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INFORMACION MOLECULAR OBTENIDA A PARTIR DE PIELES
DE LA COLECCION DEL MUSEO REGIONAL FAGNANO, RIiO

GRANDE, TIERRA DEL FUEGO

Romina S. Petrigh* y Martin H. Fugassa

CONICET-Laboratorio de Paleoparasitologia. Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad Nacional

de Mar del Plata. Mar del Plata. Argentina

PALABRAS CLAVE ADN antiguo; pelo; arqueologia ambiental

RESUMEN En el presente trabajo se aplicaron técnicas
moleculares sobre muestras poco conservadas de pieles
depositadas en la coleccion del Museo Regional Monseifior
Fagnano, Tierra del Fuego, Argentina, con el objetivo de
identificar la especie con la que fueron confeccionadas. Se
extrajeron pelos de mantas realizadas con pieles de guana-
co (Lama guanicoe) por Selk’nam y de una piel de puma
(Puma concolor) procedente de la provincia de Santa Cruz.
Ambas muestras se encontraban almacenadas en el Mu-
seo Regional Monsefior Fagnano y en la Mision Salesiana
Candelaria en Rio Grande, Tierra del Fuego, Argentina. La
extraccion de ADN de los fragmentos de pelos de Smm de

longitud se realizo en un buffer de lisis PCR-compatible.
Se amplificaron por PCR fragmentos especificos de ADN
mitocondrial y se secuenciaron. Estas fueron comparadas
con las depositadas en la base de secuencias de nucleo-
tidos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) de Estados Unidos. La aplicacion de técnicas mo-
leculares permitio recuperar secuencias de ADN de mues-
tras de pieles con un estado de conservacion poco 6ptimo
para analisis genéticos, pudiendo extenderse a otras fuen-
tes de pelos como las fibras textiles de origen arqueologico
de la region. Rev Arg Antrop Biol 17(1):29-34, 2015.

KEY WORDS ancient DNA; hair; environmental archaeology

ABSTRACT Molecular techniques were applied to sam-
ples from poorly preserved furs deposited in the collec-
tion of Monsefior Fagnano Regional Museum in Tierra
del Fuego, Argentina, in order to identify the species from
which they were made. Hairs were obtained from guanaco
leather blankets (Lama guanicoe) and a puma fur (Puma
concolor) made by Selk’nam from Santa Cruz province.
Both samples have been kept in the warehouse of Mon-
seflor Fagnano Regional Museum at the Candelaria Sale-
sian Mission in Rio Grande, Tierra del Fuego, Argentina.

Durante los ultimos afios se han realizado
esfuerzos por aumentar la diversidad de fuentes
de evidencias para los estudios paleoparasitolo-
gicos (Fugassa et al., 2007a, b, 2008). Asimis-
mo, para incrementar la robustez de los datos
obtenidos asi como también el grado de reso-
lucion en la identificacion de cada muestra, se
establecio en el Laboratorio de Paleoparasitolo-
gia de la Universidad Nacional de Mar del Pla-
ta, un area de analisis molecular de las muestras
arqueoldgicas. Esto tuvo como objetivo, en una
primera etapa, mejorar la especificidad tanto del
diagnostico paleoparasitologico como de los co-
prolitos de los cuales proceden los registros en
los contextos arqueoldgicos. Como se concretd
en las investigaciones con microscopia optica
(Fugassa et al., 2007a, b, 2008) se continud el
interés por aumentar el numero de fuentes de

For DNA extraction, Smm hair strands were digested in a
PCR-compatible lysis buffer. Specific mitochondrial DNA
fragments were amplified by PCR and sequenced. Nucle-
otide sequences were compared with those deposited in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI),
USA: GenBank. The use of molecular techniques allowed
us to recover sequences from poorly preserved fur sam-
ples. This can be extended to other sources of hairs and
fibers of archaeological origin in the area. Rev Arg Antrop
Biol 17(1):29-34, 2015.

evidencias -en este caso moleculares- para las
muestras de Patagonia.

