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RESUMEN

Mammuthus es un género extinto de elefantes que aparecieron en Africa hace
aproximadamente 5 millones de afios. En México, el registro de Mammuthus
columbi existe en todo el territorio, excepto en la Peninsula de Yucatan.
Excavaciones en el area de la Base Aérea Militar de Santa Lucia, en el Estado de
México, han revelado la existencia de restos 6seos de al menos 80 mamuts, que
representan una fuente de conocimiento invaluable. El estudio de los mamuts en
México ha sido amplio en el campo paleontolégico, pero existen cuestiones sobre
su historia evolutiva y diversidad genética que no han sido resueltas. Para obtener
datos paleogendémicos de calidad, es critico que los métodos experimentales se
realicen de manera precisa y que se conozca el rendimiento y la calidad del ADN
extraido de las muestras, es decir, el porcentaje de material endégeno. En este
trabajo se comparo el rendimiento del porcentaje de contenido endégeno de las
extracciones de ADNa de mamut de acuerdo a distintas variables (sexo del
individuo, profundidad de excavacion, tipo de material). No se observd una
correlacion determinante con ninguna de estas variables, por lo que este trabajo
destaca la importancia de aumentar el conocimiento sobre los factores que
influyen en la preservacion del ADN en los molares.



1. ANTECEDENTES
1.1. El género Mammuthus y la paleogenémica

Dentro de la diversidad de megafauna en el registro fésil, los mamuts destacan
como los mas iconicos. Mammuthus es un género extinto de elefantes,
pertenecen a la familia Elephantidae y al orden Proboscidea. Aparecieron en
Africa hace aproximadamente 5 millones de afios (Ma) y abarcaron un amplio
rango geogréfico durante el Pleistoceno, expandiéndose desde Eurasia hasta
Norteamérica e inclusive algunas partes de Centroamérica (Bravo-Cuevas y col.,
2020; van der Valk y col., 2021). De acuerdo al registro fésil, se ha sugerido que
aparecieron durante el Mioceno tardio en Africa, y posteriormente migraron en
direccion a Eurasia, y eventualmente Norteamérica entre el Plioceno medio y el
Pleistoceno temprano (Chang y col., 2017; Lister, 1996; Lister y Sher, 2015).

La evolucién de este género durante el Pleistoceno suele describirse como una
sucesion de especies que se sobrelapan temporalmente: Mammuthus
meridionalis (mamut del sur), M. trogontherii (mamut de las estepas), M.
primigenius (mamut lanudo) y M. columbi (mamut colombino) (Chang y col., 2017;
Lister y col., 2005; Lister y Sher, 2015).

En cuanto a su presencia en Norteamérica, Lister y Sher sugieren que los
primeros mamuts en el continente fueron producto de migraciones de M.
trogontherii hace aproximadamente 1Ma (Lister y Sher, 2015). Por otro lado, el
registro fosil sugiere que M. primigenius llegdé mucho después a Norteamérica,
hace ~125K afios antes del presente (AP). Los mamuts desaparecieron del
registro fésil hace alrededor de 15-11K afios AP, al final de la ultima glaciacion
(Lister y Sher, 2015), excepto aquellos de la isla de Wrangel (una subpoblacién
de M. primigenius), en el océano Artico, que desaparecieron del registro hace

aproximadamente 4K afos.

Las causas de la extincion de este género han sido objeto de debate, abarcando
el cambio climético y la sobrecaza por parte de los humanos, entre otros factores,

sin embargo, no se ha llegado a una resolucién clara. Asi pues, en conjunto con
1
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otras disciplinas, el area del ADN antiguo (ADNa) ha tenido gran interés en el
estudio de la historia evolutiva y las posibles causas de la extincién de los mamuts.
Ademas, cabe destacar que M. primigenius fue el primer organismo antiguo del
cual se obtuvo el genoma nuclear completo (Miller y col., 2008), suceso que

represento la transicion del ADNa hacia la paleogendmica.

En un estudio de 2018, Palkopoulou y col. analizaron los genomas de 14
proboscideos extintos y modernos, los cuales incluyeron cuatro elefantes
africanos; dos del bosque (Loxodonta cyclotis) y dos de la sabana (Loxodonta
africana), dos elefantes asiaticos (Elephas maximus), un elefante extinto “de
defensas rectas” (Palaeoloxodon antiquus), cuatro mamuts lanudos, un mamut
colombino y dos mastodontes americanos (Mammut americanum). En este
estudio se sugiere que durante la evolucion de la familia Elephantidae la
hibridacién interespecie pudo haber sido recurrente, contrario a lo que se habia
modelado antes, pues sélo se utilizaban arboles bifurcantes. Ademas de esto, se
muestra evidencia de que hubo mestizaje entre M. primigenius y M. columbi,
probablemente siguiendo un gradiente latitudinal a través de Norteamérica

(Palkopoulou y col., 2018).

En el estudio realizado por Changy col. (2017) , se analizaron los mitogenomas
de 143 mamuts obtenidos de fésiles muestreados a lo largo de su habitat en la
region holartica, region que comprende Europa, el norte de Asia y Africa, América
del Norte y Groenlandia (Morrone, 2008). Los andlisis filogenéticos realizados
revelaron que la poblacion de mamuts durante el Pleistoceno tardio estaba
compuesta por tres linajes mitocondriales geograficamente estructurados a nivel
continental, los cuales divergieron hace aproximadamente 1-2 millones AP.
Ademas, se sugiere que los patrones de variacion morfologica entre mamuts
tienen que ver mas con el flujo génico dependiente de los machos mas que con
expansiones geograficas a gran escala de ambos sexos. Esto debido a que la
mayoria de las hembras presentaban una tendencia a la filopatria, al contrario de

los machos, quienes solian expandirse geograficamente.
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Un estudio realizado por (Pecnerova y col., 2017) es otro ejemplo de como los
datos paleogendmicos pueden utilizarse para conocer mejor este género extinto:
en éste se determind el sexo cromosémico de 98 M. primigenius de Siberia,
incluyendo la isla de Wrangel, para elucidar caracteristicas del comportamiento y
estructura social de los mamuts durante sus ultimos 60 mil afios de existencia. En
este estudio se encontré que los machos estaban sobrerrepresentados (69% vs
31%), lo cual se interpret6 como que los machos eran mas propensos a morir en
trampas naturales, probablemente debido a la estructura social de los
proboscideos, caracterizado por jerarquias matriarcales en las que los machos
suelen separarse de las manadas. Este comportamiento sigue vigente en
proboscideos actuales (Lee y Moss, 1999; Vidya y Sukumar, 2005), por lo que los
autores sugieren que esta caracteristica es un rasgo ancestral de su

comportamiento.

Recientemente, en un estudio publicado por (van der Valk y col., 2021) se report6
la recuperaciéon de los genomas de tres mamuts presentes en Siberia del este
durante el Pleistoceno temprano e intermedio, denominados Adycha, Krestovka y
Chukochya. Los primeros dos fueron datados con mas de 1 Ma de antigiiedad, y
fueron clasificados como M. trogontherii, mientras que Chukochya se clasifico
como M. primigenius de aproximadamente 650,000 afios de antigliedad. Gracias
a los analisis filogenéticos realizados, los autores pudieron reportar que durante
el Pleistoceno temprano existian dos linajes de mamuts, uno que dio origen a M.
primigenius, y otro que no habia sido reportado hasta el momento, representado
por el espécimen Krestovka. Este Ultimo, ademas, es ancestral a M. columbi. De
igual forma, infirieron que el origen de M. columbi es el producto de la hibridacion
entre M. primigenius y el linaje de Krestovka, confirmando el modelo que
implicaba que los primeros mamuts de Norteamérica derivan de un ancestro
similar a M. trogontherii (Lister y Sher, 2015) y no de una expansion de M.

meridionalis al continente.
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1.2. Mammuthus columbi en México

Durante el Pleistoceno tardio, tres familias de los proboscideos cohabitaron el
territorio mexicano: Gomphoteriidae, Mammutidae y Elephantidae (Pérez-Crespo
y col., 2012). Esta ultima familia fue representada por el género Mammuthus con
el mamut colombino (M. columbi), considerado endémico del continente
americano (Enk y col., 2016). Esta especie estuvo distribuida a lo largo del
territorio mexicano, pues se cuenta con su registro en casi toda la Republica,
excepto en Tabasco y la Peninsula de Yucatan (Bravo-Cuevas y col., 2020),
siendo la cuenca de México el sitio con mayor abundancia (Arroyo-Cabrales y col.,
2007).

Excavaciones desde 1980, en conjunto con las obras de reconversion de la Base
Aérea Militar de Santa Lucia (Aeropuerto Internacional Felipe Angeles AIFA), en
el Estado de México, han revelado la existencia de restos 6seos de al menos 80
mamuts (Graham, 2020), con mas de 7,000 huesos. Los restos pertenecen a los
niveles estratigraficos llamados Santa Lucia | y Santa Lucia Il, fechados con 4C
a partir de materia organica en sedimentos entre 23.9K-26.3K afios AP
respectivamente (Pérez-Crespo y col., 2012). Por otro lado, en la localidad de San
Antonio Xahuento, perteneciente al municipio de Tultepec se han encontrado
1,300 restos 6seos de mamuts, los cuales representan al menos 16 individuos de
un nivel estratigrafico inferior (Tultepec I). Del nivel estratigrafico superior
(Tultepec 1) no se han recuperado restos.

A pesar de la abundancia de restos de mamuts en México, la mayoria de los
estudios se han concentrado en la descripcion e identificacion de especimenes,
asi como la caracterizacion morfoldgica de los restos que se han encontrado en
los diversos sitios de excavacion (Bravo-Cuevas y col., 2020). Asimismo, existen
estudios de su caracterizacién taxondmica y su relacion espacio-temporal con
otros proboscideos durante el Pleistoceno (Arroyo-Cabrales y col., 2007). Por otro
lado, también se han intentado responder preguntas sobre su ecologia (Arroyo-

Cabrales y col., 2001) y se ha estudiado la dieta de estos animales por medio de
4
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estudios con isotopos estables y andlisis de microdesgaste (Bravo-Cuevas y col.,
2020; Pérez-Crespo y col., 2012).

Aunque el estudio de los mamuts ha sido muy amplio en el aspecto
paleontoldgico, existen cuestiones sobre su historia evolutiva que no han sido
abordadas todavia. Realizando los analisis paleogenémicos adecuados, sera
posible determinar, por ejemplo, las afinidades genéticas de los mamuts, asi como
la estructura social de las poblaciones, y evidenciar la diversidad genética de las
poblaciones de dichos animales en el Noreste de la Cuenca de México
(NOCMex). Ademas de esto, cabe destacar que el origen de la especie M. columbi
no ha sido del todo aclarado (van der Valk y col., 2021), por lo que los datos
paleogendmicos, en conjunto con el conocimiento generado a través de los
analisis paleontoldgicos anteriormente mencionados serian de gran utilidad para
proponer nuevos modelos sobre su origen y evolucion en el continente americano,
en especial en la NOCMex, asi como su relacion genética con los proboscideos

contemporaneos.

La paleogendémica es un area del conocimiento que apenas esta sentando sus
bases en México, por lo que es dificil encontrar instalaciones adecuadas para
realizar los experimentos necesarios. Afortunadamente, en el Laboratorio
Internacional de Investigacion sobre el Genoma Humano (LIIGH) se cuenta con
la infraestructura y la experiencia necesarias para realizar los procedimientos

experimentales que la paleogendémica requiere.

1.3. Material osteoldgico de mamuts

El ADNa puede obtenerse de una variedad de fuentes, por ejemplo, huesos,
dientes, pelo, semillas, calculo dental, tejido suave conservado, sedimentos, entre
otros (Orlando y col., 2021). No obstante, el material mineralizado suele estar
mejor preservado que los tejidos suaves, ademas de que es mas abundante, por
lo que los estudios de ADNa se han enfocado en dicho material, especialmente

en algunos huesos y dientes (Orlando y col., 2021). En cuanto a los dltimos, la
5
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dentina suele preferirse para analisis genéticos, debido a que, ademas de que
permite recuperar el ADN del individuo, también puede preservar el ADN de los
patdgenos que estuvieron presentes en el torrente sanguineo (Orlando y col.,
2021).

Los dientes de los vertebrados, aunque forman parte del esqueleto difieren del
resto de los huesos por sus patrones de desarrollo, modificacién a través de su
uso y su eventual pérdida. Todos los tejidos del diente (dentina, esmalte y
cemento) se forman por aposicion, en la cual se afiade capa tras capa en la
localizacion inicial de la mineralizacién, con poca o nula resorcion subsecuente
(Fisher, 2018). La resorcion se refiere al proceso mediante el cual los osteoclastos
eliminan la matriz del hueso y liberan dichos minerales (Quiles y col., 2020). La
dentina se aflade en capas hacia la cavidad de la pulpa y la raiz, formando la
corona Yy las raices respectivamente (Fisher, 2018), dicha estructura se puede
observar en la Figura 1. En cuanto al esmalte, este se afiade en capas hacia
afuera desde el primer locus de formacion de dentina, y hacia abajo de los flancos
de la corona. A excepcion de las raices, cada diente tiene un tamafo definitivo.
Una vez alcanzado este tamafio, las modificaciones se dan por atricion (choque
entre los dientes por la masticacion), abrasion (con interaccién con la comida,
arena ingerida o sustratos externos), por ruptura, o por resorcion de las raices
(Fisher, 2018).

En cuanto a los proboscideos, de acuerdo a la nomenclatura de Saunders
(McDaniel y Jefferson, 2006), la denticién molariforme consiste en tres premolares

deciduos (Dp2, Dp3, Dp4),, seguidos de tres molares (M1, M2 y M3) en cada
cuadrante (izquierdo, derecho, superior e inferior) de la cavidad oral (Fisher,
2018).
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Figura 1. Representacion esquematica de premolar dP3 de proboscideo, de la
familia Elephantidae. Las flechas en color negro sefialan la direccion de
aposicion de dentina y cemento. Este diente tiene una corona compuesta de
esmalte (en color sepia solido), y crestas de dentina cubiertas por cemento.
Figura adaptada de Fisher, 2018.

1.4. Retos y dificultades del trabajo con ADNa

Los estudios con ADNa permiten conocer el pasado genético de los organismos
para esclarecer sus historias evolutivas, lo que no seria posible usando ADN
moderno o estudios paleontolégicos Unicamente. No obstante, el manejo del

ADNa implica ciertas dificultades.

Después de la muerte de un organismo, el material genético comienza a
degradarse y dafiarse debido, en parte, a que las vias moleculares de reparacion
del ADN dejan de funcionar. El ADNa que logra preservarse suele estar altamente
fragmentado, esto debido a la depurinacion hidrolitica, seguida por reacciones de
B-eliminacion que provoca la ruptura del esqueleto del ADN (Orlando y col., 2021).
Dependiendo de las condiciones del ambiente (i.e. temperatura, humedad), los
fragmentos de ADN pueden estar entre 36-300 pb. Esto es relevante, ya que en

zonas tropicales, donde hay mayor temperatura y humedad, la degradacion del
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ADN sera mayor, al contrario de lo que sucede en lugares con clima frio (Shapiro
y Hofreiter, 2012).

Ademas de esto, las hebras de ADN suelen tener varias modificaciones quimicas.
Una de ellas es que el dafio hidrolitico provoca roturas de cadena sencilla,
especialmente en los extremos (Hofreiter y col.,, 2001). La hidrdlisis también
puede provocar otro tipo de dafio, por ejemplo, la desaminacién de citosina a
uracilo (Shapiro y col., 2019), esto provoca que cuando las moléculas de ADNa
se procesan para generar librerias para su secuenciacion, la ADN polimerasa lea
el uracilo como timina en lugar de la citosina original (Hofreiter y col., 2001). Ya
gue el cambio de base de citosina a timina es el mas comun y detectable, se utiliza

como un estandar de autenticacion del ADNa.

