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RESUMEN

Varios estudios sugieren que el maiz fue domesticado a partir del teosinte (Zea mays spp. parviglumis)
en la region del Balsas a través de eventos de domesticacion que iniciaron en el centro de México
alrededor de 9 000 afios antes del presente. Aunque los mecanismos de desarrollo que dieron lugar a
estas transformaciones fenotipicas han estudiado desde una perspectiva antropocéntrica, se conoce muy
poco sobre los factores ambientales que influenciaron este proceso evolutivo.

En este proyecto, se obtuvo una seleccion de muestras paleobotanicas para realizar el analisis genético
de temporalidades correspondientes a periodos de sequia reportados con base en informacion
geoldgica. A partir del genoma antiguo de una muestra de maiz se utilizé la metodologia de bisulfito
para su posterior secuenciacion masiva. Al explorar los perfiles de metilacion identificados se concluye
que es posible identificar citosinas metiladas en funcion de la preservacion del ADN enddgeno.

ABSTRACT

Several studies suggest that maize was domesticated from Balsas teosinte (Zea mays spp. parviglumis)
through domestication events that initiated in Central Mexico circa 9,000 years before present (BP).
Although the developmental mechanisms that gave rise to this phenotypic transformation are studied
from a perspective centered in human selection, little is known about the environmental factors that
influenced this evolutionary process. In this project, the genomic methylation patterns of ancient
genomes are explored using a conventional bisulfite technique and massive sequencing. Few studies of
this type have been conducted in ancient crops, as the rate of DNA deamination must be taken into
consideration to avoid artifacts resulting from diagenetic processes.

In this project, we aim to better understand the influence of environmental factors in the genetic and
epigenetic constitution of ancient maize. A paleoclimatic reconstruction from the Holocene was made
based on geological reports. We then selected paleobotanical maize samples that presumably grew in
drought conditions 1500 years BP. Selected paleobotanical maize samples were bisulfite-treated and
further sequenced to identify methylated cytosines. We concluded that methylation profiles can be
identified in ancient maize samples if endogenous ancient DNA is preserved. In the future, correlating
methylation profiles of paleo-botanical maize samples with the environment may allow the
identification of adaptive effects that could have environmentally influenced the domestication of
maize during the Holocene in Mesoamerica.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

A. Las respuestas y adaptacion de las plantas al ambiente.
A.1 Definicién del ambiente

Las plantas han evolucionado un amplio rango de mecanismos que les permiten lidiar con diversos
factores ambientales, que pueden ser categorizados tanto como componentes bidticos como abioticos.
Se define como componente bidtico todos aquellos organismos simbiontes, parasitos, patdgenos,
herbivoros y plantas con las que compitan por recursos para un éptimo desarrollo. El componente
abidtico se define como todos aquellos recursos que son determinantes para el crecimiento de las
plantas: luz, humedad, temperatura, agua, nutrientes minerales y didxido de carbono ademés de viento,
radiacion o contaminacion (Koyro et al. 2002). Dentro de esta categoria podriamos mencionar algunos
ejemplos tales como temperatura (desde calor hasta el congelamiento), radiacion muy alta o muy baja,
estancamiento de agua o falta de ella, falta de nutrientes en el sustrato de crecimiento, salinidad
excesiva 0 sequia. Aunque no siempre se trata de condiciones extremas a las que se someten las
plantas, las fluctuaciones ambientales son importantes para su correcto desarrollo y el déficit o exceso
de cualquier factor es crucial.

El efecto de cada factor ambiental depende de la cantidad o intensidad recibida en las plantas por lo que
se requiere un equilibrio dptimo para su adecuado crecimiento, desarrollo o productividad (Bray et al.
2000). Al déficit de cualquier factor ambiental para el adecuado desarrollo de las plantas se le
denomina estrés, y al ser percibido por las plantas, comienzan las sefiales que dan lugar a diversas
respuestas de aclimatacion.

A.1.1 Componente abidtico: sequia

El estrés ambiental es la principal razén de pérdida de cultivos a nivel mundial. Los principales factores
que reducen la produccion de cultivos son la sequia y el déficit de nutrientes pues conducen a la
desertificacion de los campos (Bray et al. 2000; Wang et al. 2003; Evans, 2005; Vinocur & Altman,
2005).

El concepto de sequia implica cambio de temperatura y estrés hidrico. EI aumento en la temperatura es
un factor ambiental abi6tico que afecta los procesos bioldgicos de los organismos. Independientemente
de tratarse de una exposicion de corto o largo plazo, hay modificacion de propiedades de las
membranas, niveles de actividad enzimatica, reacciones quimicas y difusion, viscosidad de citoplasma,
floema y xilema en plantas (Sung et al. 2003).

El estrés hidrico causa cambios en componentes celulares de las plantas (el correcto funcionamiento de
proteinas y membranas dependen de una adecuada hidratacién) lo que genera estrés osmotico el cual, a
nivel bioquimico se traduce como un mal funcionamiento en la sintesis de aminoacidos, metabolismo
de proteinas, fotosintesis o respiracion celular (Larcher 2001; Schulze et al. 2002).
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Otro factor importante a tomar en cuenta que causa la desertificacion del campo es el crecimiento de la
poblacién humana. En las Ultimas décadas se ha generado presién en el uso de campos cultivados,
explotando diversos recursos para su mantenimiento pero al sumarle el efecto producido por el
calentamiento global, se genera tal estrés ambiental que termina impactando directamente en los
cultivos para consumo humano en todo el planeta (Ericson et al. 1999; Gleick 2000).