En los estudios paleogenéticos tradicional-
mente se han utilizado restos dseos aunque en
los ultimos afios, los pelos han aumentado la
atencion como fuentes de evidencia genética
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por ser piezas que pueden descontaminarse fa-
cilmente. Los métodos moleculares utilizados
resultan poco destructivos para muestras an-
tiguas (Hofreiter, 2012) y poco invasivos para
muestras modernas de especies silvestres (Foran
et al., 1997; Henry et al., 2011). La historia del
uso de pelos como fuente de ADN se remonta
a los afios 80 (Higuchi et al., 1988; Vigilant et
al., 1989). Su utilizacién permitié conseguir in-
formacion para casos forenses (Schneider et al.,
1999; Pfeiffer et al., 2004; van Asch et al., 2009)
y determinar el origen de fibras textiles moder-
nas (Subramanian et al., 2005) y antiguas (Bran-
dtetal., 2011). El interés en los pelos como ele-
mento de estudio paleogenético tuvo su origen
recientemente (Baker, 2001; Bonnichsen et al.,
2001). Los estudios de Bonnichsen et al. (2001)
se centraron en la utilizacién de herramientas
moleculares sobre pelos de una piel antigua de
carnero de las Rocosas (Ovis canadensis nel-
soni) hallada en una cueva de Nevada (Estados
Unidos), demostrando que era posible extraer
ADN a partir de pelos antiguos para discutir
enigmas evolutivos y arqueologicos. Por otro
lado, Baker et al. (2001) aislaron y analizaron
ADN de pelos procedentes de muestras antiguas
para conocer la diversidad genética de pobla-
ciones nativas de América del Norte, aportando
informacion geografica y temporal. Desde estos
estudios y hasta el momento se ha aislado ADN
mitocondrial de pelos de bisontes, mamuts, hu-

manos y ovejas (Gilbert et al., 2008a, b; Ras-
mussen et al., 2010).

En el presente trabajo se aplicaron técnicas
moleculares sobre muestras poco conservadas
de pieles, con el objetivo de identificar la espe-
cie animal con las que fueron confeccionadas.

MATERIAL Y METODOS

Para los ensayos se seleccionaron pelos de
mantas confeccionadas por fueguinos con pie-
les de guanaco (Lama guanicoe) que datan de
antes de 1940 y que fueron obtenidos durante
la campafia 2008 al Museo Regional Monsefior
Fagnano de la Mision Salesiana La Candelaria,
Rio Grande, Tierra del Fuego, Argentina (Fig.
1). También se eligieron pelos de una piel de
puma (Puma concolor) procedente de Santa
Cruz (Tico, comunicacion personal 2008) con
una antigiiedad desconocida y ubicada en el
mismo museo. Todas las pieles se hallaron en
un estado avanzado de deterioro con pérdida de
pelos y fragmentos de cuero debido a la presen-
cia de insectos.

Debido a que el ADN antiguo suele estar
en baja concentracion y fragmentado (Gilbert
et al., 2006) se siguieron pautas para reducir
el riesgo de contaminacion con ADN moderno
(Cooper y Poinar, 2000; Hofreiter et al., 2001;
Drancourt y Raoult, 2005; Fulton, 2012). En
tal sentido, cada uno de los diferentes pasos del

Fig. 1. Manta confeccionada con cueros de guanaco. Deposito del Museo Regional Monsefior Fagnano, Mision La Candelaria,

Rio Grande, Tierra del Fuego.
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proceso de extraccion, amplificacion y visuali-
zacion del ADN antiguo fue realizado en areas
aisladas utilizdndose material estéril y puntas de
micropipetas con filtro descartables. Ademas,
los equipos y superficies utilizados en cada caso
fueron descontaminados con lavandina al 10% y
enjuagados con etanol al 70%. El area de traba-
jo y el equipamiento fueron irradiados con UV
(265nm) durante 1 hora.

Se extrajo el ADN segtin la técnica descripta
por Allen et al. (1998) realizandose algunas mo-
dificaciones (Petrigh y Fugassa, 2013). Sintéti-
camente, conjuntos de 1, 5 y 10 fragmentos de
pelos de Smm de longitud fueron colocados en
tubos de 200ul con 50ul de buffer de lisis PCR-
compatible compuesto por el buffer de PCR 1x
(Fermentas), 260pg/ml de proteinasa K y 0,8%
de Tween20. La lisis se realizo a 56°C durante
3 horas seguida por una inactivacion de la pro-
teinasa K a 95°C durante 15 minutos. Para con-
firmar que el ADN aislado provenia del interior
del pelo, se realizaron controles consistentes en
aislar 10 fragmentos de pelo de cada individuo
e incubarlos en agua ultrapura (Gibco) siguien-
do el protocolo previamente descripto. Por otra
parte, para corroborar que el método fuese ex-
haustivo se prob¢ la lisis posterior sobre los res-
tos de pelos con DTT (Higuchi et al., 1988) y
la subsecuente purificacion con QIAquick PCR
purification kit (Qiagen).