Finalmente, otra de las caracteristicas del ADNa es que la proporcién de
moléculas de ADN pertenecientes al organismo (enddgeno) suele ser baja en
comparacion con el ADN ambiental que se recupera de la muestra (Damgaard y
col., 2015).

Fragmentacion Dano en los extremos Contaminacion
ADN moderno NH, o
MOVIDIVOVIN WYL N
N _+H0 NH - ADNa
| P | A 00O MOVOU—
MPDDPDIDPDIN
N~ 0 N~ 0 a
H H MDD DB
ADN antiguo _ _ DO MDDV — ambienal
1, MXOVGT DIDDT
(\ﬁﬂ TTITTIT astaserrsrrostresirset SO sttt et WP W :aolr;;eems

Figura 2. Los retos de trabajar con ADNa incluyen la fragmentacion, la
caracteristica desaminacion de purinas que provoca gue las citosinas se lean
como timinas en los extremos, y la contaminacién, que puede provenir de
distintas fuentes. Imagen realizada en BioRender.com.
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1.5. Extraccion de ADNa

La extraccién de ADN se refiere al proceso de recuperacion de esta molécula, al
separarlo del resto de los componentes celulares, que pueden ser membranas,
proteinas, u otros (Kobun, 2021). Tradicionalmente, los procesos de extraccion
de ADN involucran tres pasos basicos: lisis de las células, liberacion del ADN de
las proteinas unidas a éste y de los compartimientos celulares, y por ultimo, la
remocion de sales por medio de su precipitacion con etanol o isopropanol (Green
y Sambrook, 2018).

Por otro lado, los protocolos de extraccion de ADNa se han enfrentado a una serie
de dificultades debido a la naturaleza de los especimenes. En primer lugar, estos
ya no cuentan con estructuras celulares, y las modificaciones quimicas del ADNa
puede dificultar que esté en solucién (Rohland y col., 2018). También, debido a lo
dafnado de este material se deben evitar tratamientos con temperaturas
demasiado altas o el uso de detergentes agresivos (Rohland y col., 2018),
ademas de que los contaminantes presentes en los extractos pueden ser

inhibidores de la Tag polimerasa (HOss y Paabo, 1993).

En la mayoria de los protocolos de extraccion de ADNa, la muestra debe reducirse
a polvo por medios mecéanicos y después el ADN es liberado de la matriz mineral
al incubar la muestra en tampones que descalcifican dicha matriz, ademas de que
degradan proteinas y lipidos, y rompen las interacciones del ADN con otros
compuestos organicos e inorganicos en un proceso llamado digestién (Orlando y
col., 2021). Posteriormente se realiza el paso de purificacion, el cual tiene un
namero de variantes. Aunque se han desarrollado métodos basados en la
extraccion con fenol-cloroformo (Wales y col.,, 2014; Wales y Kistler, 2019),
meétodos no destructivos (Harney y col., 2021; Hofreiter, 2012; Rohland y col.,
2004), y también se han utilizado membranas de ultrafiltracibn como complemento
(Schwarz y col., 2009), la mayoria utiliza la capacidad adsorbente de la silica para
llevar a cabo la purificacion. En estos protocolos, la silica puede estar en solucion

(Allentoft y col., 2015; Hoss y Paabo, 1993; Rohland y Hofreiter, 2007), en un
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tampdn de union caotropico, o en perlas magnéticas recubiertas de silica (Glocke
y Meyer, 2017; Rohland y col., 2018), asi como en columnas de centrifugacion
(Boessenkool y col., 2017; Dabney y col., 2013; Gamba y col., 2016; Yang y col.,
1998).

Gracias a estos avances metodoldgicos, ha sido posible recuperar fragmentos de
ADN de por lo menos 35 pb (Dabney y col., 2013), y hasta 25 pb (Glocke y Meyer,
2017), esto es importante ya que si no se recuperaran dichos fragmentos, se
perderia informacion y, en consecuencia, los analisis paleogendmicos perderian

resolucion en los resultados.

Para extraer ADN de mamuts, se ha reportado el uso del método fenol-cloroformo
(Enk y col., 2016; Poinar y col., 2006; Schwarz y col., 2009) , también han sido
utilizados los métodos que requieren silica en columnas de centrifugacion (Brace
y col., 2012; Chang y col., 2017; Miller y col., 2008; Palkopoulou y col., 2015; van
der Valk y col., 2021), en especial los métodos de Yang y col. (1998), Dabney y
col. (2013) y Rohland y Hofreiter (2007). Es importante mencionar que no siempre
los métodos publicados por los autores son seguidos al pie de la letra, muchas
veces son modificados tomando en cuenta la muestra o las necesidades de la
investigacion, por ejemplo, se pueden modificar los tampones de lisis y unién, el

tipo de columna que se utiliza, etc (Brace y col., 2012; Palkopoulou y col., 2015).

1.6. Construccion de librerias genémicas

Actualmente existen dos metodologias disponibles para secuenciacién por
sintesis, que es la principal manera de NGS (secuenciacion de nueva generacion
por sus siglas en inglés) de ADNa: 1) preparacion de librerias de doble cadena y
2) de cadena sencilla.

Para el método de cadena doble, los extremos de las moléculas de aDNA son
reparados y después adaptadores son ligados a dichos extremos. Por otro lado,

en el método de cadena sencilla, las moléculas de aDNA y los adaptadores son
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ligados en estado de desnaturalizacion, por lo que dan como resultado librerias
de cadena sencilla (Orlando y col., 2021). Posterior a esto, se debe llevar a cabo
el indexado de dichas librerias, que consiste en ligar fragmentos cortos de
secuencias conocidas de ADN a los extremos de cada molécula, lo cual permite

la secuenciacion simultanea de multiples muestras (Orlando y col., 2021).

1.7.  Secuenciacién de ADN y procesamiento de resultados.

A lo largo de los afios se han utilizado distintas tecnologias de NGS para la
obtencion de datos de ADNa a partir de librerias gendmicas. El primero en
utilizarse fue el Roche 454 en 2006, que permanecié como el mas popular hasta
2010. Actualmente la mayoria de los datos de secuenciacion de ADNa son
obtenidos mediante las plataformas lllumina, debido a su alto rendimiento, precio
y su margen de error relativamente bajo, ademas de que la plataforma es
adecuada para lecturas relativamente cortas de ADN (<300 pb), lo que la hace

ideal para la secuenciacion de ADNa (Goodwin y col., 2016).

Tras la secuenciacion, el andlisis de datos incluye el procesamiento de los datos
crudos, alineamiento a genomas de referencia y la autenticacion de los datos,

ademas del andlisis del margen de error.

El primer paso se denomina demultiplexing, el cual consiste en identificar las
lecturas (la secuencia de bases perteneciente a un fragmento de ADN) que
pertenecen a cada libreria secuenciada tomando en cuenta los indices que les
fueron afiadidos previos a la secuenciacién. Después de esto, se realiza el corte
bioinformético de los adaptadores y/o bases terminales de baja calidad, para
finalmente colapsar las lecturas que se superpongan en secuencias consenso
(Orlando y col., 2021).

Luego de esto las secuencias suelen ser mapeadas contra el genoma de
referencia utilizando BWA o Bowtie2. Este proceso puede dar distintos resultados

no solo dependiendo del software que se utilice, sino también del procedimiento
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experimental que se haya llevado a cabo para la construccion de librerias
(Orlando y col., 2021).

1.8. Importancia de los mamuts de Santa Lucia en el panorama

paleogendmico mexicano

Como se ha mencionado anteriormente, los ejemplares encontrados en Santa
Lucia y Tultepec representan una fuente de conocimiento invaluable, y la
paloegendmica es la herramienta adecuada para acceder a él. No obstante, es la
primera vez que se realizan estudios de esta indole con mamuts en México. Ya
gue la extraccion de ADN es el primer paso para obtener datos paleogendmicos,
es critico no solo que se realice de manera correcta, sino que también se conozca
el rendimiento y la calidad del ADN extraido de las muestras, es decir, cuél es el
porcentaje de material endégeno que se obtiene. De esta manera, la justificacion
de este trabajo yace en que, comparar el material endégeno obtenido de las
extracciones de ADN, permitird identificar las caracteristicas de las muestras que
den un mejor rendimiento en el material endégeno, y asi sera posible priorizar el
muestreo y optimizar el procesamiento de la gran cantidad de muestras de
mamuts que se han recuperado. Gracias a esto la obtencién de la informacion
genética sera de mejor calidad y en consecuencia se tendra mejor informacion

sobre la megafauna que anteriormente existio en Santa Lucia y Tultepec.
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2.  HIPOTESIS
Las muestras mejor conservadas y que fueron excavadas a menor profundidad

daran un mejor rendimiento en el material endégeno, por lo que en el futuro el

muestreo de molares con caracteristicas similares deberia ser priorizado.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Analizar y comparar la recuperacion de ADN enddégeno de molares de mamuts

(Mammuthus columbi) excavados en Santa Lucia, Estado de México.

3.2. Especificos

e Extraer ADNa de las muestras disponibles y construir las
librerias gendémicas correspondientes para su secuenciacion
en la plataforma lllumina NextSeq550.

e Secuenciar y autentificar la naturaleza del ADN obtenido de
cada muestra.

e Estimar y comparar con base en las caracteristicas de las
muestras (profundidad de muestreo, tipo de material, sexo,
etc.) la cantidad de ADN enddgeno obtenido en las distintas
extracciones.

e Identificar las caracteristicas de aquellas muestras que den

un mejor rendimiento.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiales

4.1.1. Muestras osteologicas

Se utilizaron muestras provenientes de molares de mamut recuperados como
producto de las excavaciones del proyecto de Salvamento Arqueoldgico y
Paleontologico del AIFA (Aeropuerto Internacional Felipe Angeles) en Santa
Lucia, Estado de México. Para la recoleccion de las muestras se conté con los
permisos correspondientes por parte del Consejo de Paleontologia del INAH para

realizar la extraccion de ADN de los materiales disponibles.

4.1.2. Oligonucleétidos

Para este trabajo se utilizaron los oligonucleétidos sefialados en el Cuadro 1, los
cuales sirvieron como adaptadores para la plataforma de secuenciacion Illlumina
NextSeq550. Estos se compraron en la casa comercial T4 oligos, con purificacion
en HPLC a escala de 50 nM.

Cuadro 1. Oligonucleétidos para construccion de librerias.

Nombre Secuencia 5’-3’ Funcion
P5 AATGATACGGCGACCACCGA Adaptador para la
plataforma lllumina
P7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT Adaptador para la
plataforma lllumina

4.1.3. Reactivos

En el presente trabajo se utilizaron los reactivos a continuacion enlistados. Para
la extraccion de ADNa, se preparé una solucion tampdén de lisis y una de tampén
de unién. Para 25 mL de tampon de lisis se mezclaron 22.5 mL de EDTA 0.5M
(Sigma-Aldrich. E7889. EUA), 1.863 mL de H20 y 12.5 puL de Tween 20 (Sigma-
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Aldrich. P9416. EUA). Esta solucion se expuso 5 minutos a luz UV. Previo a su
uso, se afadieron 625 pL de proteinasa K a 10 mg/mL (New England Biolabs
P8107S, EUA) y se almacen6 a temperatura ambiente. Para el tampdn de union
se mezclaron 500 mL de tampon PB (Qiagen 19065. Alemania) que consiste en
clorhidrato de guanidina e isopropanol. También se afadieron 500 pL fenol rojo
(Sigma-Aldrich P0290. EUA), 2.5 mL de NaCl 5M (Sigma-Aldrich S3014. EUA) y
9 mL de acetato de Sodio 3M (Sigma-Aldrich S7899. EUA). También se ultiliz6 la
solucion tampon PE (Qiagen 19065. Alemania) para los lavados. De igual manera,
se utilizo el tampon EB (Tris-Cl 10mM, pH 8.5) para la elucion del ADN (Qiagen
19086. Alemania).

Para la construccion de librerias, se utilizé el tampdn BST, preparado con 8 L de
dNTPs 25 mM y 500 pL de Tampdén ThermoPol 10X (New England Biolabs Inc.
MO0275L. EUA). También se utilizé el tampdn Quick Ligation 2X (10 uL), asi como
5 pL de ADN ligasa T4 Quick (New England Biolabs Inc. E6056L. EUA) para las
reacciones de ligacion de adaptadores. Para el paso de rellenado de espacios, se
utilizaron 3uL de ADN polimerasa de fragmento largo Bst (New England Biolabs
Inc. MO275L. EUA).

Para la cuantificacion de los extractos de ADNa, se utilizé el kit Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen Q32854. EUA), que permite cuantificar ADN con alta
sensibilidad por medio de fluorescencia.

4.2. Métodos

4.2.1. Muestreo

Esta tesis forma parte del proyecto de investigacion registrado ante el INAH “La
prehistoria y paleoambiente del noroeste de la Cuenca de México”, por lo que las
muestras se extrajeron de los ejemplares de molares de mamuts recuperados
como producto de las excavaciones del proyecto de Salvamento Arqueologico y

Paleontoldgico del AIFA (Aeropuerto Internacional Felipe Angeles). Dichos restos
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fosiles se encuentran almacenados en el edificio militar correspondiente al Museo
del Mamut en la base militar de Santa Lucia, Estado de México (Museo
Quinamétzin). Es importante mencionar que los restos fueron colectados
oportunisticamente de cada yacimiento por el equipo de paleontélogos, es decir,
no se originaron de ningun ensamblaje fosil en particular, por o que se considera
un muestreo aleatorio del registro fosil disponible de estos animales en la
NOCMex.

El muestreo se realiz6 en la base militar de Santa Lucia, dentro de instalaciones
dedicadas exclusivamente a esta tarea, dentro de un edificio donde no se habian
procesado muestras de ADN moderno ni se habian llevado a cabo técnicas de
PCR para evitar la contaminacion de las muestras con ADN moderno. La
manipulacion de los fésiles se llevd a cabo en un laboratorio provisional dentro de
una tienda de campafia, el cual contaba con mesas y campanas de acrilico en su
interior. Para evitar la contaminacion de las muestras, se utiliz6 equipo de

proteccion estandar (cubrebocas, traje desechable, guantes y botas quirargicas).

Los molares se limpiaron para remover restos de tierra adherida. La superficie
lateral del molar se limpié con cloro comercial (5%), seguido de un lavado con una
solucion de etanol (75%). EI muestreo se realizé utilizando un dremel para generar
un pequeno agujero entre las capas de esmalte, de manera que se recupero polvo
de dentina (50-100 mg). Para cada molar se establecieron dos puntos de
muestreo, es decir, de perforacion, y se obtuvieron dos muestras de cada uno. De
cada punto se extrajo dentina a distintas profundidades, una mas superficial que
la otra. Para evitar su contaminacion, cada muestra de polvo se guardé en un tubo
Eppendorf LoBind de 1.5mL. Dichas muestras se almacenaron a 4 °C en las
instalaciones del laboratorio de Paleogendmica (exclusivas para almacenamiento

de muestras antiguas), ubicado en un edificio independiente del LIIGH.
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Después se unié una columna MinElute (Qiagen, Alemania) junto con el reservorio
Zymospin limpio, se asegurd con parafilm y se coloc6 en un tubo cénico de 50
mL. Los tubos colectores de las columnas MinElute se conservaron para su uso

posterior.

