XVI}I Congreso Internacional
Conservacién y Restauracién
de Bienes Culturales

18th International Meeting on Heritage Conservation Estudio Cientifico y Documentacién (Oral)

Determinacion del origen animal de pergaminos histéricos a través

de analisis de ADN
Espejo T", Alvarez-Cubero MJ?, Saiz M*.

' Gabinete de Conservacion de Documento Grafico, Departamento de Pintura, Facultad de
Bellas Artes. Avda.Andalucia s/n, 18014. Universidad de Granada.
% Laboratorio de Identificacion Genética. Departamento de Medicina Legal y Toxicologia.
Facultad de Medicina. Universidad de Granada. Avda.Madrid 11,18071.Granada.

(Autor responsable: tespejo@ugr.es)

Introduccion
La investigacion acerca de los materiales y las técnicas de ejecucion empleadas en la
manufactura de un documento de archivo resulta imprescindible para su contextualizacion
histérica y cronolégica y su ubicacion geografica. Este conocimiento constituye ademas la base
necesaria para el establecimiento de adecuados protocolos de preservacion, conservacion y
restauracion.

El estudio del origen animal de pieles y pergaminos mediante analisis de ADN no es un tema
nuevo pues ya ha sido experimentado en bienes patrimoniales de caracter histérico [1, 2] y son
bien conocidos los trabajos que sobre los Rollos del Mar Muerto hiciera el Prof. Scott R.
Woodward en 1995 con el objeto de relacionar entre si los diferentes fragmentos encontrados
[3,4]. Sin embargo, los avances y la aplicacion de este método y su inclusién en los protocolos
de caracterizacion del documento grafico y el material de archivo no estan todavia ajustados.
La necesidad de una cantidad de muestra excesivamente grande para este tipo de Bien
Cultural, asi como la alteracion de la cadena de ADN procedente del material deteriorado
conlleva una problematica que ha condicionado considerablemente los métodos aplicados
hasta el momento para la tipificacion de la especie animal de procedencia que son
identificados, casi exclusivamente, mediante examen visual de los foliculos pilosos y su
interpretacion a partir de la comparacién con patrones establecidos [5].

Con motivo de la restauracion
del Alcoran de Cutar (siglo Xl
ca.) (figura 1), conservado en
el Archivo Histérico Provincial
de Malaga y de los estudios
que sobre él se realizaron, se
llevdo a cabo una completa
caracterizacion  tanto  del
soporte como de las tintas [6].

En el primer caso se procedio
siguiendo los métodos
tradicionales de observacion
de los foliculos pilosos v,

- - - - - gracias a la colaboracion con
el Departamento de Medicina Legal de la Universidad de Granada, se completé también con la
caracterizacion mediante analisis de ADN. Para ello debieron ajustarse tanto los protocolos de
extraccion de muestra como los de amplificacidon y secuenciacion de la técnica hasta obtener
los primeros resultados con éxito que se exponen en este trabajo y que corresponden al
analisis de los restos de pelo existentes en el manuscrito como consecuencia de una deficiente
depilacién durante el proceso de ejecucion de este soporte. Actualmente las investigaciones
continian con el desarrollo de una metodologia apropiada que nos permita ir reduciendo
progresivamente el tamafio de muestra asi como la obtencién de resultados positivos en
muestras degradadas. La validacion de este procedimiento se esta llevando a cabo sobre otros
documentos medievales pertenecientes a diferentes archivos granadinos con el objetivo ultimo
de incluir los resultados obtenidos en una base de datos de manuscritos datados que
contribuya a ampliar los conocimientos adquiridos sobre los origenes, manufactura, comercio y
distribucién del pergamino utilizado como soporte escritorio.
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Metodologia

El procedimiento para la extraccion del ADN depende del tipo de muestra y su calidad [7,8]. En
este caso, uno de los principales handicaps era obtener la maxima cantidad de ADN evitando
dafar la muestra. Asi, para el estudio del origen animal del pergamino empleado como soporte
de escritura en este ejemplar alcoranico, se tomaron muestras tanto de piel como de pelo. Para
las muestras de piel se extrajeron pequefios fragmentos de aquellas zonas menos relevantes o
mas degradadas. El otro tipo de muestra se tomé de particulas microscopicas correspondientes
al resto de pelo que habia quedado inserto en el foliculo piloso tras la depilacién de la piel
durante la manufactura del pergamino (figura 2); de este modo la accién de toma de muestra
no implicé alteracion sobre el manuscrito. El estudio se basé en
el anadlisis del ADN mitocondrial, concretamente en el gen del
citocromo b (cytb). Se adaptaron los protocolos basicos de
extraccion organica (fenol/cloroformo-alcohol isoamilico) [9] a
este tipo de material tan manipulado. Se disefiaron primers
escogiendo las principales especies utilizadas tradicionalmente
para la elaboracién de estos soportes: Ovis aries, Bos taurus,
Sus scrofa domestica y Capra aegagru [10] ajustandose a su vez
a un tamafo de amplicon menos de 200 pares de bases. La
secuenciacion se llevd a cabo usando ABI PRISM® BigDye
Terminator v1.1 y se analiz6 con ABlI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems®).