Se realizaron amplificaciones de ADN mi-
tocondrial por PCR en 12,5ul de volumen fi-
nal de reaccion conteniendo 0,05U/ul de tag
Fermentas, 0,8pg/ul de Seroalbumina bovina
(BSA), 2mM de MgCl,, 200pm de dNTPs, 2ul
de muestra y 0,2mM de cada oligonucleotido
especifico para amplificar ADN mitocondrial
(Tabla 1). Las condiciones de termociclado
fueron las sugeridas por la bibliografia (Tabla
1). Los productos se visualizaron por corrida
electroforética en geles de agarosa 2% (Invi-
trogen) y la posterior tinciéon con el colorante
SYBR Gold (Invitrogen). Luego se purificaron
con un kit de purificacion de productos de PCR
(Qiagen). Los fragmentos génicos se secuen-
ciaron en la Unidad de Gendmica del Institu-
to de Biotecnologia, INTA (Sequencer 3130xl
Genetic Analyzer, Applied Biosystems) y las
secuencias fueron comparadas con las deposi-
tadas en el banco de secuencias no redundantes
del National Center for Biotechnology Infor-

TABLA 1. Oligonucledtidos utilizados

Referencia

Especificidad

Tamafio de
producto (pb)

Secuencia nucleotidica 5°-3”

Oligonucledtidos

Roques et al. (2011)

Felinos (nadh3)
Felinos (nadh5)

160
160
146

YTAYGCCTTYACYATCAGCA
AAGTGCTACRGGGAYRAAGA
AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTT GTCCTCA

NADSC2-F

Roques et al. (2011)

NADSC2-R

Farrel et al. (2000)
Farrel et al. (2000)
Weinstock et al. (2009)
Weinstock et al. (2009)
Weinstock et al. (2009)
Weinstock et al. (2009)
Weinstock et al. (2009)
Weinstock et al. (2009)

Carnivoros

CAR2f

CAR2r
CAMCitb2F

Carnivoros

Lama (citocromo b)

Lama (citocromo b)

Lama (citocromo b)

Lama (citocromo b)
Lama (Regioén control)

Lama (Regioén control)

TATTCTTTATCTGCCTATACATRCACG

AAATTT CGG CTC CCTGCT A
GCG ACT GAA GAG AAG GCT GT

CAMCitb4R
CAMCitb4L

CAMCitb4H
CAMCR2F

CAA CAG CCTTCT CTT CAG TCG
GGA AGG CGT AGG AAC CGT AG

ACG CGT TGC GTG CTA TAT GT

GGC CTG GTG ATT AAG CTC GT

CAMCR2R

(pb): pares de bases

W
—_
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mation (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
mediante el algoritmo de busqueda por homo-
logia BLASTN.

RESULTADOS Y DISCUSION

En todas las muestras que contenian 1, 5y 10
fragmentos de pelo la amplificacion fue efectiva
para todos los pares de oligonucleétidos emplea-
dos. El método fue evaluado amplificando por
PCR fragmentos pequefios de genes de alrededor
de 200 pares de bases (pb), ya que en muestras
antiguas no es frecuente hallar fragmentos mayo-
res. Los controles de extraccion y las pruebas de
lisis de la superficie de los pelos resultaron ne-
gativos.

Se obtuvo la secuencia del fragmento de
171pb del citocromo b correspondiente a la piel
de puma y se confirm¢ la identidad de esta mues-
tra de pelos por su homologia con un fragmento
del gen citocromo b de P. concolor [Accession
Number (AN) AY598482S06] con una iden-
tidad del 96%. El hecho de no haber encontra-
do el 100% de identidad con las secuencias del
GenBank podria explicarse por la variabilidad
genética que posee esta region del citocromo b.
La secuencia nucleotidica obtenida no pudo ser
publicada dado que por su tamafio no cumpli6
con los requerimientos del GenBank y como no
conocemos su antigiiedad no es posible publicar-
la como secuencia antigua.