Se transfirié la solucion del tubo cénico de 15 mL al reservorio Zymospin que
estaba dentro del tubo cénico de 50 mL. Se centrifugaron los tubos conicos de 50
mL con el reservorio a 1000 rpm durante 15 minutos o hasta que hubiera pasado

todo el volumen a través de la columna MinElute.

Se tomé la columna MinElute, se retird el parafiim y se transfirié la columna al
tubo colector de la columna MinElute reservado anteriormente. Después, se
afiadieron 720 pL de tampon PE a la columna MinElute y se centrifug6 a 13,000
rpm por un minuto. Luego, se desechd el tubo colector y se centrifugo a velocidad
méxima por un minuto. Finalmente, el liquido de la columna MinElute se transfirié

a un nuevo tubo Eppendorf LoBind de 1.5 mL.

4.2.6. Elucion de ADNa

Se agregaron 27 L de tampdn EB en el centro de la columna MinElute, evitando
tocar el filtro. Se incubé a 37 °C por 10 minutos y se centrifugé a maxima velocidad
por 1 minuto. La solucion eluida se transfirié a un tubo Eppendorf LoBind de 1.5
mL nuevo y etiquetado para su almacenamiento y posterior uso. Dicho
procedimiento se repiti6 una vez més. El volumen total de ADNa obtenido
esperado era de ~54 L, y la concentracibn de ADN recuperado se midié por

fluorescencia utilizando el equipo Qubit (Invitrogen, EUA).

4.2.7. Cuantificacion de ADNa

La cuantificacién de los extractos de ADNa obtenidos se realiz6 en el equipo
Qubit, con los reactivos del kit Qubit dsDNA High sensitivity Assay Kit, de acuerdo

al protocolo especificado por el fabricante. Este protocolo esta basado en la
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deteccion de fluorescencia de un agente intercalante. El procedimiento consistio
en preparar un mix de tampon Qubit, donde se utilizaron 199 pL por muestra,
ademas de 1 pL del colorante por cada muestra. Primero se prepararon dos
estandares, mezclando en cada tubo Qubit (provisto por el proveedor) 190 uL del
mix y 10 uL de cada solucién estandar. Posteriormente se prepararon los tubos
de las muestras, utilizando 199 pL del mix y 1 yL de muestra. Por ultimo, se
leyeron los estdndares en el equipo para generar una curva estandar y realizar

las lecturas de las muestras.

4.2.8. Construccion de librerias

La construccion de librerias para secuenciacion en plataforma Illlumina se llevé a
cabo de acuerdo al protocolo propuesto por Meyer y Kircher (2010) , detallado a

continuacion.

4.2.8.1. Preparacion de tampon BST
En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se afiadieron 8 uL de dNTP mix 25mM
a 500 pL de Buffer ThermoPol 10X para obtener un stock de tampon Thermopol
y mix de dNTPs. Con esta mezcla se obtuvo una concentracion final de 0.4 mM

de cada ANTP durante la etapa de llenado de espacios.

4.2.8.2. Reparacion de extremos
Se prepararon los siguientes componentes en un master mix para afadirlo a las
muestras en tubos de PCR. Se asegur6 que las sales del buffer estuvieran en
suspension antes de pipetear. La tira de tubos de PCR se coloc6 en una gradilla
congelada debido a la termosensibilidad de las enzimas. Cada reaccion tenia un
volumen total de 50 yL (Cuadro 2). La reaccion se mezcld por pipeteo y se
centrifugaron a baja velocidad para bajar el liquido de las paredes.
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Cuadro 2. Componentes de reaccion de reparacion de extremos.

Reactivo Volumen por
reaccion (uL)

H20 estéril 17.5
Buffer de reparacion NEBNext 5
(10X)
Mix de enzimas de reparacion de 2.5

extremos NEBNext

ADN 25

Volumen total 50

Se incubd a 12°C por 20 minutos, seguido por 37°C durante 15 minutos. Después
se realiz6 una limpieza, la cual consistié en transferir los 50 L de la reaccién a
un tubo Eppendorf LoBind de 1.5mL y se afiadieron 500 pyL de buffer PB de

Qiagen. Esta mezcla se mezcld por pipeteo.

Luego se transfirio la mezcla del paso anterior a una columna Qiagen QIAquick y
se centrifugd a maxima velocidad por un minuto. Luego se desecho el liquido del
tubo colector. Después se anadieron 750 pL de tampdén PE, se centrifugo la
columna y se desechd el liquido. Luego se repitid la centrifugacion y se repitio la
centrifugacion para eliminar el buffer remanente. Se transfirid la columna a un

nuevo tubo Eppendorf LoBind de 1.5 mL.
Después se anadieron 31 pL de buffer EB al centro de la columna evitando tocar

el filtro. Esto se incub6 a 37°C durante 15 minutos. Se centrifugd a maxima

velocidad por un minuto para eluir.
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4.2.8.3. Ligacion de adaptadores.

Se mezclaron los reactivos sefalados en el Cuadro 3 en tubos de PCR para

obtener el master mix con el buffer de ligasa y la enzima. Se mezclé por pipeteo.

Cuadro 3. Componentes de reaccion de ligacion de adaptadores.

Componente Volumen por

reaccion (uL)
Buffer Quick Ligation NEBNext (5X) 10 L
Mix de adaptadores P5/P7 (2.5 uM) 5uL
ADN Ligasa Quick T4 NEBNext 5L
ADN reparado de la reaccion anterior 31 uL
Volumen total 51 uL

Para afadir los componentes de la reaccion, el ADN se mezcl6 con los
adaptadores por separado, y se mezclé por pipeteo. Se centrifugé a baja
velocidad para colectar el liquido de las paredes. Ya con todos los componentes

en el tubo de PCR, se incubd en el termociclador a 20°C por 20 minutos.

Después se realizd una limpieza por columna QIAQuick de QIAGEN. Los 50 uL
de la reaccién se transfirieron a un tubo Eppendorf LoBind de 1.5 mL y después

se anadieron 250 uL de Buffer PB. Esto se mezclé por pipeteo.

La mezcla del paso anterior se transfirio a una columna QIAGEN QIAQuick y se
centrifugé a maxima velocidad por un minuto. Luego se deseché el liquido del
tubo colector. Después se afiadieron 750 yL de tampdn PE, se centrifugd la
columna y se desecho el liquido. Luego se repitid la centrifugacion y se repitio la
centrifugacion para eliminar el buffer remanente. Se transfirio la columna a un

nuevo tubo Eppendorf LoBind de 1.5 mL.
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4.2.2. Extraccion de ADN

Previo a la recuperacion de ADN, se prepararon las soluciones tampén de lisis y
tampdn de unién descritas en la seccion 4.1.3. La extraccion de ADN se llevo a
cabo de acuerdo a los protocolos publicados por Dabney y col. (2013), y Rohland
y col. (2018).

4.2.3. Limpieza de Reservorio Zymo spin

Primero, se retiré el filtro del reservorio y se desechd. Luego, se enjuagd el
reservorio con cloro comercial al 5% (v/v). Posteriormente se realizd un enjuague
con una solucién de etanol al 70% (v/v). El exceso de etanol de las muestras se
elimind colocandolas sobre una toalla de papel absorbente. Finalmente, los
reservorios se expusieron a luz UV durante 3 min por ambos lados. Se utilizé un

reservorio por cada muestra.

42.4. Reaccion de lisis

A cada tubo Eppendorf LoBind de 1.5 mL conteniendo 0.1-0.7 mg de muestra en
polvo, se afiadio 1 mL de tampdn de lisis. Se incub6 en rotacion a 37 °C durante
~16 h en la estufa de hibridacion con plataforma de apilamiento Shake 'n' Stack
(Thermo Scientific, EUA) a velocidad media. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron los tubos a 2,500 g durante 5 min en la microcentrifuga ventilada
modelo LEGEND MICRO 17 (Thermo Scientific, EUA).

425. Extracciéon de ADNa

En un tubo conico de 15 mL se afiadieron 13 mL de tampon de unioén y ~1 mL del
sobrenadante de la reaccion de lisis (se evito tomar restos de la muestra, ya que
podia tapar la columna del siguiente paso). Esto se mezclé por inversion o en

vortex.
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Después se afadieron 31 uL de buffer EB al centro de la columna evitando tocar
el filtro. Esto se incubé a 37°C durante 15 minutos. Se centrifugd a maxima

velocidad por un minuto para eluir.

4.2.8.4. Rellenado de espacios.

Se mezclaron los siguientes componentes en un master mix para después

afiadirlo a las muestras en tubos de PCR (Cuadro 4).

Cuadro 4. Componentes de reaccion de rellenado de espacios.

Reactivo Volumen por

reaccion (uL)

Tampon BST 5.8 uL
ADN polimerasa Bst de fragmento largo 3 uL
ADN con adaptadores ligados de la 30 uL

reaccion anterior

H20 estéril 11.2 uL

Volumen total 50 yL

La reaccion se incub6 por 20 minutos a 65°C y luego por 20 minutos a 80°C.
Después de la incubacion las librerias se pueden transferir a tubos de 1.5 mL y

luego congelar a -20°C para su posterior uso.
4.2.9. Reaccion de gPCR

Luego de la construccién de librerias, se realizé una reaccion de qPCR para

determinar el nimero de ciclos adecuado para afadir el indice a cada libreria. Se
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mezclaron los siguientes componentes por reaccion en un tubo para qPCR
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Componentes de reaccion de qPCR.

Reactivo Volumen por reaccién (uL)
ADN molde (Libreria) 1
Oligo sentido (PE) 10 0.4
UM
Oligo antisentido 0.4

(indice 10) 10 uM

KAPA SYBR FAST 10
MIX

ROX 50X (high) 0.4

H20 estéril 7.8

Volumen total 20

Los componentes del tubo se mezclaron por pipeteo y después se centrifugo
ligeramente para colectar el liquido de las paredes del tubo. Posteriormente las
reacciones se llevaron a cabo en el equipo de gqPCR (laboratorio de ADN
moderno) de acuerdo al Cuadro 6.

Una vez terminado el programa, se realizé el analisis de los resultados para
obtener los graficos de amplificacién. El nUmero de ciclos para el indexado de

librerias se seleccion6 tomando en cuenta el ciclo de umbral (Ct) de cada libreria.
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Cuadro 6. Programa de reaccion de qPCR.

Paso Temperatura Duracién Ciclos
Activacion de enzima 95°C 10 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15s 1
Alineamiento/extension 60°C 20 s 30

4.2.10. Indexado de librerias.

Esta reaccion se realizé utilizando la enzima Phusion U Polymerase, como se
muestra en el Cuadro 7. Se incluyd un control negativo para la reaccién utilizando
agua. Cada uno de los indices utilizados era un oligonucleétido de 6 pares de
bases.

Cuadro 7. Componentes de reaccion de indexado de librerias.

Componente ML por reaccion
ADN (libreria) 12
Oligo PE (sentido) 1.5
Oligo antisentido (cualquier indice 1.5

disponible a 10 pM)

Master Mix Phusion U Hot 2X 15

Volumen total 30
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Se afadieron 16.5 uL de Master mix al tubo y después el volumen correspondiente
de cada libreria a su tubo correspondiente. Al final se afiadieron los indices

seleccionados para cada libreria.

Cuadro 8. Programa de PCR para indexado de librerias.

Temperatura Duracion Ciclos
98°C 1 min 1
98°C 10s * De acuerdo a Cr

obtenido en la
reaccion de gPCR

72°C 45 s
72°C 5 min 1
4°C Infinito 1

Una vez terminado el programa de amplificacion (Cuadro 8), el DNA (libreria
indexada) fue purificado utilizando SPRI beads de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, con una proporcion de 1.2x, para recuperar fragmentos mayores a 150

pb, tomando en cuenta la longitud del par de adaptadores ~120 pb.

Después de la purificacién, se determind la concentracién de las librerias
indexadas mediante Qubit. Asimismo, se analiz6 1 uL de libreria indexada con el

equipo BioAnalyzer 2100 para determinar la longitud de los fragmentos.

4.2.11. Manejo de residuos

Los residuos generados en el laboratorio de ADNa fueron separados de acuerdo
a su naturaleza y colocados en los contenedores destinados para su adecuado

desecho.
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4.2.12. Secuenciacion de nueva generacion

Se llevd a cabo la secuenciacion shotgun y multiplex de las librerias en la
plataforma Illumina NextSeg550 en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO), en una corrida de alto rendimiento (high output),
donde se generaron alrededor de ~320 Millones de reads en sentido y antisentido
(PE).

4.2.13. Calculo de contenido enddgeno

Para llevar a cabo esta tarea, se utilizo el cluster de supercomputo del Laboratorio
de Visualizacion Cientifica Avanzada (LAVIS). Primero se removieron los
adaptadores de las lecturas generadas utilizando AdapterRemoval (Lindgreen,
2012). Posteriormente las secuencias se mapearon con un mapeo competitivo
contra el genoma de referencia de elefante (LoxAfr4) y el genoma humano (hg19)
para quitar contaminacion, utilizando el programa BWA (Burrows-Wheeler
Alligner) (Li y Durbin, 2010), utilizando los pardmetros -| 16500 -n 0.01 -0 2 -t 16
(optimizados para alineamiento de ADNa), siguiendo el protocolo de Pe¢nerova y
col., 2017. Después, para autenticar la naturaleza de las secuencias se
examinaron los cambios de bases con respecto al genoma de referencia en las
formas C - Ty G — A en los extremos 5 y 3’, respectivamente. También se
evaluo la complejidad de la libreria, asi como los patrones de fragmentacion y
dafio post-mortem (referidos como “patrones de dano” utilizando el software

mapDamage 2.0 (Jonsson y col., 2013).

Tomando en cuenta los resultados de este procesamiento de datos y utilizando la
fraccidn de lecturas que mapean al genoma de elefante, se determiné la cantidad
de ADN endogeno de cada libreria, el cual se refiere a la proporcion de secuencias
gue mapearon al genoma de referencia, y que se consideraran como del
organismo del cual la muestra fue obtenida (Damgaard y col., 2015). Este calculo

se llevé a cabo con el software SAMtools (Li y col., 2009). Para el célculo se
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consideraron las bases que tuvieran un puntaje de calidad de 30 en la escala

Phred. La ecuacion que representa este célculo es la siguiente:

. ) # de Lecturas mapeadas a M. columbi
Contenido endogeno = * 100
# de Lecturas antes de mapeo

También se realizd el sexamiento de los individuos siguiendo la metodologia
propuesta por Pecnerova y col. (2017), la cual consiste en calcular la probabilidad
de que un individuo sea XX o XY tomando en cuenta la proporcion de lecturas
gue mapearon contra el cromosoma X en comparacion con el cromosoma 8

debido a la similitud de su tamario.

En resumen, las estadisticas del mapeo por estimar fueron: el nimero de lecturas
gue mapearon contra el genoma humano (para evaluar contaminacion), el
contenido de ADN enddgeno (estimado al dividir la fraccién de las lecturas que
mapearon contra LoxAfr4 y no mapearon contra el genoma humano, entre el
namero total de secuencias), y la clonalidad de las secuencias (proporcién de

secuencias duplicadas), asi como el sexo cromosoémico de los individuos.