Una vez obtenida la secuencia del material amplificado, se
introdujo en BLAST (NCBI), Basic Local Alignment Search Tool
Figura 2. Folio 51v, restos de  [11], una herramienta gratuita online que permite comparar las
pelo y su disposicién en el folio secuencias problema con una base de datos que contiene todas
las especies caracterizadas hasta la fecha.

Resultados y Discusién

Las limitaciones que conlleva el estudio del patrimonio documental en relacién con el tamafio
de muestra son conocidas; asi mismo las condiciones de degradaciéon en que se encuentra
este patrimonio puede conllevar alteraciones en la cadena de ADN que impidan su correcta
identificacion.

La alteracion mas comun al trabajar con ADN de restos subfésiles y fésiles es la degradacion
de éste en pequefios fragmentos [12,13]. Para minimizar este problema, se ha de trabajar con
ADN mitocondrial ya que los especimenes o muestras de ADN antiguo (fésiles, manuscritos
antiguos...) estan altamente degradados y no suelen dar buenos resultados al tipar el ADN
nuclear. El estudio del ADN mitocondrial se centra en el gen del citocromo b, un pequefio
fragmento que es muy util para la identificacion de especies. La secuencia nucleotidica del gen
del citocromo b contiene informacion especie-especifica y se emplea tanto en investigaciones
filogenéticas como forenses [14].

Posteriormente, se amplifica el ADN mediante la técnica de la PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) para aumentar el nimero de copias de las regiones de interés. Uno de los grandes
problemas al trabajar con ADN antiguo ocurre durante el proceso de amplificacion ya que la
calidad de ADN no esta tan buena como en otro tipo de muestras. Las principales causas de la
pérdida de calidad en muestras de ADN antiguo son la fragmentacién del ADN y modificacion
nucleotidica, entre otros [15].

Una vez contrastada con la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), Las secuencias obtenidas a partir de los pelos del pergamino produjeron una
homologia del 100% con la especie Bos taurus (vaca) (figuras 3 y 4). Estos resultados nos
permitieron caracterizar el tejido y determinar la especie con la que se habia producido el
soporte de esta edicion del Coran.
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Figura 3. Folio 9r, cromatograma con
muestra del pergamino.

la secuencia de un fragmento del gen Cyt b en un

[ Get selected sequences ] [ Select all ] [ Deselect all ] [

Distance tree of results

>[[lgb|EF693798.1 Bos taurus cytochrome b (cytb) gene, complete cds; mitochondria.

Length=1140

Score = 459 bits (248), Expect = 3e-126

Identities = 248/248 (100%), Gaps = 0/248 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 AACGGAGCTTCAATGITTITITATCTGCTTATATATGCACGTAGGACGAGGCTTATATTAC 60
(RN RN R R R R R R RN R R R AR AR R R R R R RN R R R
Sbjct 253 AACGGAGCTITCAATGITTITITATCTGCTITATATATGCACGTAGGACGAGGCTTATATTAC 312

Query 61 GGGTCTTACACTTTTCTAGAAACATGARATATTGGAGTAATCCTICTGCTCACAGTAATA 120

(R RN R RN R R R NN RN R R RN
Sbjct 313 GGGICTTACACTTTTCTAGARACATGAAATATTGGAGTAATCCTICTGCTCACAGTAATA 372

Query 121 GCCACAGCATITATAGGATACGICCTACCATGAGGACAAATATCATICTGAGGAGCAACA 180

(RN RN N RN R RN R R R R R RN R R R R RN R RR RN RN
Sbjct 373 GCCACAGCATITATAGGATACGICCTACCATIGAGGACAAATATCATICIGAGGAGCAACA 432

Query 181 GTCATCACCAACCTCTITATCAGCAATCCCATACATCGGCACARAATTTAGTCGARATGARATC 240

(RN RN R R R RN R R R R AR RN RN RN
Sbjct 433 GICATCACCAACCICITATCAGCAATCCCATACATCGGCACAAATTTAGTICGAATGAATC 492

Query 241 TGAGGCGG 248
Lerrrend
Sbjct 493 TGAGGCGG 500

Figura 4. Folio 9r, secuencia contrastada en base de datos BLAST donde se observa la
homologia del 100% con la especie Bos taurus (vaca).

Conclusiones

Este trabajo abre un nuevo campo de investigacion sobre la aplicacion de metodologias de
analisis de ADN en materiales histéricos y constituye el punto de partida para la puesta a punto
de una metodologia de analisis especifica que permita la determinacion de la especie animal
de procedencia en pieles y pergaminos empleados en documentos graficos y de archivo a
partir del empleo de micromuestras. Con ello, se abren nuevas posibilidades en la investigacion
del documento grafico y bibliografico al permitir su identificacion disminuyendo el grado de

biodegradacion de la muestra [16].

Con todo, este trabajo supone un avance relevante en el procedimiento de analisis de ADN-
mitocondrial en pergaminos medievales utilizados como soporte de escritura pues supone una
nueva posibilidad de estudio y una reduccion considerable en el tamafio de la muestra
sustraida. Este, junto con otros estudios paralelos en ejecucién complementarios estan siendo
determinantes para la comprension del modo de confeccionar y preparar el pergamino para ser

utilizado como soporte de manuscritos arabes de al-Andalus.
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los manuscritos arabes de la Peninsula Ibérica (ss.X-XVII) (MAT2008-02008MAT, Plan
nacional [+D+]12008-2011).

13




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


