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RESUMEN

En este trabajo presentamos los primeros resultados de la identificacién taxondmica mediante el andlisis
del citocromo b de muestras éseas subactuales y arqueolégicas (Holoceno tardio) procedentes de Patagonia.
El bajo grado de determinacion taxonémica de los restos 6seos recuperados en el sitio Acevedo 1 (localidad
de Rio Pico, provincia del Chubut, Argentina), alcanzada mediante el andlisis zooarqueoldgico tradicional, y
la necesidad del Laboratorio de Genética Forense del Equipo Argentino de Antropologia Forense de identificar
especies animales en contextos forenses, nos llevé a aunar esfuerzos y realizar un trabajo conjunto en torno
al anélisis del citocromo b en restos 6seos no humanos. La identificacién taxonémica de muestras subactuales
lograda con este anélisis confirma la efectividad de los protocolos seguidos en dicho laboratorio. Su aplicacién a
contextos arqueolégicos, como lo prueban los resultados alcanzados en este trabajo, dependera de la degradacién
de los materiales analizados. En el caso del sitio Acevedo 1, este andlisis ademds permitié aportar la primera
identificacién arqueolégica de huemul en el Centro Oeste cordillerano del Chubut, aplicando una combinacion
del andlisis del citocromo b con la morfologia 6sea comparativa. A pesar de los resultados positivos, el caracter
destructivo del andlisis y sus altos costos hacen que su aplicacién deba ser evaluada adecuadamente en funcién
de la problematica arqueolégica bajo estudio.
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ABSTRACT

TAXONOMIC IDENTIFICATION WITH CYTOCHROME B APPLIED TO A PATAGONIAN ARCHAEOLOGICAL
CASE. First results for taxonomic identification by cytochrome b on Patagonian subactual and archaeological (Late
Holocene) bone samples are presented. The low identifiability level achieved at Acevedo 1 archaeological site
(Rio Pico, Chubut, Argentina), by traditional zooarchaeological analysis, and the need of the EAAF Laboratory
of Forensic Genetics to identify vertebrate species in forensic contexts, took us to work jointly on the analysis
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of cytochrome b in non-human bones. Subactual sample taxonomic identification obtained with this analysis
confirms the effectiveness of the protocols followed in the laboratory. Its application to archaeological contexts,
as evidenced by the results obtained in this work, will depend on the degradation of the materials. In the case
of Acevedo 1, analysis provided the first archaeological identification of huemul in Central Andean Chubut,
obtained by a combination of cytochrome b analysis with comparative bone morphology. Despite the positive
results, the destructive nature of the analysis and high costs make their application should be adequately evaluated

according to the archaeological problem under study.

Keywords: Cytochrome b; Mitochondrial DNA; Patagonia; Bones; Zooarchaeology.

INTRODUCCION

Uno de los métodos genéticos mas utilizados para
la identificacion taxonémica y la determinacién de fi-
logenia de especies es la técnica de secuenciacién nu-
cleotidica de segmentos del gen del citocromo b (Cytb).
Esta técnica permite determinar relaciones entre familias
y géneros dado que el Cytb contiene informacion espe-
cifica de cada especie. Ademas, como el ADN mitocon-
drial (mtDNA) muestra un nimero elevado de copias
por célula, la probabilidad de que algunas moléculas
queden intactas con el paso del tiempo es mayor, lo
que lo hace particularmente apto para el andlisis de
muestras antiguas. Los estudios comparativos que in-
volucran al Cytb han generado nuevos esquemas de
clasificacién y han sido utilizados para asignar nue-
vas descripciones de especies a los géneros conocidos
(Pereira et al. 2008; Linacre et al. 2011). En arqueo-
logia, se ha utilizado en relacién con los procesos de
domesticacién acaecidos en diversas partes del mundo
(Pedrosa et al. 2005; Ferndandez et al.

conjunto en torno al uso de este analisis como herra-
mienta para la identificacién taxonémica de muestras
Oseas subactuales y arqueoldgicas. Asi, este articulo
ofrece los primeros resultados para Patagonia respecto
de la identificacion de especies animales con esta téc-
nica en muestras 6seas del Holoceno tardio.

