 045 | 24 | 1316
Cvelaaili fd?(?ogz 36?01& 36,207270 i8:833 36?5131 36,7()7018 i8:(1)36 Sgﬁ 56?5246 J_rod(,)ologl i10107255 0,094 2,36 12,93
S :06?(?062 36?8113 36,209081 36,605511 106,3(?(;11 106,7(?862 106,1(?021 igggg J_roo,’dr’oz :06?01090 18’,337 0,297 2.28 12,54
CAOM3AL | Lou1 | 4500 | w000 | 0010 | =004 | 0010 | 000> | s001s | sboor | sooor | soops | 0206 | 213 | 1168
CAOM2IS8 | 50 | coom | sbots | =008 | sbom0 | w0018 | sbo0r | somos | sooor | sboor | soope | 0100 | 22 | 1204
SRS :06?(?051 fd?ols 36,202074 36?08456 196,3(?374 106?01169 106,10152 igg% 36?61059 :06?01060 1}6,25190 0,203 2.26 12,42
CAOMA | oy | wom | w0011 | s0004 | =006 | 40003 | =000 | s007a | sbowo | so00r | soops | 0154 | 244 | 1336
CAOUBIG | 5o0n | s036 | w0015 | =0037 | 40008 | =000 | 0003 | 40000 | o7 | o001 | soops | 0% | 280 | 1419
CARRES 106,1(?013 18:8;6 106,205102 1()6?01651 106,306497 106,707229 106,102173 8186,21132 1%?023’76 106?5051 110213279 0,356 2,38 13,06
ROL8/214073 | ioon | soo07 | s6000 | 40005 | +0009 | s0007 | +0o0n | +or2e | 000 | 000 | shoos | 09% 1| s
RO19/21022 | oy | sonm | +0040 | 40598 | 0190 | 4078 | s0016 | 0141 | s0002 | sbo0p | soops | 003 | 309 | 1694
ROLO/4/1409 | oy | o060 | =0006 | 0,014 | =006 | 0035 | s0002 | 016 | s0005 | sboor | soopy | 0000 | 261 | 1434
ROLSI2A068 | tono | s004p | =000 | 0072 | +0085 | s0011 | 0010 | +ouzs | 0000 | s0oop | soops | 0123 | 247 | 1383
ROLS/4/1385 | o000 | 40,000 | =6000 | 0,000 | 6000 | 0001 | 0000 | 0215 | sboo0 | s0000 | oo | 0406 | 254 | 1392
ORI 106,1(?030 :36,6(5094 106,202031 fd?oooso 18:380 106,7(?033 fd,lolgo 19(?(;1127 106,7;050 106?5010 1}6,3(?50 0,448 242 1329
ORI fd(,)(?oeo tg:ggz 106,106082 106,308(;10 igigéO 106,8(?068 fd?(?(?l lgigig 196,7(?(;18 iod?c}(fo 116?(;1135 0,099 2,08 11,43
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RIGLENENZD 106?(?071 136,707151 106,108021 106?03268 106,303210 106,75(?5 106,101227 ig:gég fd?(?ole fd?olcfo 116?5920 0,977 2.3 12,63
RCLEIZNTES 4_90’?(?090 4_-3(3,5(?366 106,108000 106?01030 106,35295 1?6,7(?268 106,05031 ifl)ﬁgi fdz,g(?oll J_rod?olosl 116%3271 0,453 2,35 129
RO 106(,)(;1080 146,7(?075 36,102075 106,209110 J_Pd,l(?go 106?03269 106?07051 igg;g J_rodi?fs J_rod(,)oooso fd?(?ol7 0,237 13 714
Id.USXXIL | 00 | w0t | =000 | 001 | s0001 | 0003 | 0000 | 20982 | s0o05 | sooor | sooor | 0635 | 203 | 1113
Id.USXX2 | oo | oass | st0or | sbos | 50052 | +0oms | 0011 | 20958 | s00m | sopop | soass | 0% | 178 | 9sl
ITENBE LR fd?(?ogo 146?01024 36,102020 36,205080 106,202060 106?(?040 tod?gozo lggii 106%1(?0 106%)080 116%:0 0.166 173 9.47
I seds fd(,)(?oso tg:ggs fd,lc;logl 36?05232 106?5155 J_rf?,'c?le 106?08011 igzggg J_rod?(?fe J_rod(,)olozo -'_}6%7020 0,948 2,12 11,61
el :06,10233 36,302315 36,202320 36?07413 196?03588 196?04514 106,101132 111&?558 fd?(?f? :06?02054 1}6?()2910 7,266 2,97 16,29
Ind3 | 0007 | 4003 | s0001 | s0004 | s0048 | 10038 | s0010 | 20033 | 0017 | s0005 | soaey | 0199 | 319 | 1749
el 106,13071 :36?0211 ¢06,20035o 36?08386 106?0737 106?03013 J_rf?,'olm igggé :82?)?5 :06(,)()2033 ild?ffe 0873 3,12 17,14
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