Por otra parte, para la muestra correspon-
diente a la manta de pelos de guanaco se obtu-
vieron secuencias correspondientes a dos frag-
mentos del gen citocromo b amplificados con los
oligonucledtidos CAMCIitb2F/CAMCitb4R y
CAMCitb4L/CAMCitb4H y para la region
control con los oligonucle6tidos CAMCR2F/
CAMCRZ2R. Se obtuvo una secuencia de 233pb
por solapamiento de las dos secuencias del cito-
cromo b (AN: JY295845.1) que presentdé homo-
logia con la secuencia presente en el GenBank
de un fragmento del mismo gen de L. guanicoe
guanicoe (AN: AY535284.1) con una identidad
del 99%. La secuencia obtenida de la region
control de los pelos de las mantas de guanaco
estudiadas fueron publicadas en el GenBank
(AN: JX295844.1) y presentd homologia,
con una identidad del 100% con la secuencia
de Lama guanicoe existente en el GenBank
(AN: EF197447.1).
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En el tallo del pelo la cantidad de ADN total
es relativamente baja (Higuchi et al., 1988). Mu-
chos de los estudios se han realizado sobre bulbos
de pelo removidos aunque en contextos ambien-
tales frecuentemente solo se hallan fragmentos de
pelos sin bulbo o en la fase telogena (las células
del bulbo piloso sufren apoptosis). En la apop-
tosis el ADN nuclear se destruye permaneciendo
intactas las mitocondrias que contienen el ADN
mitocondrial, por lo cual resulta mas probable
hallar intacto éste ADN y no el nuclear (Gilbert
et al., 20006).

Como se menciond anteriormente, los tallos
de pelos poseen una menor cantidad de ADN to-
tal respecto de las raices, sobre todo cuando éstas
ultimas se utilizan rapidamente luego de extraer-
las del bulbo. El efecto del tiempo se incrementa
cuando las condiciones tafondmicas o de alma-
cenamiento no son las ideales. De esta forma, es
imprescindible contar con técnicas sensibles y
que prevengan la contaminacion con ADN ex-
trano. En este trabajo la aplicacion posterior de
lisis con DTT no mejord significativamente los
resultados obtenidos e implicd un paso adicional
para purificar la muestra.

El método utilizado en este trabajo permitio
recuperar ADN de muestras antiguas con escaso
material y con poca conservacion. Asimismo, re-
dujo las pérdidas de ADN ya que no hubo etapas
de purificacion evitando exponer la muestra a
contaminacion cruzada durante las distintas eta-
pas de manipulacion.

En este estudio se demostro que las pieles de-
terioradas, ya sea por el paso del tiempo o por
la mala conservacion pertenecientes a las colec-
ciones de museos regionales pueden ofrecer in-
formacion genética obtenida facilmente y sin una
destruccion apreciable del material coleccionado.
La informacion genética obtenida ha permitido
determinar la especie animal con la cual fue con-
feccionada la manta de piel estudiada. Ello es ex-
tensible a otras fuentes de pelos como fibras tex-
tiles o fragmentos de pelos humanos y vellones
sueltos en suelos de ocupacion o asociados a cue-
ros u otros restos hallados durante las excavacio-
nes arqueologicas. Aunque la identidad de pelos
de origen arqueoldgico de Patagonia puede ser
definida por el patron morfologico de la cuticula
y la médula (Chehébar y Martin, 1989), cuando
se trata de definir entre especies proximas, puede
ser complejo. Ademas, en muchos casos se cuen-
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ta con pocos pelos o de localizaciones donde no
tienen suficientes rasgos caracteristicos.

La informaciéon genética obtenida de cada
muestra tuvo una homologia mayor al 95% con
las secuencias disponibles en NCBI, no ofrecien-
do informacién suficiente para discutir aspectos
poblacionales. Sin embargo, los resultados ob-
tenidos de estas pieles con baja conservacion
permiten proyectar la amplificacion de fragmen-
tos mitocondriales que sean informativos para
discutir mas detalladamente el origen e historia
de estas picles y los grupos humanos que las
emplearon. A medida que se cuente con mas se-
cuencias regionales para especies que han tenido
una funcion clave para la vida humana durante el
Holoceno como lo fue el guanaco, podra tenerse
mayor certeza sobre la procedencia de las mues-
tras con escasa informacion contextual. Como se
menciond, estos estudios son facilmente aplica-
bles a otros materiales arqueoldgicos o bioantro-
poldgicos y también podrian contribuir al estudio
de casos forenses de la region. Ademas, para los
examenes paleoparasitologicos este trabajo habi-
lita su aplicacion a pelos presentes en coprolitos
debido a la dieta o a la autoingesta, mejorando la
identificacion del origen zooldgico de las mues-
tras. Asimismo, pueden vincularse a los exame-
nes de ectoparasitos en restos antiguos donde la
informacion paleoparasitologica puede asociarse
no sélo a una especie hospedadora determinada
(Fugassa et al., 2008) sino también a una pobla-
cién acotada espacialmente.

Si bien los resultados demuestran la posibili-
dad de obtener informacion genética de muestras
muy dafiadas, es necesario mejorar las estrategias
de conservacion de las colecciones para contem-
plar a los actuales y futuros estudios moleculares.
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