El sitio arqueoldgico Acevedo 1

En el afio 2009 iniciamos un proyecto de investiga-
cién arqueoldgica en el centro-oeste del Chubut con el
propésito de evaluar un area donde hasta ese entonces
no se habian realizado investigaciones arqueolégicas
sistematicas (Scheinsohn et al. 2010). Dicho proyecto
se concentré durante algunos afios en la localidad de
Rio Pico, donde se identificaron tres sitios con arte
rupestre (Acevedo 1, Solis 1 y Piedra Pintada del
Jaramillo) y tres a cielo abierto (Acevedo 2, Solis 2 y
Mayer 1, Figura 1). Se iniciaron excavaciones en dos

2006; Stock et al. 2009; Speller et al.
2010), para diferenciar entre ovejas y
cabras (Loreille et al. 1997) y en con-
textos de cazadores-recolectores, para
precisar qué especie de salmén fue ex-
plotada en un determinado sitio (Yang
et al. 2004). En Patagonia, fue utilizado
para revisar el estatus taxonémico de
restos 6seos de camélido hallados en
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4 km

contextos correspondientes a la transi-
cién Pleistoceno/Holoceno (Weinstock
et al. 2009). En nuestro caso, el bajo
grado de determinacién taxonémica ob-
tenido a través del estudio morfoldgico
tradicional de los restos Gseos de ani-
males recuperados en el sitio Acevedo 1
(Rio Pico, Patagonia argentina) nos llevé
a implementar nuevas vias metodolé-
gicas para potenciar su capacidad in-
formativa. Esto, sumado a la necesidad
del Laboratorio de Genética Forense
del Equipo Argentino de Antropologia
Forense (LGF-EAAF) de identificar es-
pecies animales en contextos forenses

Argentina

CRioPico
Chubut

—para lo cual habian comenzado a tra-
bajar con el analisis del Cytb— nos llevé
a aunar esfuerzos y a realizar un trabajo

Figura 1. Mapa con la ubicacion del area de investigacion (rectangulo negro);
y en el recuadro, ampliacion del area de investigacion con la ubicacion de los
sitios: 1- Acevedo 1; 2- Acevedo 2 y 3- Maier 1.
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de los sitios con arte rupestre: en Solis 1, donde no
se registraron materiales enterrados; y en Acevedo 1
(sobre esta drea de investigacién ver Scheinsohn et al.
[2010, 20T1a y b, 2013]). Este dltimo estd ubicado en
un paisaje modelado por glaciares reconocidos a partir
de la presencia de morenas laterales, con un relieve de
erosion dado por artesas ocupadas por lagos. Se sitda
al pie de la ladera abrupta de una roca aborregada.
El paredén rocoso mira hacia el norte, por lo que
recibe la luz solar directa la mayor parte del dia. La
meteorizacién da lugar a descamacion, desgranado y
lajamiento, que es mas intenso en la parte inferior de
la escarpa adyacente al sitio, procesos que originan
conos de deyeccion y taludes al este y oeste de él
(Figura 2).

En el pareddn se registraron 14 motivos rupestres.
Se excavaron dos cuadriculas (E9 y F16) y parte de
otra (microsectores de F15 y G15) hasta unos 70 cm
de profundidad, donde se detect6 la presencia de un
paleosuelo de color gris oscuro de origen fluvioglacia-
rio. El material intermedio se compone de ese mismo
paleosuelo mezclado con material parental de origen
coluvial y volcdnico procedente de la ladera adyacente
al sitio. Ademads, presenta una capa superior amari-
[lenta compuesta por coluvio propio de la ladera y
de guano. También hay grandes bloques alineados que
pudieron depositarse por rodamiento desde arriba del
cono de deyeccién o incluso haber sido movilizados
por los humanos.

La secuencia estratigrafica que se observa en el
perfil de la cuadricula F16 —ubicada en la parte mas
baja de la pendiente- comprende ocho niveles artifi-
ciales de 10 cm de espesor cada uno. Los niveles 8 y 7
corresponden al suelo fluvioglacial
cercano a la roca de base. El nivel
1 corresponde al guano de oveja
y material coluvial reciente. Los
restantes niveles corresponden a
las capas intermedias. Esta misma
secuencia se observa en el perfil
de la cuadricula E9, con la dife-
rencia de que presenta una menor
potencia sedimentaria debido a su
ubicacién pendiente arriba.