Para graficar los resultados del contenido enddgeno de las distintas muestras, se
utilizé el programa RStudio para generar los graficos correspondientes (RStudio
Team, 2012), utilizando principalmente el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).
También se utilizé R para realizar pruebas estadisticas (U de Mann-Whitney) para
las variables cualitativas y los diagramas de caja, asi como los gréficos de
residuales para evaluar la relacion lineal entre el contenido enddgeno y las
variables cualitativas (profundidad minima y maxima, y resultados de
cuantificacion utilizando Qubit y BioAnalyzer). El codigo que se generd para

realizar estas pruebas se encuentra en el Anexo 4.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencion de muestras

En las Figura 4 y 5 se muestran las fotografias disponibles de los restos fésiles
que fueron muestreados y procesados para su secuenciacion. Dichas fotografias
fueron obtenidas con la ayuda de la Dra. Miriam J. Bravo, la Mtra. Viridiana Villa
y el Dr. Federico Sanchez Quinto en la Base Militar Aérea de Santa Lucia. Los
datos de excavacion y notas arqueoldgicas fueron proporcionados por Alejandro
Lépez Jiménez, del equipo de trabajo del INAH. El nombre o ID asignado a cada
una de las muestras corresponde a la nomenclatura de la Figura 3. Por ejemplo,
se tiene la muestra McM1_2139; Mc corresponde a la especie M. columbi, la
segunda M corresponde a molar, el 1 corresponde al nimero de tubo, es decir el
1.1, por ultimo, el numero 2139 corresponde al numero de bolsa, que es un
numero que fue proporcionado por el equipo de arqueologia para la identificacion

de las piezas.
Tipo de material

Molar
Jaw (Molar en posicion anatomica)

Animal

Mammuthus columbi -~ ’ xxx
|

Numero de tubo
111
21.2

Figura 3. Nomenclatura para la identificacion de muestras procesadas.
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McM1_2139 McM1_21920 McJ1_ 23463

McJ2_5917

r/

5%

o

McJ2_14852 McM2_Molar_negro " McM2 19147

Figura 4. Fotografias de molares y molares en posicion anatémica muestreados
en la Base Militar Aérea de Santa Lucia.
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McM2_23171

Figura 5. Fotografias de molares y molares en posicion anatdémica muestreados
en la Base Militar Aérea de Santa Lucia (continuacion).

En las fotografias de las Figuras 4 y 5 se pueden apreciar distintas caracteristicas
fisicas de los restos fosiles. Por ejemplo, el color: la muestra McM2_19147
muestra una coloracién naranja, la muestra McM2_Molar_negro presenta
manchas de color café oscuro y negro, y el resto de los molares tienen una
coloracion entre amarillenta y café. También se puede apreciar que algunas
muestras tienen una apariencia mas porosa que otras, por ejemplo, la muestra
McM2_2371 y McJ2_20343 tienen un aspecto mas dafiado que el de la
McM2_2140 o la McJ2_21602, que esta practicamente integra. Estas

caracteristicas recobraran mas importancia mas adelante.

5.2.  Extraccién de ADN de molares y mandibulas

Se obtuvo el ADN de 70 muestras de dentina en 14 grupos independientes, cada

uno con el control negativo correspondiente (H20 en lugar de dentina). El extracto
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se cuantificd utilizando el Qubit dsDNA High sensitivity Assay Kit, el cual es un
método fluorométrico. Todas las muestras tuvieron una concentracion mayor al
limite inferior de cuantificacién (0.01 ng/ul), excepto los controles negativos, los
cuales fueron indetectables, esto debido a la nula o muy baja concentracion de
ADN, ya fuera de la muestra, contaminacion cruzada, o del medio ambiente. El
registro de las extracciones se encuentra en el Anexo 1. Para fines practicos, en

el Cuadro 9 se muestran aquellas que fueron seleccionadas para secuenciacion.

Cuadro 9. Concentracion de ADNa obtenido en Qubit de las muestras de

mamult.
Muestra Concentracion Muestra Concentracion
(ng/uL) (ng/uL)
McM1 2139 3.64 McM2_Molar_negro 5.86
McM1_21920 3.9 McM2_19147 1.01
McJ1l_ 23463 7.64 McJ2_1639 24.8
McJ2_5917 3.42 McJ2_9524 4.16
McJ2_21602 5.44 McJ2_16695 39.6
McJ2_3279 5.3 McJ2_20343 4.26
McJ2_2021 4.52 McM2_2140 1.25
McJ2_14852 7.96 McM2_23171 1.09
McM2_24983 3 McJ2_18728 4.9
McJ2_42114 39.4 McJ2_3158 8.84
McM2_22683 1.61 McCN1 No detectable

De las 70 extracciones realizadas, se seleccionaron 22 para la construccion de
librerias a partir del extracto y posterior secuenciacion. Se tomaron en cuenta

aqguellas muestras con la mayor concentracion de ADN.
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5.3.  Construccion de librerias, indexado y secuenciacion de nueva
generacion

Posteriormente se llevaron a cabo los experimentos descritos en la seccién 4.2.8
ala 4.2.12. Para seleccionar las librerias candidatas a indexado y, por lo tanto, a
secuenciacion, se tomo en cuenta el CT de la libreria, es decir, su umbral de
amplificacion en gPCR. Posterior al indexado las librerias seleccionadas fueron
colocadas en un pool (una mezcla de librerias) para su secuenciacion en la

plataforma lllumina NextSeq550.

5.4. Procesamiento Bioinformatico

Este procesamiento se llevo a cabo de acuerdo al script que se muestra en el
Anexo 2. Para el procesamiento de las secuencias, primero se llevo a cabo el
demultiplex, el cual consistio en separar los datos crudos en cada una de las
librerias que se mandaron a secuenciar tomando en cuenta los indices que fueron
anadidos previo a la preparacion del pool. Posteriormente se llevé a cabo el corte
de adaptadores, ya que dichas secuencias no forman parte del contenido genético
del organismo analizado. Esto se llevé a cabo con el software AdapterRemoval
(Lindgreen, 2012). Es importante mencionar que el tipo de secuenciacion llevado
a cabo fue paired-end, lo que quiere decir que las lecturas se realizan en ambas
direcciones de los fragmentos, es por eso que en este paso tomaron en cuenta
las lecturas que se sobrelaparon, generando secuencias consenso. Después de
esto se realizd el alineamiento contra los genomas de referencia con ayuda del
programa BWA (Li y Durbin, 2010). El alineamiento se realiz6 en el cluster del
LAVIS utilizando parametros relajados para ADNa, como especifica la seccion
4.2.13. Como referencia se utilizé una referencia combinada del genoma del
elefante africano (Loxodonta africana) Loxv4 y el genoma humano (hgl19) para
estimar y remover cualquier tipo de contaminacion de secuencias humanas en lo

gue se denomina un mapeo competitivo.

Este procedimiento generd archivos con la extension .bam, los cuales después

fueron filtrados con el software SAMtools (Danecek y col., 2021), con el cual se
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lograron remover las secuencias paralogas y las secuencias duplicadas

generadas por la amplificacion por PCR. Las estadisticas de secuenciacion para

las muestras se muestran en el Cuadro 10 y 11, las cuales fueron obtenidas

mediante SAMtools.

Para la autenticacion de la naturaleza antigua del ADN se utilizd el programa

mapDamage 2.0 (Jonsson y col., 2013), con el cual se generaron graficos de

patrones de dafio. Los graficos de las muestras y el respectivo control negativo

se encuentran en el Anexo 3.

Cuadro 10. Estadisticas de secuenciacion obtenidas a partir de mapeo a
genoma de referencia. Marcadas con un asterisco (*) se encuentran las dos
muestras que presentaron mejor rendimiento de contenido enddgeno.

Muestra Lecturas Lecturas | Clonalidad % de Longitud Lecturas % de
antes de mapeadas contenido | de lectura | mapeadas a | contaminacion
mapeo a M. enddgeno (pb) humano humana
columbi

McM1_2139 8,173,328 361 22.863 0.0 43.25 75 0.001
McM1_21920 | 10,751,810 5,867 18.672 0.04 40.54 351 0.003
McJ1_23463 8,600,764 30,045 3.002 0.23 53.21 119 0.001
McJ2_5917 12,703,746 6,276 12.712 0.04 40.04 233 0.002
McJ2_21602 | 30,867,715 17,330 5.067 0.04 45.16 512 0.002
McJ2_3279 22,209,754 988 14.827 0.0 46.16 124 0.001
McJ2_2021 13,430,702 14,639 9.546 0.09 42.87 464 0.003
McJ2_14852 | 22,384,093 5,197 16.848 0.02 57.68 362 0.002
McM2_24983 | 8,374,783 6,679 10.481 0.06 41.06 181 0.002
McJ2_42114 5,729,178 32,285 2.350 0.21 49.71 108 0.002
McM2_22683 | 14,728,484 30,566 10.041 0.11 44.14 2727 0.019
McM2_Molar | 7,311,853 183 80.937 0.0 34.93 300 0.004

_hegro
McM2_19147 | 5,181,809 163,253 3.146 2.22% 50.23 1680 0.032
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Cuadro 11. Estadisticas de secuenciacion obtenidas a partir de mapeo a
genoma de referencia. Marcadas con un asterisco (*) se encuentran las dos
muestras que presentaron mejor rendimiento de contenido endégeno
(continuacion).

Muestra Lecturas Lecturas | Clonalidad % de Longitud Lecturas % de
antes de mapeadas contenido | de lectura [ mapeadas a | contaminacion
mapeo a M. enddgeno (pb) humano humana
columbi

McJ2_1639 14,695,907 22,722 3.277 0.14 47.85 166 0.001
McJ2_9524 11,957,531 258,768 1.963 1.85* 42.62 473 0.004
McJ2_16695 | 10,118,372 683 42.020 0.01 47.23 190 0.002
McJ2_20343 8,679,765 5,011 21.995 0.05 39.04 494 0.006
McM2_2140 7,060,738 882 10 0.01 43.77 65 0.001
McM2_23171 | 4,845,489 28,063 2.260 0.37 42.81 150 0.003
McJ2_18728 5,719,475 115 67.329 0.13 42.60 179 0.003
McJ2_3158 5,976,076.0 3158 2.598 0.0 47.29 43 0.001
McCN1 15,204 59 11.940 0.06 48.89 8 0.053

Posterior a obtener los estadisticos de secuenciacion se realizé el sexamiento de
los individuos tomando en cuenta la cantidad de lecturas al cromosoma X entre
las lecturas al cromosoma 8. El cromosoma 8 del elefante es de un tamafio muy
similar al cromosoma X, por lo que se esperaria que la proporcion de lecturas
chrX/chr8 fuera cercana a 1 en hembras y cercana a 0.5 en machos de acuerdo
a la metodologia propuesta por (Pe€nerova y col., 2017). Los resultados de dicho
sexamiento se muestran en el Cuadro 12. De las muestras analizadas, se
identificaron 8 machos, 8 hembras, y de tres muestras no se pudo identificar el

sexo molecular.

Obtenidos estos datos, se procedié a procesarlos en R Studio utilizando el
paquete ggplot2 (Wickham, 2016), ademas de ggpubr y ggsignif, que derivan de
éste mismo.
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Cuadro 12. Resultados del sexamiento de los individuos muestreados.

Muestra Proporcion Sexo molecular
chrX/chr8
McM1_2139 0.671 NA
McM1_21920 0.452 Macho
McJ1_23463 0.958 Hembra
McJ2_5917 0.425 Macho
McJ2_21602 0.457 Macho
McJ2_3279 0.771 NA
McJ2_2021 0.494 Macho
McJ2_14852 0.449 Macho
McM2_24983 0.974 Hembra
McJ2_42114 0.498 Macho
McM2_22683 0.883 Hembra
McM2_Molar_negro 0.403 Macho
McM2_19147 1.056 Hembra
McJ2_1639 0.452 Macho
McJ2_9524 0.876 Hembra
McJ2_16695 0.671 NA
McJ2_20343 1.173 Hembra
McM2_2140 0.784 Hembra
McM2_23171 0.903 Hembra
McJ2_18728 1.343 Hembra
McJ2_ 3158 0.899 Hembra
McCN1 0.358 NA




Esto se realizo utilizando el script del Anexo 4. Es importante mencionar que,

como se puede ver en los Cuadros 10 y 11, las muestras McJ2_9524 y

McM2_19147 fueron aquellas que obtuvieron un mejor rendimiento en cuanto al

porcentaje del contenido enddégeno con 2.22% y 1.85% respectivamente, mientras

gue el contenido endogeno del resto estuvo en un rango de 0 a 0.63%. Los datos

de profundidad méxima y minima fueron compartidos por el equipo de

paleontologia, y se muestran en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Profundidades de excavacion de muestras de mamuts.

Muestra Profundidad | Profundidad Muestra Profundidad Profundidad
minima de maxima de minima de méxima de
excavacion excavacion excavacion excavacion

(m) (m) (m) (m)
McM1_2139 NA NA McM2_Molar_ NA NA
negro

McM1_21920 1.45 1.53 McM2_19147* 141 1.46
McJ1l_23463 1.13 1.79 McJ2_1639 NA 3.3

McJ2_5917 1.25 1.65 McJ2_9524* 1.07 NA

McJ2_21602 3.22 3.53 McJ2_16695 1.5 1.68

McJ2_3279 1.83 1.85 McJ2_20343 2.14 2.62

McJ2_2021 2.04 2.1 McM2_2140 2.21 2.24
McJ2_14852 3.62 3.82 McM2_23171 0.76 0.84
McM2_24983 1.7 1.74 McJ2_18728 2.68 3.02
McJ2_42114 1.38 1.57 McJ2_3158 1.85 2.7
McM2_22683 NA NA McCN1 NA NA

Para realizar los gréaficos en R Studio, se definieron como variables cualitativas el

sexo cromosomico de los individuos y el tipo de material, es decir, si la muestra

se habia obtenido de un molar en posicibn anatdbmica (aun adherido a la

mandibula) o de un molar “suelto”. Las tablas correspondientes a cada grafico se
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encuentran en el Anexo 1. Primero se realizd un gréafico de caja tomando en
cuenta el tipo de material y el porcentaje de contenido endbgeno (Figura 4). En
dicho gréafico se observa que la distribucion del contenido endégeno es muy
similar para ambos tipos de material, y, de hecho, la diferencia entre ellos no es
significativa, lo que esta indicado por la leyenda NS (No significativo). Se puede
afirmar que no es significativa ya que se realizé una prueba de U de Mann Whitney
para muestras no parametricas, la cual se obtuvo mediante la funcion wilcox.test()

de R. El valor de p obtenido en esta prueba fue de 0.6965.

Posteriormente se realizé la misma comparacion, pero con el sexo cromosémico
de los individuos. La grafica de caja se muestra en la Figura 6. Se puede observar
en dicho grafico que las medianas son muy similares, la diferencia entre la
distribucion del contenido endégeno entre machos y hembras no es significativa,
como indica la leyenda NS de la parte superior del grafico. Para corroborar esto
se llevo a cabo una prueba de U de Mann-Whitney, de la misma forma que para
el sexo molecular. El valor de p obtenido en esta prueba fue de 1, lo que indica
gue no hay diferencia entre la cantidad de contenido enddgeno obtenido de las

hembras y de los machos.

Ademas de considerar las anteriores variables cualitativas, también se
consideraron las profundidades de excavacién minima y maxima como variables
cuantitativas. La profundidad minima de excavacion se considera la distancia
entre la superficie de la tierra y el primer contacto con resto fésil, y en la
profundidad maxima se considera la distancia que existe entre la superficie del

suelo y la parte mas profunda que alcanzara el resto fosil.