En este sitio se registraron res-
tos 6seos humanos (unos 56 espe-
cimenes) correspondientes a por lo
menos dos individuos, un juvenil
y un adulto, que se presentaban
dispersos, sin ninguna estructu-
ra reconocible (Rizzo 2015). La
datacién de uno de los huesos
correspondiente al adulto, ubica-
do en el nivel 3 de la cuadricula
F16, proporcioné una antigiiedad
de 1589 + 38 afnos AP (AA90944;

Figura 2. Sitio Acevedo 1, vista hacia el sur. A: Escarpa rocosa de brechas volcénicas.
La roca se halla bajo intensa meteorizacion fisica por lajamiento y desgranacion.
B: Taludes de roca o0 escombros que provienen del till presente en la zona cumbral.
Hay dos taludes, uno al N y otro al S del sitio, cuya adyacencia lateral forma una
depresion donde se halla el sitio. C: Terraza glacifluvial formada por conglomerados.

hueso, 8"C = -20,5). Uno de los huesos del individuo
juvenil, procedente del nivel 5 de E9, fue datado en
1540 + 49 afios AP (AA98674; hueso, 8§"°C = -19,4).
Ademds, se recuperaron restos faunisticos muy frag-
mentados y un sélo instrumento litico, junto con
algunas microlascas, una cuenta y fragmentos de
valvas. Las fechas obtenidas a partir de los restos
6seos humanos indicarian un evento puntual de en-
terramiento de ambos individuos. No obstante, no
podemos asegurar que los demds materiales arqueo-
l6gicos presentes en el sitio correspondan al mismo
evento. La situacién descripta, tanto desde un punto
de vista geoldgico como arqueoldgico, sugiere un
complejo proceso de formacion del sitio, complejidad
que se ve reflejada en las propiedades del conjunto
arqueofaunistico recuperado.

Registro arqueofaunistico de Acevedo 1

El andlisis zooarqueoldgico —que hasta el momento
comprende los materiales recuperados en la cuadri-
cula F16, niveles 1 a 4 (excavacién 2010) y parte de
aquellos procedentes de las cuadriculas F15 y G15
(excavacion 2012)- contabiliza 602 restos éseos y
dentarios. De estos, el 30% son materiales indetermi-
nados. Aquellos que fueron asignados a una categoria
taxonémica corresponden mayoritariamente a restos
de pequefios vertebrados, principalmente roedores, y
unos pocos paseriformes. Entre los mamiferos de mayor
porte se identificaron dos especimenes 6seos de oveja
(Ovis aries), uno de guanaco (Lama guanicoe), uno de
zorro (Lycalopex sp.) y diez fragmentos de mamifero
indeterminado (Tabla 1).

|£ ; 'i_
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Taxén NISP | %NISP La muestra

Vertebrados pequehos | 414 96,7 esta muy frag—

Mammalia 10 2,3 mentada. La ma-

Oveja 2 05 yor parte de los
Guanaco 1 0,25 .

restos mide me-

Zorro 1 0,25 d .

Total 226 | 1000 | Nos de 3 centi-

Tabla 1. Taxones identificados en el metros. Entre las

sitio Acevedo 1. modificaciones

6seas detectadas
predominan las de carnivoros, aunque también hay
marcas de raices y roedores, pero con menor inciden-
cia. La actividad de carnivoros afecta principalmente
a los vertebrados pequefios, producto de la accién
de aves rapaces. De alli también la presencia de pa-
seriformes en la muestra, ya que estas aves pequefias
integran la dieta de estrigiformes y falconiformes, y
suelen darse junto con los roedores en las acumu-
laciones formadas a partir de la descomposicién de
bolos de regurgitacion o egagropilas (Pardifas 1999).
Aparte de las aves, entre los vertebrados pequefios
se identificé la presencia de cricétidos, caviomorfos
y Ctenomys sp. Las proporciones que exhiben es-
tos taxones también sugiere la actividad de rapaces
(Pardifias 1999).