Para estas variables se generaron graficos de dispersion entre la profundidad de
excavacion y la cantidad de contenido endodgeno (Figuras 8 y 10). Ademas de
esto, en la Figura 8 (contenido enddgeno vs. profundidad minima de excavacion),
se puede observar que casi todas las muestras, con excepcion de los dos outliers,
tienen una cantidad similar de contenido enddgeno independientemente de la

profundidad de excavacion (rango de 0% a 0.6%).
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Para descartar que estos datos se ajustaran a un modelo de tipo lineal se
realizaron gréficos de residuales en RStudio utilizando el paquete ggplot2 (Figuras
9 y 1). Ambos gréaficos de residuales tienen un comportamiento similar: los
residuales, es decir, el error entre los valores esperados de un comportamiento
lineal y el real de las muestras no sigue un patrén, ni tiene un comportamiento
normal. Por lo tanto, se puede descartar que el porcentaje de contenido endégeno

tenga alguna relacion con las profundidades minima y méaxima de excavacion.

Contenido endégeno por tipo de material

NS

Porcentaje de contenido enddgeno

—

Malar MPA
Material

0.0-

Figura 6. Gréafico de caja del contenido enddgeno de acuerdo al tipo de material
del que se obtuvo la muestra, molar suelto (Molar, azul) o molar en posicion
anatomica (MPA, rojo).
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Contenido enddégeno por Sexo
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Figura 7. Gréfico de caja del contenido enddgeno en relacién al sexo
cromosomico del individuo al que pertenece la muestra (hembra en rojo y macho
en azul).

Por otro lado, también se realiz6 el mismo analisis, pero esta vez entre el
porcentaje de contenido enddgeno y la cuantificacion de ADN mediante el método
fluorométrico Qubit. Se realizé un diagrama de dispersion (Figura 12) y un grafico
de residuales (Figura 13) para descartar que los datos del diagrama de dispersién

se ajustaran a un modelo lineal.
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% de contenido endégeno vs profundidad minima de excavacion
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Figura 8. Diagrama de dispersion de la relacion entre el porcentaje de contenido
endogeno y la enddgeno y la profundidad minima de excavacion.

Se observa en la Figura 13 que las muestras no tienen una distribucién normal,
ademas de que hay dos outliers, correspondientes a las dos muestras con mejor
rendimiento, por lo que no existe una relacion entre la cantidad de ADNa
cuantificado en Qubit y la cantidad de contenido enddgeno final encontrada tras
la secuenciacion. Esta comparacion resulta de interés ya que se podria pensar
gue entre mayor sea la concentracion de ADNa, hay una mayor probabilidad de
encontrar ADNa perteneciente al individuo, sin embargo, lo resultados nos indican
gue esto no sucede asi. Es importante recordar que el ADN extraido de las

muestras es ADN total, pues no hay un método de extraccion selectivo que
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permita obtener solamente ADN endogeno. Los extractos pueden contener
contaminacion, ademas de que los procedimientos por los que pasa en el
laboratorio pueden modificar el rendimiento final (por ejemplo, el PCR del paso de

indexado).

Residuales
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Figura 9. Gréfico de residuales para la relacion entre porcentaje de contenido
endogeno y profundidad minima de excavacion.

De igual forma se realiz6 un analisis similar considerando el porcentaje de
contenido enddgeno y la cuantificacion de ADN mediante BioAnalyzer de las
librerias, la cual se realiza previa a secuenciar las muestras. En la Figura 13 se
observa el diagrama de dispersién, y en la Figura 14, el grafico de residuales. En
el grafico de residuales es evidente que los datos no tienen una distribucion
normal, ademas de que hay dos outliers, correspondientes a las dos muestras
con un mejor rendimiento. Esto nos indica que el comportamiento del contenido
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endogeno en relacion al ADN cuantificado en BioAanalyzer tras el indexado no

presenta una relacion de tipo lineal.

Porcentaje de contenido endégeno

% de contenido endégeno vs profundidad maxima de excavacion

ry
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Figura 10. Diagrama de dispersion de la relacién entre el porcentaje de
contenido enddgeno y la profundidad maxima de excavacion.
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Figura 11

. Grafico de residuales para la relacion entre porcentaje de contenido

endogeno y profundidad maxima de excavacion.
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% de contenido enddgeno vs ng/uL (Qubit)
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Figura 12. Porcentaje de contenido enddgeno en relacion a la concentracion de
ADN obtenida mediante Qubit.
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Figura 13. Grafico de residuales de la relacion entre contenido enddégeno y el
ADN cuantificado por medio de Qubit
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% de contenido enddgeno vs ng/UL (BA)
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Figura 14. Porcentaje de contenido enddgeno con relacién a la cuantificacion en
BioAnalyzer realizada después de indexado de librerias para secuenciacién.
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Residuales

Gréfico de residuales de relacién de % de contenido endégeno
y cuantificacién en BioAnalyzer
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Figura 15.

Grafico de residuales de la relacion entre porcentaje de contenido
endogeno y cuantificacion en BioAnalyzer.
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6. DISCUSION

6.1. Retos para obtener contenido endégeno de muestras antiguas.

Como se ha mencionado con anterioridad en este trabajo, la especie M. columbi,
considerada endémica del continente americano habité el territorio nacional casi
en su totalidad, excepto por la peninsula de Yucatan y el estado de Tabasco, de
acuerdo al registro fésil (Arroyo-Cabrales y col., 2007). De todo el territorio, es la
cuenca de México donde mayor abundancia de restos existe. Considerando la
gran disponibilidad de material en la zona de Santa Lucia, Estado de México
ademas del elevado costo que representa para un laboratorio el procesar
muestras para su analisis paleogenémico, y la naturaleza destructiva de los
meétodos actuales, resulta una cuestion importante el tener una manera de
identificar aquellas muestras que tengan una mayor probabilidad de arrojar datos

de secuenciacion de alta calidad, que es donde yace el propésito de este trabajo.

En general, uno de los mayores retos del campo paleogendmico es la
degradacion del material genético con el paso del tiempo. Tras la muerte de los
organismos, una serie de reacciones quimicas tienen lugar, ademas de que los
mecanismos moleculares de reparacion del material genético interrumpen su
funcionamiento (Shapiro y col.,, 2019). Como consecuencia de esto, el ADN
acumula una gran cantidad de dafio, siendo el mas importante la fragmentacion,
pues la longitud de los fragmentos de ADNa suelen ser menores a 100 pb
(Orlando y col., 2021), la cual puede ser consecuencia de la presencia de
nucleasas, microorganismos, o condiciones climaticas como la temperatura o la
humedad (Shapiro y col., 2019).

La hidrdlisis también es una de las mayores fuentes de dafio al material genético,
pues no sélo se escinde directamente el esqueleto de azucar-fosfato del ADN,
generando sitios abasicos, sino que provoca uno de los dafios mas caracteristicos
del ADNa, que son las sustituciones C — T y G — A. Esta sustitucion ocurre por

la desaminacion de las bases nitrogenadas, provocando que las citosinas pasen
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a ser uracilos, por lo que en la secuenciacion se lee como timina en lugar de la
citosina original, y que la guanina sea leida como adenina, cosa que sucede en
especial a los extremos de los fragmentos en cadena sencilla (Figura 16), y que
es simbolo de la autenticidad de la naturaleza del ADNa (Orlando y col., 2015,
2021; Shapiro y col., 2019). Tomando en cuenta los graficos de patrones de dafio
del Anexo 3, podemos afirmar que el ADN que se obtuvo como parte de los
resultados es ADNa.
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Figura 16. Patrones de dafio post-mortem en ADNa. Figura modificada de
(Orlando y col., 2021).

Algo que es importante mencionar es la clonalidad existente en las librerias
obtenidas de las muestras, es decir, la proporcion de secuencia idénticas que son
producto de la amplificacion en PCR; en general, entre menor sea la clonalidad
de una libreria, mayor su complejidad (la cantidad de secuencias Unicas de la
libreria), y mayores los rendimientos de posteriores experimentos de captura
(Avila- Arcos y col., 2015; Daley y Smith, 2013). Debido a la clonalidad, el
contenido endégeno esta en funcién de la cantidad de lecturas que se hayan
obtenido en la secuenciacion, es decir, entre mas se secuencie una libreria que
tiene alta clonalidad, el contenido endogeno disminuira por la alta cantidad de
lecturas. Para realizar una mejor comparacion de las librerias usadas en este
trabajo, seria bueno realizar un analisis similar al de (Cruz-Davalos y col., 2018).

En dicho estudio, los autores compararon la eficiencia de experimentos de captura
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de cromosoma Y para aumentar el contenido endogeno de dichas librerias. Para
comparar de una manera mas precisa, se realizd un submuestreo de las lecturas,
es decir, se realizaron proyecciones del total de lecturas contra la cantidad de
lecturas on-target, donde se evidencio que aquellas librerias con mayor contenido
endoégeno y menor clonalidad tenian mejores rendimientos. En el caso de este
estudio, la libreria con menos lecturas fue McM2_23171, por lo que el nimero de
lecturas del resto se deberian submuestrear al nUmero que tiene esta muestra. Si
eso se realizara, se podria haber hecho un analisis mas certero de la calidad y

complejidad de las librerias.

6.2. Extracciéon de ADNa

Actualmente no existe una manera certera de determinar qué muestras tendran
un mejor rendimiento en cuanto a contenido enddgeno (Baleka, 2019; Damgaard
y col., 2015). No obstante, en el estudio de (Wadsworth y col., 2017) se relacion6
la cantidad de proteinas con la presencia de ADNa, en los que se ha relacionado
la presencia de proteinas no colagénicas con la presencia de ADNa, a pesar de
no encontrar una correlacién directa. Por ejemplo, se podria pensar que aquellos
extractos que dieron un mayor rendimiento en la cuantificacion por medio de Qubit
darian un mayor porcentaje de contenido enddégeno. Por ejemplo, las muestras
McJ2_ 42114 y McJ2_16695, que tuvieron una concentracion de 39.4 y 39.6 ng/uL
respectivamente arrojaron un contenido endégeno de 0.21 y 0.01%
respectivamente. Por otro lado, las dos muestras que dieron el mayor rendimiento,
es decir, la McM2_19147 y la McJ2_9524 tuvieron una concentracion de 1.01 y
4.16 ng/uL respectivamente. Esto también se puede observar en las Figuras 12 y
14, donde se puede ver que no hay una tendencia que correlacione el contenido
endogeno y la concentracion de ADN del extracto, tanto obtenido por Qubit como
en BioAnalyzer.

Como tal, la recuperacion de contenido endégeno es complicada debido a que
representa solo una pequefia fraccion del ADN total extraido. Aunque existen
excepciones (Fu y col., 2014; Seguin-Orlando y col., 2014), en la mayoria de
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extractos de ADN el contenido enddgeno puede llegar a representar menos del
1% (Damgaard y col., 2015), tal como ocurrié en las muestras que se procesaron,
donde sélo 2 del total de muestras procesadas obtuvieron un porcentaje mayor a
1% de contenido enddgeno. Esto no significa que el resto de las muestras no se
puedan utilizar para posteriores analisis poblaciones, pues en un estudio de
Baleka (2019), realizado con restos de un elefante siciliano antiguo, logré obtener
solamente 0.04% de contenido enddgeno después de realizar un protocolo de
capturay enriquecimiento (originalmente habia obtenido 0.02%), lo que le permitid
realizar la reconstruccion del genoma mitocondrial del animal, sin embargo se
tuvieron que desechar el resto de las muestras debido al nulo contenido endégeno

que presentaron.

Al menos en cuanto a la extraccion, esto sucede porque aungue a la fecha existen
muchos métodos novedosos para la extraccion de ADNa, alun no existe un
método que extraiga de manera selectiva el ADN enddgeno, sino que se extrae
el ADN total de la muestra, el cual puede incluir ADN de microorganismos,
ambiental, y ADN contaminante (Damgaard y col., 2015; Orlando y col., 2021)
proveniente de la manipulacion del laboratorio o proveniente del momento en el
gue el reto fésil es excavado y extraido para su almacenamiento. No obstante,
tomando en cuenta el porcentaje de contaminacién humana que se encontrg en
las muestras tras el mapeo (Cuadro 10), es evidente que el procesamiento en el
laboratorio de ADNa fue realizado de la manera correcta, por lo que podemos
inferir que el ADN no enddégeno en los extractos proviene de las fuentes

contaminantes anteriormente mencionadas.

6.3. Construccién de librerias gendmicas.

Para obtener secuencias de ADNa, fue necesario construir librerias gendmicas a
partir de los extractos. Posteriormente se llevd a cabo la secuenciacion en la
plataforma lllumina NextSeq 550, que obtiene las lecturas mediante sintesis. Para
este trabajo, como se especifica en la seccion 4.2.8, se construyeron librerias
genomicas de doble cadena tomando en cuenta el protocolo de (Meyer y Kircher,
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2010) Este protocolo tiene tres pasos basicos: reparacion de extremos, ligacion
de adaptadores, y rellenado de espacios. El primer paso consiste en hacer que la
ADN polimerasa T4 repare los extremos dafiados para obtener extremos romos.
Aprovechando dichos extremos, se puede realizar la ligacion de los adaptadores
P5y P7 alos extremos de las moléculas reparadas con la ayuda de la ADN ligasa

T4. Por ultimo, se realiza el rellenado de espacios con ayuda de la Bst polimerasa.

A pesar de que este método ha demostrado ser eficiente y ha sido utilizado en
mucho estudios de proboscideos antiguos (Chang y col., 2017; Dehasque vy col.,
2021; PeCnerova y col., 2017; van der Valk y col., 2021), una de sus mayores
desventajas es que la ligacion de adaptadores no es direccional, lo que quiere
decir que es posible que una molécula tenga dos adaptadores iguales en ambos
extremos, lo que promueve la pérdida de moléculas. Adicionalmente, el protocolo
requiere de varios pasos de limpieza, lo que también ocasiona la pérdida de
moléculas que pueden contener secuencias Unicas del organismo a secuenciar.
Esta es otra de las razones que explican el bajo rendimiento de la mayoria de las

muestras procesadas.

Existen otros protocolos de librerias de cadena doble, como BEST, que tiene la
ventaja de que se realiza en el mismo tubo, utilizando desnaturalizacion por
temperatura en lugar de pasos de limpieza entre reacciones, lo que se ha
demostrado que aumenta la complejidad de las librerias, ademas de reducir el
tiempo y costo de procesamiento (Carge y col., 2018; Kapp y col., 2021)

Otra solucién para esta cuestion seria optar por la construccion de librerias de
cadena sencilla (Seccién 1.6). Esta ultima metodologia ha demostrado tener
mayor sensibilidad para muestras con poca biomasa, ademas de que permite una
mayor seleccion de fragmentos con dafio post-mortem presentes en el extracto,
lo que da como resultado un mayor rendimiento de contenido enddégeno en las
librerias (Gansauge y Meyer, 2013; Orlando y col., 2021). Al menos para mamuts,
este método se ha utilizado con éxito en el estudio de (van der Valk y col., 2021)

para procesar algunas de las muestras que analizaron. Sin embargo, en dicho
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estudio también se utilizd el protocolo de Meyer y Kircher para procesar las
muestras mas antiguas (mas de 1 Ma), las cuales se recuperaron del Permafrost.
Por otro lado, en el estudio de Baleka (2019), donde se utilizaron muestras que
provenian de entornos templados y subtropicales, y la mayoria de las muestras
se procesaron siguiendo un protocolo de construccion de librerias de cadena
sencilla. Considerando el tipo de clima predominante en México seria conveniente
pensar en una estrategia de construccion de librerias de cadena sencilla para
aumentar el rendimiento de ADN enddogeno de estas muestras.
Desafortunadamente, una de las limitaciones de este tipo de metodologias es su
alto costo y el tiempo que pueden llegar a tomar (hasta dos dias) (Gansauge y
col., 2017; Gansauge y Meyer, 2013; Orlando y col., 2021).