A partir de lo expuesto, se puede plantear que el
conjunto 6seo de Acevedo 1 es principalmente in-
formativo sobre las actividades de aves rapaces, res-
ponsables de la acumulacién de casi el 97% de los
restos identificados. Asi como ocurre con los verte-
brados pequefios, las evidencias de la actividad de
carnivoros —en este caso, marcas de mascado— también
se observan entre los restos de oveja, mamifero y otros
indeterminados, y sugieren en conjunto el carrofieo,
posiblemente por zorros (especie de la que se hallo
un tercer molar superior). La incorporacién de material
6seo moderno, como otros de los procesos tafonémi-
cos actuantes en el sitio, se infiere por la presencia
de huesos de oveja en los niveles 2 y 4, que sugiere
la mezcla de materiales.

Las modificaciones relacionadas con la actividad
humana son escasas y se limitan a un negativo de
lascado y un punto de impacto en un fragmento de
fémur asignado a mamifero (ver abajo) y una huella de
corte muy fina sobre un hueso indeterminado. A esta
escasez se le suma el importante grado de fragmenta-
cién, atribuible al efecto combinado del predominio
de bloques y gravas en la matriz sedimentaria y a la
reptacion por la pendiente de los materiales. Todo esto
limita severamente la identificacién taxonémica de los
vertebrados de mayor porte. La escasa informacion so-
bre la interaccién de los humanos y la fauna derivada
del andlisis de los materiales del Acevedo 1 —junto con
la falta de otros sitios con presencia de fauna en el
area— nos llevé a plantear una estrategia que permi-
tiera alcanzar una mayor capacidad de identificacion
taxonémica entre los restos de mamifero en este sitio.

El andlisis de citocromo b mitocondrial se presentd
como una de las opciones posibles.

El EAAF, organizacioén cientifica no gubernamental
que aplica la antropologia y arqueologia forenses a
la investigacion de violaciones a los derechos huma-
nos, cuenta desde el afio 2008 con un laboratorio de
genética forense (LGF-EAAF). En el transcurso de sus
investigaciones, el EAAF suele encontrar restos éseos
cuyo nivel de fragmentacion impide su clasificacion
taxonémica. Por ello, el LGF-EAAF incorporé en el afio
2012 metodologias moleculares aplicadas a la identi-
ficacion taxonémica de restos no humanos. Dentro de
los marcadores genéticos dtiles en la identificacion de
vertebrados, por ejemplo, puso en marcha la amplifi-
cacioén y secuenciacion del Cytb mitocondrial, lo cual
requerfa someter a prueba los protocolos seguidos.

Ante esta circunstancia, decidimos aunar esfuerzos
y realizar un trabajo conjunto que permitiera evaluar
las capacidades del LGF-EAAF en funcién de este tipo
de andlisis y alcanzar determinaciones taxonémicas
mas precisas para los materiales faunisticos del sitio
Acevedo 1. Para ello, como primer paso, disefiamos
un test ciego para ponderar la confiabilidad del analisis
y los protocolos empleados, antes de pasar al estudio
de las muestras arqueoldgicas.

METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION
DE ESPECIE A PARTIR DEL CITOCROMO B
EXTRAIDO DE MUESTRAS OSEAS

Extraccion y purificacion de ADN

Todos los procedimientos se realizaron en un la-
boratorio aislado especialmente disefiado para el pro-
cesamiento de huesos, bajo campana de flujo laminar,
y con equipamiento adecuado para evitar la conta-
minacion de las piezas. Los fragmentos de hueso se
limpiaron y descontaminaron mediante su tratamiento
con hipoclorito de sodio y luz UV. El material resul-
tante se pulverizé con tratamiento mecanico en frio
con nitrégeno liquido en un molino criogénico (Freezer
mill, Spex 6750); luego fue descalcificado, tratado
con buffer de digestion y proteinasa K (100 mg/ml).
Posteriormente, se trat6 el digesto con PC (fenol/clo-
roformo) y con cloroformo (Hagelberg y Clegg 1991;
Hochmeister et al. 1991; Fisher et al. 1993). El ADN
extraido se concentré por filtracion con Microcon y se
purificé con columnas QIAmp DNA Blood Maxi kit,
QIAGEN (Davoren et al. 2007), y eluido en 2 ml de
buffer TE. Este eluido fue posteriormente concentrado
a aproximadamente 80 ul mediante ultrafiltracién con
Vivacon 2-100MWCO (Sartorius). Sélo a los efectos
de determinar la presencia de inhibidores de PCR, el
ADN extraido fue cuantificado con el kit Quantifiler®
Human DNA Quantification Kit (Thermofisher).
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Amplificacion y secuenciacion del gen del
citocromo b