Para solucionar este problema, Kapp y col., (2021) han desarrollado una nueva
metodologia que utiliza una ligacion direccional y entablillada, lo que permite que
ambos adaptadores se liguen de manera simultanea a ambos lados del fragmento
de ADN en la orientacion correcta, denominada reaccion de Santa Cruz. Esta
metodologia ha probado ser eficiente, rapida y no tan elevada en costos, lo que
permitiria aumentar el rendimiento de las muestras que se utilizaron en este
estudio, considerando que se ha utilizado en megafauna proveniente del
Pleistoceno, como bisontes, perezosos antiguos (Mylodon darwinii), e inclusive
un oso polar de mas de 100,000 afios de antigiedad (Shapiro y col., 2004; van
Geel y col., 2022; Wang y col., 2022).

6.4. Preservacion del ADNa en dentina

Tomando en cuenta los objetivos del presente estudio, se realizaron las
comparaciones entre la cantidad de contenido enddgeno y las caracteristicas de
las piezas de las que se obtuvieron las muestras. Las primeras comparaciones
gue se hicieron fueron entre el tipo de material del que se obtuvieron, es decir, si
provenian de la dentina de un molar en posicién anatémica o de la dentina de un
molar “suelto”. Al estar en posicion anatdomica, se creyo posible que la

preservacion fuera mejor al estar en un ambiente menos expuesto en

54


https://paperpile.com/c/JLzegI/oVx9
https://paperpile.com/c/JLzegI/nLUnO+ndeK+1xi3
https://paperpile.com/c/JLzegI/nLUnO+ndeK+1xi3
https://paperpile.com/c/JLzegI/PG8Z
https://paperpile.com/c/JLzegI/ZhRL+0CtQ+66XZ
https://paperpile.com/c/JLzegI/ZhRL+0CtQ+66XZ

comparacion con los otros molares. De acuerdo a los resultados obtenidos en la
gréfica de caja de la Figura 6 y la prueba estadistica descrita en la Seccion 5.5,
se puede observar que la distribucidén de las cantidades de contenido enddgeno
es similar en ambos materiales. En cuanto a los Cuadros 10y 11, se muestra que,
de las dos muestras con mayor contenido enddgeno, es decir, la McM2_19147,
la que obtuvo una mayor cantidad de contenido endégeno fue un molar “suelto”.
No obstante, en la Seccion 5.5 se obtuvo que el valor de p de la diferencia entre
los dos tipos de materiales no es significativo, por lo que podemos decir que no
es determinante en cuanto a la cantidad de contenido endégeno que se puede
obtener de ellas, al menos considerando molares en su posicion anatémica o

separados de la mandibula.

Esto sucede porque ambas muestras fueron muestras de dentina. El diente de
mamut, como se muestra en la Figura 1, esta formado por tres tipos de tejido:
dentina, cemento y esmalte. A pesar de que la dentina suele ser el material
preferido para analisis paleogendmicos, es importante comprender la
composicion del hueso, asi como las diferencias entre estos tres tipos de tejido
para tratar de entender las diferencias que puede haber entre la preservacion de
ADNa en cada uno de ellos.

Se debe mencionar que los dientes también estan formados por tejido éseo, por
lo que es importante conocer la estructura del hueso para entender la
preservacion de ADNa en la dentina. La mayoria de la estructura del hueso esta
compuesta de dos fracciones: la organica y la inorganica. La fraccion inorganica
estd compuesta de hidroxiapatita (HAP) carbonatada (donde se postula que el
ADN se adsorbe), mientras que la fraccibn organica estd compuesta
mayoritariamente por colageno tipo 1 (90% aprox.), asi como otras proteinas no
colagénicas y glicoproteinas (Campos y col., 2012; Kendall y col., 2018). La
bioapatita y el colageno se relacionan de la siguiente manera: el colageno forma
fibrillas, las cuales se estabilizan unas a otras mediante los enlaces que se forman
al agregarse entre si. Al entrelazarse, las moléculas de colageno dejan pequefios

espacios entre ellas (40 nm aprox), donde la apatita tiene oportunidad de formar
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su estructura cristalina, y mineralizar la estructura de colageno por dentro y sobre
la superficie, formando la estructura de los huesos, como se muestra en la Figura
11 (Campos y col., 2012). Es importante también mencionar que este crecimiento
es a expensas del agua que pueda contener la estructura fibrilar del colageno; es
decir, a medida que la apatita aumenta su estructura de tamafio, la hidratacion del
hueso disminuye. El tejido maduro de hueso tiene, en promedio, 46% de
coldgeno, 46% de HAP y 8% de agua (Campos y col., 2012). No obstante, harian
falta estudios del papel que juegan otro tipo de proteinas en la preservacion de
ADN, pues en el estudio conducido por Cappellini y col. (2012) se encontré que
el proteoma del mamut, al menos lo obtenido de una muestra de fémur, estaba
compuesto en su mayoria por proteinas de la matriz extracelular no colagénicas

y s6lo un 9% de colageno.
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Figura 17. Proceso de mineralizacion del tejido 6seo mediante la union del
colageno y la HAP. Imagen modificada de Campos y col. (2012).
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Algo importante a considerar en cuanto a los restos fosiles es la porosidad del
hueso que se analiza. El hueso es un tejido vascularizado, por lo que en cuanto
el organismo comienza los procesos de degradacion de tejidos blandos, como las
venas y arterias, se generan poros que pueden dejar al hueso vulnerable a
filtraciones del ambiente, o microorganismos, lo que quiere decir que un tejido
mineralizado mas compacto tendré una mejor conservacion del material genético
(Campos y col., 2012; Kendall y col., 2018).

Observando las fotografias disponibles de las piezas dentales (Cuadro 9), es
dificil hacer alguna inferencia a simple vista de la porosidad de las piezas; por
ejemplo, la pieza de la muestra McJ2_16695 aparentemente se ve porosa,
grisacea, y parece una piedra. Sin embargo, obtuvo un mejor rendimiento que
piezas que se observan mejor preservadas, como la McM2_Molar_negro o la
McM1_2139. También obtuvo un rendimiento similar a la McM2_2140, que se ve
aparentemente mejor preservada. Esto se debe a que el tamafio de los poros es
muy pequefio, de la orden de nanémetros (Kendall y col., 2018), por lo que para
analizar cada muestra se deberia hacer un analisis microscopico, aunque su
viabilidad deberia considerarse debido a que podria ser costoso para los
laboratorios. Esto coincide con estudios previos, donde se ha encontrado que el
hueso petroso, el mas denso del cuerpo de los mamiferos, suele presentar mejor
rendimiento de contenido enddégeno que otro tipo de huesos (Gambay col., 2014;
Jarkov y col., 2009). De hecho, en el estudio de Baleka (2019), la muestra que dio
mejor rendimiento de ADNa enddgeno y la Unica que no fue desechada fue la que
provenia del hueso petroso del elefante siciliano. Seria recomendable para
obtener un mejor rendimiento de ADNa endogeno de los individuos de este
estudio comparar el porcentaje de ADN endogeno del hueso petroso de los

mamuts.

A la fecha, no se conocen del todo los procesos moleculares que intervienen en
la preservacion del ADN durante su degradacion, sin embargo se sabe que el
ADNa se preserva al asociarse a la estructura cristalina de la HAP por medio de

adsorcion, asi como al asociarse con la estructura fibrilar del colageno (a esta
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tltima no se tiene certeza de cOmo suceda esta asociacion) (Kendall y col., 2018).
Comprender mejor los procesos de degradacion del tejido dental y de las
proteinas dentro de él es de suma importancia para tener mas certeza en cuanto

a la seleccion de muestras para su analisis paleogenémico.

En cuanto a los distintos tejidos que hay en los dientes, que también son huesos,
podemos encontrar que los que mas se han analizado en estudios de ADNa y su
rendimiento son la dentina y el cemento. En un estudio de 2015, (Damgaard y
col., 2015) realizaron la comparaciéon del ADNa enddgeno que se obtenia del
cemento y de la dentina de dientes humanos antiguos. En dicho estudio,
encontraron que el mayor rendimiento de ADNa enddgeno se encontraba en el
cemento de las raices en comparacion con la dentina. La explicacion que
propusieron es que la dentina es la zona del diente que mayor contacto tiene con
la cavidad pulpar, que es vulnerable a ataques por parte de microorganismos, lo
gue puede provocar la mayor degradacion del material genético, al contrario del
cemento, que se encuentra en la zona mas exterior de los dientes (Damgaard y
col., 2015).

AUn asi, para muestras de mamuts, es complicado llegar a una zona cercana a la
cavidad pulpar debido al tamafio de los molares; de hecho, en el Cuadro 9 se
puede observar que no todos los molares estaban completos, o no en todos se
muestran las raices (donde estaban las cavidades pulpares). Alun asi, se puede
observar que la muestra McM2_19147 es un fragmento de raiz de molar, lo que
podria explicar su alto rendimiento de contenido endégeno en comparacién con
el resto de las muestras. De la muestra McJ2_9524 no hay fotografia disponible,

por lo que no se puede comparar con respecto al resto de las muestras.

Por otro lado, el esmalte, aunque también forma parte del tejido de los dientes, es
casi completamente mineral, por lo que suele preferirse para andlisis de is6topos
y elementos traza (Kendall y col., 2018). Una mejor comparacién entre tipos de
materiales seria entre el cemento y la dentina de los molares que se pudieran

obtener.
58


https://paperpile.com/c/JLzegI/pd2d
https://paperpile.com/c/JLzegI/FLXvh
https://paperpile.com/c/JLzegI/FLXvh
https://paperpile.com/c/JLzegI/FLXvh
https://paperpile.com/c/JLzegI/FLXvh
https://paperpile.com/c/JLzegI/pd2d

6.5. Sexo de los individuos

De acuerdo a lo observado en los resultados de la Figura 7, se podria decir que
el ADN enddgeno de las hembras alcanzé un rango mayor que aquel alcanzado
por las muestras pertenecientes a individuos machos. En esta gréfica se
removieron las dos muestras que mejor rendimiento tuvieron, ambas
pertenecientes a hembras, para una mejor visualizacién de los resultados. En
especies con dimorfismo sexual los procesos tafondémicos como la
descomposicion o erosion pueden llevar a estados diferenciales de preservacion
de fésiles de machos y hembras (Pe¢nerova y col., 2017). De cualquier forma, a
pesar de que los restos fosiles mas grandes suelen tener una degradaciéon mas
lenta (Behrensmeyer, 1978) (en este caso, los de los machos, que suelen ser de
mayor tamafo), no se han encontrado diferencias de velocidad de degradacion
entre los sexos de megafauna, como los mamuts (loannidou, 2003), cuya
proporcién macho hembra, ademas, suele ser 1:1 (Pe€nerova y col., 2017). Esto
esta de acuerdo con los resultados obtenidos, donde, a pesar del mayor rango
alcanzado por las hembras, la diferencia con los machos no es significativa, lo
gue quiere decir que la preservacion de ADN en los fosiles de mamut no es
dependiente del sexo, 0 al menos no se pudo observar dicha dependencia en

estas muestras.

6.6. Condiciones climaticas y del suelo.

Los métodos experimentales y el proceso de degradacion del hueso no son los
unicos factores involucrados en la conservacion del ADNa en restos fosiles. Los
factores del clima y el suelo juegan un papel sumamente importante en esta
cuestion. Ya que el dafio al ADN se acumula a lo largo del tiempo, su preservacion
es dependiente del tiempo, por lo que se espera que a mayor edad haya un menor
contenido de material genético (Shapiro y col., 2019). No obstante, esto depende
también de la temperatura y la humedad. Por ejemplo, el ADNa ha demostrado
conservarse muy bien en ambientes como el permafrost (Campos y col., 2010;
Shapiro y col., 2004; van der Valk y col., 2021) o en cuevas (Bollongino y col.,

2008), donde la temperatura es baja, constante y la humedad minima. Hace
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algunos afios no se pensaba que en regiones con climas calidos y humedos se
pudiera preservar el ADN, sin embargo, estudios demuestran que si es posible
encontrar ADNa en estas regiones (Bravo-Lopez y col., 2020; Guzman-Solis y
col., 2021; Taketani y col., 2022; Villa-Islas y col., 2022).

Ademas de la temperatura y la humedad, es importante tomar en cuenta el suelo
donde los restos antiguos fueron depositados. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se encontré6 que al menos para nuestras muestras, no existe
correlacion ni relacion lineal entre la profundidad a la que las muestras fueron
excavadas y el porcentaje de contenido endégeno presente en ellas. Aun asi, las
dos muestras con mayor porcentaje de contenido enddgeno estan a
profundidades menores que aquellas que no presentaron o presentaron muy bajo
contenido enddgeno (Cuadros 10 y 11), por lo que teniendo una cantidad mayor
de muestras se podrian establecer cortes de profundidad en los que se podria

esperar un mejor rendimiento.

Estos resultados estan de acuerdo con el estudio de sedaDNA (ADN antiguo
sedimentario) realizado por Moguel y col. (2021), en el que se realizaron analisis
metagendmicos de la diversidad existente en el lago de Chalco durante el
Holoceno. En dicho estudio, se observd que a medida que se alejaban de la
superficie, se encontraba menor biodiversidad, probablemente debido a que poco
ADNa podia sobrevivir a grandes profundidades. Por otro lado, Kendall y col.,
(2018), establece que los restos que son enterrados a grandes profundidades
suelen sobrevivir por mas tiempo, principalmente debido al poco acceso al
oxigeno, lo que las hace inaccesibles a bacterias aerdbicas que pueden llegar a
introducirse en los poros del hueso, y por tanto, a degradar el complejo de
colageno y HAP del hueso, lo que afectaria directamente la cantidad de ADNa
gue se puede obtener de los restos. También es necesario recordar que las placas
de la tierra estan en constante movimiento, lo que puede ocasionar que ciertos
restos queden expuestos u ocultos dependiendo del movimiento que se produzca
(Johnson y Harrison, 1990). Los restos de los mamuts no fueron enterrados

intencionalmente, de hecho, de acuerdo a los informes del equipo de
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paleontologia, se debe determinar si los mamuts cayeron en trampas naturales y
fueron después sepultados a lo largo del tiempo, por lo que se podria esperar, al
menos en este caso, que aquellos restos que se encuentren a mayor profundidad

sean mas antiguos, y por lo tanto, tengan un menor rendimiento de ADN.

Ademas de eso, se deben considerar las caracteristicas del suelo donde los
restos fueron encontrados. De acuerdo al informe anual del proyecto “La
prehistoria y paleoambientes del noreste de la Cuenca de México” (no publicado),
del cual este proyecto forma parte, los estudios tafonémicos para los restos de
mamut encontrados en Santa Lucia no han sido realizados. Un estudio tafonémico
se refiere al andlisis de la fosilizacion de algun resto, es decir, de los procesos
gue influencian la preservacion de un cuerpo tras su muerte. Esto puede incluir
analizar los organismos que intervienen en la descomposicién, las condiciones

del entierro, los elementos, del suelo, etc.

A pesar de que no existen dichos estudios sobre los individuos de este estudio, el
antecedente mas cercano es el del mamut de Santa Ana Tlacotenco. Gracias a
este estudio se logro definir que el mamut cayé en una trampa, donde murié y
posteriormente sus restos fueron sepultados por una serie de lahares, que son
flujos de sedimentos volcanicos que se movilizan desde las laderas de los

volcanes (Guilbaud y col., 2015).

Los estudios tafondmicos son de suma importancia para elucidar las condiciones
en las que un cuerpo se descompuso a través del tiempo. En el estudio de
Guilbaud se realizaron analisis del pH y de otros elementos que podrian haber
afectado la composicion del suelo. Al menos para este estudio, seria importante
conocer el pH del suelo donde se enterraron los muestras, pues se ha demostrado
gue cuando los cuerpos se descomponen, modifican el pH del suelo, volviéndolo
mas acido al producir los acidos humico y tanico (Gill-King, 1997.; Janaway,
2008). Los suelos acidos son mas agresivos que los suelos alcalinos con los
restos fésiles, mermando su conservacion, esto a pesar de que el colageno es

mas susceptible al pH alcalino que al acido (Kendall y col., 2018).
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Otro aspecto a considerar sobre estas muestras es que, al igual que el mamut de
Santa Ana Tlacotenco, se encontraron en una zona volcanica, y de hecho, de
acuerdo al informe anual del proyecto, en la zona de excavacion se encontré una
capa de ceniza volcanica. Por ejemplo, en el estudio de (Guilbaud y col., 2015) se
encontré que la ceniza volcéanica no tuvo efecto en modificar el pH del suelo
respecto a otras zonas donde no habia ceniza volcénica. Sin embargo, pudo
haber tenido un efecto “protector” al aislar al cadaver del exterior y haber sido
enterrado debajo de esta. Esto es algo que se ha visto en los cadaveres
encontrados en Pompeya, de donde se ha extraido ADNa con éxito, y donde se
ha sugerido que las cenizas volcanicas han tenido un papel importante en el
aislamiento de lo restos para su proteccion contra microorganismos (Cipollaro y
col., 2005; Scorrano y col., 2022).

Otro aspecto que se puede comparar es el color de los restos, que puede aportar
informacion sobre las caracteristicas del suelo de donde los restos fueron
obtenidos. Las capas del suelo pueden exhibir distintos regimenes quimicos, por
ejemplo, en las capas superiores hay mas presencia de oxigeno, y a medida que
aumenta la profundidad pueden tener lugar reacciones de reducciéon de Mn4*,
Fe3*, y en lo niveles mas profundos, reduccion de sulfatos, y presencia de metano.
Los huesos que estan en las capas anoxica suelen presentar colores cafés o
negros debido a la adsorcién de los 6xidos de hierro y manganeso a la superficie,
sumado a la interaccién con lo acidos humico y falvico, que también pueden dar
al hueso tal coloracion (Fernandez-Jalvo y Andrews, 2016; Kendall y col., 2018).
También, por ejemplo, el color negro puede estar relacionado al ataque por parte
de hongos, lo que puede provocar la degradacion del ADN (Fernandez-Jalvo y
Andrews, 2016). Esto es evidente en la muestra McM2_Molar_negro, pero
también en la McJ2_2021, la McM1_21920 y la McM1_2139. Por otro lado, la
muestra con mejor rendimiento de ADNa, es decir, al aMcM2_19147, muestra un
color naranja brillante (Cuadro 9), lo que indica que la tierra era rica en 0xido de
hierro (Fernandez-Jalvo y Andrews, 2016). Aun asi, se debe reconocer que el

numero de muestras es reducido, por lo que no se puede establecer de manera
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certera esta correlacion, seria bueno tener mas muestras con caracteristicas

similares, y evaluarlas.

6.7. Preservacion de ADNa

Al dia de hoy no se conoce a ciencia cierta cuales son los mecanismos de
degradacion o conservacion del ADN dentro del tejido del hueso. (Allentoft y col.,
2012) realizaron un estudio que intento dilucidar el decaimiento exponencial del
ADN en el qgue compararon 158 muestras antiguas datadas con C'4. En dicho
estudio, si bien pudieron establecer que el ADN mitocondrial se preserva mejor
qgue el nuclear, no se establecié una relacién concluyente entre la edad de las
muestras y la degradacion de ADN. Los autores concluyeron que la edad no era
necesariamente determinante en la conservacion de ADNa, pero que era una
mezcla de las condiciones tafonémicas (profundidad del entierro, pH, flujo de
agua, fluctuaciones del clima, incorporacién del cadaver al sedimento), y las

condiciones del tejido 6seo.

También en el 2017, (Kistler y col., 2017) realizaron un meta analisis tomando en
consideracion datos gendmicos existentes para analizar el decaimiento del ADN
a lo largo del tiempo. Ellos determinaron que no existe una correlacion entre la
cantidad de fragmentacién de ADNa y la edad, aun cuando las condiciones
ambientales son controladas, por lo que resaltaron la importancia de conocer
cémo las estructuras del tejido éseo y el ambiente crean un ambiente “cerrado”

gue permita una mejor preservacion del material genético.

Esto no quiere decir que la edad no se pueda tomar en consideracion. Los
resultados de datacion de las muestras que se analizaron en este estudio no estan
disponibles, sin embargo, no se descarta que se pueda encontrar alguna
correlacion entre la edad y el porcentaje de contenido enddégeno que se pueda
encontrar de ellas, considerando ademas que los estudios de Allentoft y col.
(2012) y Kistler y col. (2017) consideraron en su mayoria muestras obtenidas en

lugares que presentan climas frios. Otra consideracion en cuanto a edad, podria
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ser la edad de los individuos, es decir, si se trataba de un organismo adulto,
infantil, o juvenil, considerando que la dentadura de los proboscideos pasa por un
proceso de renovacion a medida que estos animales se desarrollan. En este
estudio s6lo tenemos la certeza de que los individuos correspondientes a las
muestras McM1_2139, McM2_2317, McJ2_952, McM2_2140y McJ2_18728 eran
considerados individuos infantiles. Son muy pocas muestras para realizar una
aseveracion sobre su rendimiento, a pesar de que una de ellas tuvo uno de los
dos mejores porcentajes (McJ2_9524, 1.85%), sin embargo, seria de interés
realizar una comparacion entre estas muestras y el resto si se tuviera la edad del

resto de los individuos.

6.8. Importanciay perspectivas de este estudio

La paleogendmica es un area del conocimiento que ha tenido un crecimiento
exponencial en las Ultimas décadas. Es una disciplina que abre una ventana hacia
el pasado para poder responder preguntas que emergen en el presente. Los
mamuts son un género de proboscideos que, como se dijo anteriormente,
poblaron casi todos los continentes y cuya extincion sigue siendo tema de debate
entre cientificos. A pesar de que las especies M. trogontherii y M. primigenius han
sido ampliamente estudiadas debido a la amplia disponibilidad de restos, y su
mejor conservacion gracias a los climas frios donde se encuentran, esto ha
generado un sesgo respecto al conocimiento que existe con respecto a M. columbi
y su historia evolutiva. A pesar de esto, creemos que es posible que este sesgo
se reduzca, pues gracias a las nuevas tecnologias y al desarrollo de nuevos
métodos experimentales, como los presentados aqui, sera posible echar un
vistazo al panorama del Pleistoceno en México a través de los datos generados a
partir de estas muestras. Por ejemplo, se podran realizar estudios de
reconstruccion de paleoambientes, afinidades genéticas, estructuras
poblacionales, y se podran generar todavia mas datos si las librerias construidas
para este estudio son sometidas a experimentos de captura y enriquecimiento,

con lo que se podran obtener datos de mayor resolucion.
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Es de suma importancia reconocer que el analisis de datos no es posible sin la
generacion de estos, y para eso es necesario que los métodos experimentales
sean realizados con precision, desde el muestreo hasta la construccién de
librerias. A través de este trabajo se puede comprender el papel que juega cada
uno de estos pasos en la generacion de datos paleogendémicos de calidad.
También se hace evidente que es necesario realizar mas estudios sobre los
mecanismos moleculares y bioquimicos que rigen la conservacion del ADNa
dentro del tejido 0seo, pues si se tiene mayor entendimiento de estos
mecanismos, se podria realizar una mejor seleccion de aquellas muestras que se
deben priorizar para su andlisis. Esto es necesario especialmente en lugares
cercanos a los tropicos como México, considerando ademas la naturaleza
destructiva de los muestreos y las cuestiones éticas que implica la destruccion de

las muestras, pues son patrimonio invaluable.

Por ultimo, hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio paleogenémico
de M. columbi en México que se ha realizado. A pesar de que las condiciones
climaticas son retadoras, este estudio demuestra que es posible realizar
paleogendmica sobre M. columbi en lugares donde hace algunos afios no se
pensaba que se pudiera recuperar este material genético. Es emocionante pensar
en todo el conocimiento que esta disciplina tiene el potencial de generar para la

mejor comprension del género Mammuthus y el orden de los proboscideos.
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7. CONCLUSIONES

Se lograron obtener muestras de molares y mandibulas pertenecientes a la
especie M. columbi, de las cuales se extrajo el ADN, y se construyeron librerias

gendmicas para su secuenciacion en la plataforma lllumina NextSeq550.

Se secuenciaron las muestras de ADN, se mapearon contra la referencia Loxv4
perteneciente a Loxodonta africana y se autentificoO la naturaleza antigua de
dichas secuencias, lo que representa la primera evidencia paleogenémica de M.
columbi en México, algo que debido a las condiciones climaticas de este pais y

edad de las muestras se llegb a pensar que no podria realizarse.

Se obtuvieron estadisticos de secuenciacion, poniendo especial atencién al
porcentaje de contenido enddgeno, ya que representa la fraccidon perteneciente a
los individuos. De acuerdo a esos datos, se realizaron comparaciones del
rendimiento considerando el tipo de material (molar suelto y molar en posicion

anatémica), sexo y profundidad de excavacion.

Se observl que para estas muestras no existe una relacion de tipo lineal entre el
rendimiento de contenido enddgeno y las variables evaluadas. No obstante, es
necesario considerar mas datos que aun no estan disponibles, como condiciones
tafondmicas, edad de las muestras y caracteristicas fisicas del tejido 6seo de
dichas muestras, pues es la combinacion de todos esos factores lo que realmente
dicta la preservacién del ADNa a lo largo del tiempo.
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ANEXOS

Anexo 1. Tablas utilizadas para construir las graficas de M. columbi

Los resultados experimentales de este trabajo, es decir, extracciones,
construccion de librerias e indexado de las muestras se encuentra en la siguiente
liga. Debido al tamafio del documento, dicha base de datos se encuentra en el

siguiente enlace para su mejor visualizacion.

https://drive.gooqgle.com/drive/folders/1jA9XclbaEramLkeGZXe-

oKtiDTgggKxx?usp=sharing

A pesar de que la tabla maestra fue la que se utilizé para construir las graficas
de caja y diagramas de dispersién, continuacion se presentan una por una para

Su mejor visualizacion.

79


https://drive.google.com/drive/folders/1jA9Xc1baEramLkeGZXe-oKtiDTqqqKxx?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1jA9Xc1baEramLkeGZXe-oKtiDTqqqKxx?usp=sharing

Cuadro Al.1. Relacién entre contenido endogeno y tipo de material (Figura 4).

MPA: molar en posicion anatomica.

ID Muestra Tipo de Material Porcentaje de contenido
endégeno (%)

McM1 2139 Molar 0.0
McM1_21920 Molar 0.1
McJ1_23463 MPA 0.4
McJ2_5917 MPA 0.1
McJ2_21602 MPA 0.1
McJ2_3279 MPA 0.0
McJ2_2021 MPA 0.1
McJ2_14852 MPA 0.0
McM2_24983 Molar 0.1
McJ2_42114 MPA 0.6
McM2_22683 Molar 0.2
McM2_Molar_negro Molar 0.0
McM2_23171 Molar 0.6
McM2_19147 Molar 3.5
McJ2_1639 MPA 0.2
McJ2_9524 MPA 2.2
McJ2_16695 MPA 0.0
McJ2_20343 MPA 0.1
McM2_2140 Molar 0.0
McJ2_18728 MPA 0.0
McJ2_3158 MPA 0.1




Cuadro Al.2. Relacién entre contenido endogeno y sexo molecular (Figura 5).

ID Muestra Sexo Porcentaje de contenido
enddogeno (%)

McM1_2139 NA 0.0
McM1_21920 Macho 0.1
McJ1l 23463 Hembra 0.4
McJ2_ 5917 Macho 0.1
McJ2_21602 Macho 0.1
McJ2_3279 NA 0.0
McJ2_2021 Macho 0.1
McJ2_14852 Macho 0.0
McM2_24983 Hembra 0.1
McJ2_42114 Macho 0.6
McM2_22683 Hembra 0.2
McM2_Molar_negro Macho 0.0
McM2_23171 Hembra 0.6
McM2_19147 Hembra 3.5
McJ2_1639 Macho 0.2
McJ2_9524 Hembra 2.2
McJ2_16695 NA 0.0
McJ2_20343 Hembra 0.1
McM2_2140 Hembra 0.0
McJ2_18728 Hembra 0.0
McJ2_3158 Hembra 0.1




Cuadro Al.3. Relacién entre contenido endogeno y profundidad minima de

excavacion (Figura 6).

ID Muestra Profundidad minima de Porcentaje de contenido
excavacion (m) enddgeno (%)

McM1_2139 NA 0.0
McM1_21920 1.45 0.1
McJ1l_23463 1.13 0.4
McJ2_5917 1.25 0.1
McJ2_21602 3.22 0.1
McJ2_3279 1.83 0.0
McJ2_2021 2.04 0.1
McJ2_14852 3.62 0.0
McM2_24983 1.7 0.1
McJ2_42114 1.38 0.6
McM2_22683 NA 0.2
McM2_Molar_negro NA 0.0
McM2_23171 0.76 0.6
McM2_19147 141 3.5
McJ2_1639 NA 0.2
McJ2_9524 1.07 2.2
McJ2_16695 1.5 0.0
McJ2_20343 2.14 0.1
McM2_2140 2.21 0.0
McJ2_18728 2.68 0.0
McJ2_3158 0.1




Cuadro Al.4. Relacién entre contenido endogeno y profundidad maxima de

excavacion (Figura 7).

ID Muestra Profundidad méxima de Porcentaje de contenido
excavacion (m) enddgeno (%)

McM1_2139 NA 0.0
McM1_21920 1.53 0.1
McJ1l_23463 1.79 0.4
McJ2_5917 1.65 0.1
McJ2_21602 3.53 0.1
McJ2_3279 1.85 0.0
McJ2_2021 2.1 0.1
McJ2_14852 3.82 0.0
McM2_24983 1.74 0.1
McJ2_42114 1.57 0.6
McM2_22683 NA 0.2
McM2_Molar_negro NA 0.0
McM2_23171 0.84 0.6
McM2_19147 1.46 3.5
McJ2_1639 3.3 0.2
McJ2_9524 NA 2.2
McJ2_16695 1.68 0.0
McJ2_20343 2.62 0.1
McM2_2140 2.24 0.0
McJ2_18728 3.02 0.0
McJ2_3158 2.7 0.1




Cuadro Al.5. Relacién entre contenido endogeno y cuantificacion de ADN

realizada en Qubit (Figura 8).