Para la amplificacion del gen Cytb se utilizaron
primers disefiados para realizar anillamientos con re-
giones conservadas del genoma mitocondrial que per-
miten amplificar una gran cantidad de vertebrados (ver
mas adelante la metodologia y las referencias biblio-
graficas utilizadas). Dependiendo de la degradacién
de la muestra se utilizaron dos estrategias de amplifi-
cacién. Como primera estrategia, se amplificé un frag-
mento de 358bp (Parson et al. 2000); a este fragmento
se lo denominé “Citb”. En el caso de muestras que
no amplificaron con la primera estrategia se recurrio
a la amplificacion de tres fragmentos mas pequenos,
de entre 220 y 230bp (Pereira et al. 2006), que fueron
denominados Citb1, Cithb2 y Citb3 (Tabla 2). Todas las
reacciones se llevaron a cabo amplificando controles
positivos y negativos para establecer la eficiencia de
la reaccién y la ausencia de contaminacién. Se con-
trol6 el producto amplificado mediante electroforesis
en gel de agarosa. Las reacciones de secuenciacién
se realizan utilizando el kit Big Dye Terminator v1.1
(Applied Biosystems). Para la separacién electroforética
de los productos de secuenciacién se utilizé un equipo
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer Applied
Biosystems, ver Hopgood et al. [1992]).

Analisis de secuencias y obtencion de
resultados

El andlisis de los resultados se realizé mediante la
comparacion de las secuencias obtenidas con aquellas
publicadas en distintas bases de datos de referencia
utilizando el programa BLAST, que permite calcular el
grado de similitud entre ambas. BLAST y las bases de

por azar. Mientras mas pequefio sea, mas confiable es
el match. Depende del tamafo de la base de datos y
del sistema de score utilizados, y del tamafo en pares
de bases de la secuencia problema.

TEST CIEGO

Utilizamos muestras éseas subactuales de animales
con determinacién taxonémica perimortem realizada
en el lugar de recoleccién y confirmada por compara-
cion osteoldgica en gabinete (Tabla 3). Estas muestras
se seleccionaron con el objetivo de cubrir la mayor
cantidad de especies presentes en los sitios arqueol6-
gicos patagonicos. Consideramos también huesos en
diferente estado de conservacién, derivados tanto de
las condiciones de depositaciéon (ambiente), de la an-
tigiedad de la muestra y, en un caso, del tratamiento
para el consumo (coccién, ver Tabla 3, muestra 1).
Las muestras, que debian pesar mas de cuatro gramos
(condicién establecida para el analisis), fueron prepa-
radas por dos de los autores de este trabajo (VS y PF)
con total desconocimiento de aquellos pertenecientes
al LGF-EAAF. Fueron enviadas a dicho laboratorio sélo
con el nimero de identificacion que figura en la Tabla
3. Como puede observarse de la comparacién de las
tablas 3 y 4, la clasificacién de especies realizada por
el LGF-EAAF mediante la secuenciacién del Cytb coin-
cide con las que se habian obtenido por comparacién
morfoldgica del esqueleto y partes blandas en el cam-
po, lo cual permite evaluar positivamente el protocolo
seguido. Cabe aclarar que en la Tabla 4 s6lo hacemos
constar los match de especies disponibles localmente.