ID Muestra Concentracién de ADN Porcentaje de contenido
(ng/uL) endégeno (%)

McM1_2139 3.64 0.0
McM1_21920 3.9 0.1
McJ1l_23463 7.64 0.4
McJ2_5917 3.42 0.1
McJ2_21602 5.44 0.1
McJ2_3279 53 0.0
McJ2_2021 4.52 0.1
McJ2_14852 7.96 0.0
McM2_24983 3 0.1
McJ2_42114 394 0.6
McM2_22683 1.61 0.2
McM2_Molar_negro 5.86 0.0
McM2_23171 1.09 0.6
McM2_19147 1.01 3.5
McJ2_1639 24.8 0.2
McJ2_9524 4.16 2.2
McJ2_16695 39.6 0.0
McJ2_20343 4.26 0.1
McM2_2140 1.25 0.0
McJ2_18728 4.9 0.0
McJ2_3158 8.84 0.1
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BioAnalyzer.
ID Muestra Concentracion de ADN Porcentaje de contenido
(ng/uL) endogeno (%)
McM1_2139 4.50 0.0
McM1_21920 4.93 0.1
McJ1l_ 23463 7.22 0.4
McJ2_5917 10.43 0.1
McJ2_21602 3.30 0.1
McJ2_3279 7.60 0.0
McJ2_2021 4.65 0.1
McJ2_14852 8.19 0.0
McM2_24983 5.16 0.1
McJ2_42114 3.37 0.6
McM2_22683 8.07 0.2
McM2_Molar_negro 3.70 0.0
McM2_23171 8.50 0.6
McM2_19147 3.30 35
McJ2_1639 8.18 0.2
McJ2_9524 6.13 2.2
McJ2_16695 8.21 0.0
McJ2_20343 4.83 0.1
McM2_2140 6.30 0.0
McJ2_18728 4.87 0.0
McJ2_3158 6.88 0.1

Cuadro Al.6. Relaciéon entre contenido endogeno y cuantificacién de ADN realizada en
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Anexo 2. Scripts de procesamiento bioinformatico

Script para mapeo contra genoma de referencia.

##H# Written by Maria (maricugh@gmail.com)

Hi#

### New modification August 2013 nit now uses mapDamage2 and rescales

### May 2014

### This script is based on Clean-map-call.V1.1.sh modified by Maria for

### the analysis of Cony's samples at Stanford

### May 2015 further modified to include trimming/merging of pairs with adapter removal at the beginning

###Adapted to LIIGH cluster

#Your job name

#$-N Trim_map_script_v

#Use current working directory

#$-cwd

#Join stdout and stderr

#$jy

# Run job through bash shell

#3$-S /bin/bash

#Send an email after the job has finished

#$-m e

#$-M angeles.tvgz@gmail.com

#If modules are needed, source modules environment (Do not delete the next line):
. letc/profile.d/modules.sh

### Arguments are

##H $1=sample

### $2=path to reference

#A report is sent to the email below

# change email to receive results there
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EMAIL="angeles.tvgz@gmail.com'
##HPreparing data: Cleaning and reporting stats

## $1 is the file that is taken as the first parameter of the program (e.g.in: ./program.sh file.txt ; file.txt is
saved in the $1 variable)

for file in *bz2

do

base="basename $file .bz2"

## Run adapterRemoval

#module load adapterremoval/1.5.4

#AdapterRemoval --filel <(bzcat $filel) --trimns --trimqualities --qualitybase 30 --minlength 30 --discarded
$basel.trim.discarded --settings $basel.trim.settings | bzip2 > $basel.txtcleaned.fq.bz2

#mail -s "$1 Trimming done" $EMAIL < $basel.trim.settings
### Mapping

#Change base

module load htslib/1.2.1

module load gcc/5.1.0

module load bwa/0.7.13

module load samtools/0.1.19

bwa aln -1 16 -n 0.01 -t 16 $1 <(bzcat $base.bz2) | bwa samse $1 -r '@RG\tID:$base\tSM:$base' - <(bzcat
$base.bz2) |samtools view -bSh - > $base.bwa.all.bam #to keep track of REAL endogenous content

echo "$base" >> $base\ REPORT.txt

#echo "Total sequences" >> $base\ REPORT.txt

samtools view -c $base.bwa.all.bam >> $base\ REPORT.txt
samtools view -bh -F4 -q 30 $base.bwa.all.bam > $base.bwa.bam
#Sort with samtools

samtools sort $hase.bwa.bam $base.bwa.sort

#echo "Before collapse" >> $base\_REPORT.txt

samtools view -c $base.bwa.sort.bam >> $base\ REPORT.txt

#Rmdup

samtools rmdup -s $base.bwa.sort.bam $base.bwa.sort.rmdup.bam
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#echo "After collapse” >> $hase\ REPORT.txt
samtools view -c $base.bwa.sort.rmdup.bam >> $hase\ REPORT.txt
#keep only uniquely mapped

samtools view -h $base.bwa.sort.rmdup.bam |grep -v 'XT:A:R'|grep -v 'XA:Z' |awk
{if($0~/X1:i:0/||$0~/"@/)print $0} | samtools view -bS - > $base.bwa.sort.rmdup.unig.bam

#echo "After removing paralogs" >> $base\ REPORT.txt

samtools view -c $base.bwa.sort.rmdup.uniq.bam >> $base\ REPORT.txt
#Fastgc of mapped reads

module load fastqc/0.11.3

module load r/3.2.1

fastqc -f bam $base.bwa.sort.rmdup.unig.bam y

samtools mpileup -f $1 -C 50 $base.bwa.sort.rmdup.unig.bam | tee $base.bwa.sort.rmdup.uniq.pileup | awk

if($31="*"{sum+=$4}END{print sum/NR "\n" NR}' >> $base\ REPORT.txt
#make index

#echo "Mapped reads average length" >> $base\ REPORT.txt

samtools view $base.bwa.sort.rmdup.unig.bam |awk {SUM+=length($10);DIV++}END{print SUM/DIV}' >>

$base\ REPORT.txt

mail -s "$base mapping finished" $EMAIL < $base\_REPORT.txt
module load mapdamage/2.0

##

mapDamage -i $base.bwa.sort.rmdup.unig.bam -r $1

done

exit;
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Script para sexamiento de los organismos.

module load samtools

#Bam files need to be indexed !!

#names list already exists in a .names file

name=$1,;

ext=$2;

# Count reads in X and 8 chr

chrX="samtools view -c -q 30 ${name}${ext} Lx4chrX

chr8="samtools view -c -q 30 ${name}${ext} Lx4chr8"

# Calculate proportion of reads to chr size --> Chr 8 is used because it's almost the size of chr X
chrXNorm="echo ${chrx}/116625373 | bc -l | awk {print "0"$0}"

chr8Norm="echo ${chr8}/125256028 | bc -I | awk ‘{print "0"$0}"

# Obtain molecular sex. If the number calculated is near to 1, it's a female

#If number is near 0.5, it's a male --> they are haploid for X chr, and females diploid
#echo -e "$chrXNorm / $chr8Norm\n*

sex="echo $chrXNorm/$chr8Norm | bc -I | awk {print "0"$0}' | awk {printf "%0.3f",$0}"

echo -e "${name}\t${sex}";
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Script para estimar contaminacion humana.

#!/bin/bash

module load samtools
name=$1;

ext=$2;

fgvl="bzcat
/mnt/Cromosoma/mavila/atavares/Mammoths_SL/Mammoth_Analysis/Collapsed_sequences/${name} L001
-4_R1-2_001.fastg.collapsed.bz2 | wc -I';

FQV1="echo ${fqv1}/4 | bc -l | awk {printf "%0.0f",$0}";

cHum="samtools view -F 4 -q 30
/mnt/Cromosoma/mavila/atavares/Mammoths_SL/Mammoth_Analysis/Loxv4_v2/${name}${ext} | awk Yif
(($0 1~ Ir@/) yy ($3 ~ IHG/)) {print $0} }' | we -I';

contH="echo ${cHum}/${FQV1} | bc -I’;
contHF="echo "${contH}*100" | bc -l | sed 's/\./0./1g" ;
#echo -e "n: ${namel\tfiql: ${fqvitiq2: ${FQV1htcont: ${cHumNtcomt% ${contHF}";

echo -e "${nameM${FQV1t${cHumM$S{contHF}";
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Anexo 3. Gréaficos de patrones de dafio de las muestras procesadas en este

trabajo.
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Anexo 4. Script para la obtencion de graficos en RStudio.

#Creado por Angeles Tavares como parte del proyecto de tesis

#Analisis comparativo de la cantidad de ADN endégeno de molares de mamuts (Mammuthus columbi)
#excavados en Santa Lucia, Estado de México

#angeles.tvgz@gmail.com

#Crear dataframe GENERAL

Extracciones.df <- read.csv("Registro_Tesis_R.csv", sep =",", header = TRUE)

#Crear dataframe GENERAL sin outliers

Extracciones.df.no <- read.csv("Registro_Tesis_R_NO.csv", sep =",", header = TRUE)

#Cargar paquetes (deben estar previamente instalados utilizando el comando install.packages())
library(ggplot2)

library(wesanderson)

library(ggsignif)

library(ggpubr)

#Crear boxplots

#Boxplot de Tipo de material y porcentaje de contenido endégeno

ggplot(data = Extracciones.df, aes(x = Material, y = Endo_cont1, color = Material, na.rm = TRUE, fill =

Material)) +
geom_boxplot(na.rm = TRUE) +
scale_color_manual(values = wes_palette("Darjeelingl")) +
geom_signif(comparisons = list(c("MPA", "Molar")), map_signif_level=TRUE)+
labs(y = "Porcentaje de contenido enddgeno") +

ggtitle("Contenido endogeno por tipo de material”)
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#Boxplot de Sexo y porcentaje de contenido enddgeno
ggplot(data = Extracciones.df, aes(x = Sexo, y = Endo_cont1, color = Sexo, na.rm = TRUE, fill = Sexo)) +
geom_boxplot(na.rm = TRUE) +
scale_color_manual(values = wes_palette("Darjeelingl")) +
geom_signif(comparisons = list(c("Macho", "Hembra")), map_signif_level=TRUE)+
labs(y = "Porcentaje de contenido endégeno”) +
ggtitle("Contenido endégeno por Sexo")
#SCATTERPLOTS
#scatterplot del contenido enddgeno de ADN con relacion a la profundidad minima de excavacion
ggplot(data = Extracciones.df, aes(x = Min_Depth, y = Endo_contl, na.rm = TRUE)) +
geom_point(na.rm = TRUE) +
scale_color_manual(values = wes_palette("Darjeelingl")) +
labs(y = "Porcentaje de contenido endégeno”, x = "Profundidad minima de excavacion (m)") +
gatitle("% de contenido enddgeno vs profundidad minima de excavacion”)
#scatterplot del contenido endégeno de ADN con relacion a la profundidad maxima de excavacion
ggplot(data = Extracciones.df, aes(x = Max_Depth, y = Endo_contl, na.rm = TRUE)) +
geom_point(na.rm = TRUE) +
scale_color_manual(values = wes_palette("Darjeelingl")) +
labs(y = "Porcentaje de contenido enddgeno”, x = "Profundidad maxima de excavacion (m)") +
gatitle("% de contenido enddgeno vs profundidad maxima de excavacion™)
#scatterplot del contenido enddgeno de ADN con relacién a cuantificacion en BioAnalyzer
ggplot(data = Extracciones.df, aes(x = Conc_BioAnalyzer_nguL, y = Endo_cont1, na.rm = TRUE)) +
geom_point(na.rm = TRUE) +

scale_color_manual(values = wes_palette("Darjeelingl")) +



labs(y = "Porcentaje de contenido enddgeno”, x = "cuantificacion en BioAnalyzer (ng/uL)") +

ggtitle("% de contenido enddgeno vs ng/uL (BA)")

#scatterplot del contenido enddgeno de ADN con relacién a cuantificacion en Qubit tras extraccién

ggplot(data = Extracciones.df, aes(x = Conc_1.2_nguL, y = Endo_contl, na.rm = TRUE)) +

geom_point(na.rm = TRUE) +

scale_color_manual(values = wes_palette("Darjeelingl")) +

labs(y = "Porcentaje de contenido endégeno”, x = "cuantificacién en Qubit (ng/uL)") +

gatitle("% de contenido enddgeno vs ng/pL (Qubit)")

#Test de u de Mann-Whitney para observar si hay significancia en los boxplots

#de contenido enddgeno por sexo y por tipo de material

#Crear vectores para tipo de Material

Molar = ¢(0.0031, 0.0421, 0.0635, 0.1123, 0.0019, 0.3705, 2.2187, 0.0079)

MPA = ¢(0.2335, 0.0412, 0.0429, 0.0037, 0.0930, 0.0209, 0.2125, 0.1380, 1.8499, 0.0050, 0.04596, 0.0013,

0.0620)

#Crear vectores para Sexo

Macho = ¢(0.4213, 0.4124, 0.4298, 0.9303, 0.209, 0.2125, 0.0019, 0.1380)

Hembra = ¢(0.2333, 0.0635, 0.1123, 0.3705, 2.2187, 1.8499, 0.4596, 0.0079, 0.0013, 0.0620)

#Realizar prueba para tipo de Material

wilcox.test(Molar, MPA)

#Realizar prueba para Sexo

wilcox.test(Macho, Hembra)

#ANALISIS DE RESIDUALES

# Dataframe de residuales
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Residuales.df <- read.csv("Registro_Tesis_R_Residuales.csv", sep =",", header = TRUE)

#Grafico de residuales de profundidad minima

ggplot(data = Residuales.df, aes(x = ID.Sample, y = residual_mind, na.rm = TRUE)) +

geom_point(na.rm = TRUE) +

labs(y = "Residuales", x = "Muestras") +

ggtitle("Grafico de residuales de relacién de % de contenido endégeno

y profundidad minima") +

guides(x = guide_axis(angle = 90)) +

geom_hline(yintercept = 0)

#Gréfico de residuales de profundidad maxima

ggplot(data = Residuales.df, aes(x = ID.Sample, y = residual_maxd, na.rm = TRUE)) +

geom_point(na.rm = TRUE) +

labs(y = "Residuales”, x = "Muestras") +

gatitle("Gréfico de residuales de relacién de % de contenido endégeno

y profundidad méaxima") +

guides(x = guide_axis(angle = 90))+

geom_hline(yintercept = 0)

#Grafico de residuales de cuantificacion en Qubit

ggplot(data = Residuales.df, aes(x = ID.Sample, y = residual_Qubit, na.rm = TRUE)) +

geom_point(na.rm = TRUE) +

labs(y = "Residuales", x = "Muestras") +

ggtitle("Gréfico de residuales de relaciéon de % de contenido endégeno

y cuantifiacion en Qubit") +

guides(x = guide_axis(angle = 90)) +



geom_hline(yintercept = 0)

#Grafico de residuales de cuantificacion en BioAnalyzer

ggplot(data = Residuales.df, aes(x = ID.Sample, y = residual_BA, na.rm = TRUE)) +

geom_point(na.rm = TRUE) +

labs(y = "Residuales", x = "Muestras") +

ggtitle("Grafico de residuales de relacién de % de contenido endégeno

y cuantificacién en BioAnalyzer") +

guides(x = guide_axis(angle = 90)) +

geom_hline(yintercept = 0)

97



	a1820748d11841776072f03fbe18bd624e47248979d9b63a62c913faca2b8afb.pdf
	cc7f450812fe9130ca0a3a00bc9c424b27067a9a0986397748109b1f4edbb872.pdf
	4ba97951ad18671193c1d077d67033500e96121dce94b4c26f0fd3fb2c1bbfe3.pdf

	dc047e71d02a849e71bfa7beba00553b6fb26d5154d3326b845613195a7d4a2a.pdf
	a92540018da17b99679a52baccf230f6b83bd7b4df5982ea2896b969c7082393.pdf

	a1820748d11841776072f03fbe18bd624e47248979d9b63a62c913faca2b8afb.pdf
	cc7f450812fe9130ca0a3a00bc9c424b27067a9a0986397748109b1f4edbb872.pdf
	cc7f450812fe9130ca0a3a00bc9c424b27067a9a0986397748109b1f4edbb872.pdf
	cc7f450812fe9130ca0a3a00bc9c424b27067a9a0986397748109b1f4edbb872.pdf