En el Gnico caso en que por morfologia sélo tenia-
mos una determinacién al nivel de orden (ceticeo), el

datos que utiliza se encuentran administrados Fragmento | Primer | Primer | Tamafodel | . .= =~ o o
dentro del National Center for Biotechnology | 2mplificado F R fragmento
Information (Madden 2013). Para cada bdsque- 14816F | 15173R | 358bp 1. 11 min, 95°C
da, BLAST arroja pardmetros que determinan la ) 2. (X36 ciclos)
e ) Citb 1 15149F | 15367R | 219bp a. 1min, 95°C
confiabilidad de un determinado match entre b. 1 min. 58°C
la secuencia problema y alguna secuencia en Citb 2 15347F | 15576R | 230bp c. 1min, 72°C
las bases de datos. Todos estos pardmetros se 3. 10 min, 72° C
: X Citb 3 15554F | 15773R | 220bp | 4. 2 min, 15°C
evaldan para determinar los resultados. Los pa-

rametros informados son los siguientes:

Tabla 2. Amplificacion de diferentes fragmentos del gen de Citocromo b.

Porcentaje de identidad: Muestra Taxén, elemento Peso en gr Procedencia y fecha de muerte
es el porcentaje de similitud iri icerf
p J . 1 Ovis aries, radio 8,0 Adqm;ldo en u(ljwa carmct;na y colectado
entre la secuencia problema, espues de ser asado (2003)
obtenida en el laboratorio, y 2 Lama guanicoe, tibia 5,6 Bahia Valentin, Tierra del Fuego (1990)
. . 3 Arctocephalus australis, tibia <10 Cabo Polonio, Uruguay (1990)
la secuencia con la que hizo 5 m 5 -
. os taurus, metacarpo < esconocidas
match en BLAST, pUbhcada en 5 Lama euanicoe., tibia 11 Ea. Rincén Grande, Parque Nacional
las bases de datos. & 4 ¢ Nahuel Huapi, Rio Negro (2008)
E-val ( t value): el 6 Hippocamelus bisulcus, himero 10,0 Lago La Plata, Chubut (1993)
value expe(.: valuej: € 7 Cetacea, indeterminado 16,0 Bahia Valentin, Tierra del Fuego (1990)
E-value es un parametro esta- 8 Homo sapiens 53 Desconocidas.
distico que describe la proba- 9 Rhea pennata, tarsometatarso 9,9 (1980)

bilidad de encontrar un match

Tabla 3. Muestras subactuales.
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andlisis genético del Cytb arribé a una determinacion
al nivel de especie, aunque no podemos evaluarla.
Notese que la metodologia molecular implementada
nos ha permitido incluso alcanzar la determinacién de
la muestra 1, recolectada después de haber sido asada,
lo que es importante ya que los huesos presentes en
contextos arqueoldgicos podrian haber sido someti-
dos a este tipo de coccion (Tabla 4). Sin embargo, se
puede observar que fue necesario amplificar y secuen-
ciar fragmentos pequefios del Cytb de esta muestra
(Cith1 + Cith2 + Cith3). Algo similar sucedié con la
de Bos taurus, que para el andlisis de Cytb es atribui-
ble tanto a cebld como a vaca. Mds alla de eso, fue
correctamente atribuida a bovino. Asi, consideramos
que el protocolo aplicado es confiable y permite, en

depositacion juegan un papel clave, la antigliedad
relativa es el Gnico de esos factores que podemos
controlar. Ademds, cabe destacar que la muestra A2
presenta modificaciones de origen antrépico —negativo
de impacto—, lo que nos permitirfa vincularla con la
ocupacién humana del alero. En la Tabla 6 se presen-
tan los resultados por Cytb.

DISCUSION

A diferencia del andlisis de las subactuales, sélo
se logré la identificaciéon taxonémica de la mitad
de las muestras arqueoldgicas. A2 y A4 no arroja-
ron resultados probablemente debido a la extensa

el caso del sitio Acevedo

1, alcanzar un nivel de Fragmento Resultados

P i P4 4 Muestra analizado Identidad

identificacion taxond- Nombre cientifico %) E-value Nombre comiin
. o

mica mayor que el que - .

Citb1 + Citb2 L .
habfamos obtenido por 1 + Cith3 Ovis aries 100 2,E-84 Oveja
medios tradicionales Lama guanicoe 100 9,E-88 Camélido (Guanaco)

ogi . i i Lama pacos 98 9,E-83 amélido aca
(morfoldgicos) , Citb1 + Cith2 P E Camélido (Alpaca)
+ Citb3 Lama glama 98 9,E-83 Camélido (Llama)
Vicugna vicugna 92 2,E-64 Cameélido (Vicuna)
ESTUDIO DEL Otaﬂr;i(i)éfnnsla / 100 4,E-159 Lobo marino
MATERIAL 3 Cith A i 5 ——
A rctocep alus ObO marino de dos
ARQUEOLOGICO Australis 94 Te-127 belos
. Bos taurus 100 3,E-152 Bovino (Toro / Vaca)
Seleccionamos cua- 4 Citb + Citb1
, Bos indicus 100 3,E-152 Bovino (Cebl)
tro fragmentos 6seos del
sitio Acevedo 1 asigna- Lama guanicoe 100 4,E-159 Cameélido (Guanaco)
dos a la clase mamifero 5 Cith Lama glama 99 2,E-152 Cameélido (Llama)
(Figura 3). Los huesos Lama pacos 98 9,E-151 Camélido (Alpaca)
no fueron tratados con Vicugna vicugna 96 1,E-138 Camélido (Vicuna)
métodos quimicos de H’plfgucf'c’:flus 100 2,E-84 Cérvido (Huemul)
conservacion preventi- 6 Citb1 Ozotoceros 94 5 E-66 Cérvido (Venado de las
va y su estado de con- bezoarticus ! pampas)
servaciéon se detalla en Pudu Puda 94 5,E-66 Cervido (Pudi)
la Tabla 5. Para poder Eubalaena australis 100 1,E-84
7 Citb1 + Citb2 Ballena Franca
controlar el efecto de Eubalaena glacialis 100 1,E-84
la degradacic’m de la 8 Citb Homo sapiens 100 3,E-155 Humano
muestra en funcién de 9 Citb Rhea pennata 100 4,E-159 Nandd

su antigliedad, partien-
do del supuesto de
que a mayor profundi-
dad tendriamos mayor
antigliedad y, por ende,
mayor degradacién,
seleccionamos mues-
tras que corresponden
a distintos niveles ar-
tificiales (Tabla 5). Si
bien este no es el Gni-
co factor que intervie-
ne en la preservacion,
ya que las condicio-
nes del contexto de

Tabla 4. Determinaciones alcanzadas por Cytb a partir de las muestras subactuales.

Figura 3. Muestras arqueolégicas seleccionadas para realizar el analisis de Cytb.
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degradacién del ADN. Ambas muestras presentaron
inhibidores de PCR detectados mediante Quantifiler.
Por tal motivo, fueron sometidas a un tratamiento
ulterior de purificacion mediante columnas QIAquick
(QlAquick PCR Purification Kit, QIAgen), que permi-
tieron eliminar los inhibidores. Todas las muestras
arqueoldgicas fueron amplificadas para el fragmento
de 358pb (Citb), asi como para 219pb (Citb1), 230pb
(Citb2) y 220pb (Citb3). Dado que las muestras A2 y
A4 fallaron con todos los pares de primers ensayados,
es improbable que se trate de una falla debida a la
presencia de polimorfismo en el sitio de anillamiento
del primer. Por este motivo, consideramos que la falla
de la amplificacién se debi6 a la extensiva degrada-
cion del ADN.

Estas muestras provienen de los niveles 4 y 5, pero
de dos cuadriculas distintas. Una de ellas (A2) era la
que hubiera permitido asociar la presencia de fau-
na a la explotacién humana, ya que presentaba un
negativo de lascado. De las que se logré identificar,
una corresponde a Ovis aries y procede del nivel 1,
que es el mas cercano a la superficie actual del sitio.
De manera coherente, esta especie también fue iden-
tificada morfolégicamente en los niveles 2 y 4 de la
cuadricula vecina. La otra muestra, A3, fue identificada
con mayor probabilidad como Hippocamelus bisulcus
y procede del nivel 4. Si bien esta especie no fue
reconocida morfolégicamente en el sitio, se sabe de
la presencia de este cérvido en la region (Vila et al.
2010). Por otro lado, las otras tres especies que die-
ron menor probabilidad (H. antisensis, Pudu puda y

Ozotoceros bezoarticus) no estan presentes en la zona
en la actualidad y no hay datos arqueolégicos que
sustenten su presencia en el pasado. La mas cercana
geograficamente es el pudd, registrada a esta latitud
en Chile (Jiménez 2010). Si bien podria estar presente
dada su vecindad actual, el tamano de los huesos de
este cérvido lo hacen identificable morfolégicamente.
El tamano de la hoja de la escapula del pudd es mas
pequeno que el de A3. Por ende, estas evidencias mor-
folégicas, sumadas al porcentaje de identidad (100%)
que dio el analisis del Cytb, indican que el fragmen-
to corresponde a huemul. Este resultado refuerza la
asociacién entre el ambiente de bosque y el huemul,
tendencia identificada para Patagonia continental en
general (Barberena et al. 2011; Tessone et al. 2014;
Fernandez et al. 2015).

Por otra parte, es interesante destacar que mate-
riales procedentes de dos cuadriculas muy cercanas
entre si presentan situaciones disimiles en cuanto a la
conservacion del ADN (muestras A1 y A3 vs. muestras
A2 y A4). Ademas, la presencia de Ovis aries —introdu-
cidos en tiempos histéricos en la region— en distintos
niveles del sitio (niveles 4 y 2, como fueron identi-
ficados morfolégicamente; y nivel 1, como permitié
determinar el analisis del Cytb) corrobora la interpre-
tacion de que Acevedo 1 constituye un palimpsesto.

CONCLUSIONES

Los resultados del test ciego muestran que el pro-

tocolo seguido por el LGF- EAAF lleva
a la identificacién taxonémica de restos

Gseos presentes en sitios subactuales, lo
cual puede resolver la problemética fo-

rense relacionada con la identificacion de
restos 0seos no humanos. Pero ademas,

los resultados obtenidos con las muestras

M Ni . . fge
ueztra ( UMEro | Cuadricula | nivel Caracteristicas
e pieza)
AT (13-2) F158 1 Evidencias de/z mascado
por carnivoros
A2 (12-2) F16D 4 Marcas de raices yAewdencxas
de procesamiento
A3 (18-1) G16D 4 F,ragmentoﬁe la hoja dg
una escapula. Tehido por sedimentos
A4 (20-1) E9A 5 Muy deterlorgdo. Carege Qe superflC)e
cortical. Meteorizado (quimica o subaérea)

arqueolégicas permiten su aplicacién a
contextos mas antiguos de los esperables
en el dambito forense, tal como lo prue-
ba el caso exitoso de las muestras A1 y

Tabla 5. Muestras arqueolégicas del sitio Acevedo 1.

A3, dependiendo de la degradacion de

los materiales analizados. En el

caso de Acevedo 1, este analisis
también permite aportar la primera

identificacién arqueoldgica de hue-

mul en el centro-oeste del Chubut,
que surge de la combinacién de

los resultados que se presentan

mas arriba y del andlisis morfo-

Resultados
Muestra | Frasmento Nombr. Identidad
analizado yomore enfida E-value | Nombre comiin
cientifico (%)
Citb1 + Citb2 + R .
Al Cith3 Ovis aries 100 6,E-90 Oveja
Citb1 + Cithb2 +
A2 Cith3 )
Hippocamelus 100 3,673 | Cérvido Huemul
bisulcus
H/ppqcamglus 95 2,E-60 Cérvido Taruca
A3 Citb1 antisensis
Pudu puda 95 3,E-58 Cérvido Pudl
Ozotoceros 93 1E-56 Cérvido Venado
bezoarticus ! de las pampas
Citb1 + Citb2 +
A4 Cith3 -

Tabla 6. Determinaciones alcanzadas por Cytb de las muestras arqueolégicas.

l6gico tradicional. Sin embargo,
la presencia de este animal no se
pudo relacionar con la ocupacion
humana del sitio. A pesar de los
resultados positivos obtenidos en
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este trabajo, el cardcter destructivo del analisis y sus
altos costos hacen que su aplicacién deba ser eva-
luada adecuadamente en funcién de la problematica
arqueoldgica bajo estudio.
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