B. Adaptacion de plantas al ambiente

La adaptacion es la evolucion de una poblacion dadas condiciones ambientales alteradas, mientras que
la aclimatacién es cualquier respuesta fenotipica de individuos a un cambio ambiental no favorable o
estrés, como la sequia, alterando su aptitud bioldgica. Las respuestas de aclimatacion de los individuos
permiten esa aptitud bioldgica que resultan en una posterior adaptacion en una poblacién a lo largo de
varias generaciones (Angilleta, 2009; Portner, 2010).

B.1 La respuesta fenotipica en plantas bajo estrés

Las plantas estresadas muestran un amplio rango de respuestas y manifiestan mecanismos que pueden
discernirse en toda la planta a simple vista o a nivel celular y molecular. Con un enfoque a sequia, se
describen a continuacion las respuestas de manera general en las plantas.

B.1.1 Respuesta fisiologica

El desarrollo vegetal estd determinado por una amplia variedad de factores ambientales que tienen
efectos combinados, muy rara vez se presentan de manera independiente. En el caso de estrés por
sequia, las altas temperaturas podrian estar implicadas al igual que el estrés por carencia de agua y en
consecuencia, estrés oxidativo (Fitter & Hay 2002).

La viabilidad de plantas en habitat seco depende en parte de su habilidad para lidiar con el déficit de
agua debido al bajo potencial del suelo, la restriccion de absorcion de dioxido de carbono y déficit de
nutrientes. El déficit de agua causa cambios en los componentes celulares, ya que la conformacion
biolégicamente activa y correcto funcionamiento de las células vegetales depende de una correcta
hidratacidn (Santarius 1973; Berry & Bjorkman 1980). En caso de existir desequilibrio hidrico la planta
entra en estrés osmotico. Si llega a ser severo, puede dar pie a una sintesis truncada de aminoacidos y
alteracion del metabolismo de proteinas, la fotosintesis o la respiracion celular (Larcher, 2001; Schulze
et al. 2002).

Por otro lado, las altas temperaturas son determinantes para la biologia de las plantas, al modificar
propiedades de las membranas, niveles de actividad enzimatica, reacciones quimicas, difusion,
viscosidad dentro de vacuolas asi como en el citoplasma, floema y Xxilema, interfiriendo con la
fotosintesis, respiracion, aumento en el indice de evapotranspiracion, reduccion del potencial osmaético
de las hojas e incremento de fluorescencia en clorofila (Sung et al. 2003; Tsukaguchi et al. 2003; Huve
et al. 2005; Taiz & Zeiger 2006).



El concepto de alta temperatura es una funcién compleja dada por la intensidad, duracion y velocidad
en el incremento de temperatura. Para las plantas en general, temperaturas que aumenten valores de 10-
15 °C sobre el 6ptimo es considerado estrés por temperatura (Larkindale et al. 2005). Entiéndase como
tolerancia al calor la habilidad de las plantas para crecer y producir rendimiento a altas temperaturas
(Fitter & Hay 2002). Para lograr la tolerancia a temperaturas altas, las plantas tienen un par de
mecanismos adaptativos fisiologicos: la habilidad de prevenir aumento en la temperatura excesiva en
sus tejidos al disipar sus efectos (ejemplos de ello son la reduccion de la absorcion de radiacion solar ya
sea por la presencia de tricomas y el paraheliotropismo, que es el crecimiento en paralelo a los rayos
solares) y la tolerancia de calor en el protoplasma (ejemplo de lo anterior es la sintesis de proteinas
resistentes al calor o HSP por sus siglas en inglés) (Kota et al. 2007; Al-Whaibi 2010).

B.1.2 Respuesta genética

El estrés por calor también genera otro tipo de defensas a nivel molecular, a través de la regulacion
transcripcional (Singh et al. 2002). Esto es debido a la induccidén de numerosos genes que codifican
factores transcripcionales involucrados en la respuesta al estrés por calor y su tolerancia (Chen & Zhu
2004; Kotak et al. 2007). Diversos estudios revelan que algunos genes son regulados por estrés abiotico
ambiental (Kawasaki et al. 2001; Provart et al. 2003; Nogueira et al. 2003).

La tolerancia al calor tiene un caracter multigenético ya que el shock térmico induce la transcripcion de
muchos genes, los cuales se atribuyen a elementos de shock térmico (HSE, por sus siglas en inglés)
(Dong el al. 2003). Algunos de los genes expresados incluyen genes de proteinas de shock térmico
(hsp), dehidrinas (dhn), genes asociados con senescencia (sag) y genes staygreen (sgr) (Wahid et al.
2007; Vilardell et al. 1990; Godoy et al. 1994; Smart et al. 1995; Rajcan & Tollenar 1999).

B.1.3 Respuesta epigenética

Se denomina una respuesta epigenética a cualquier cambio heredable que no depende de
modificaciones en la secuencia de ADN (Berger et al. 2009). Las interacciones moleculares a nivel del
genoma con relacion al ambiente son importantes para comprender como afectan los factores
ambientales a las plantas. Dichas interacciones promueven, en algunos casos, cambios en el ADN o
mutaciones que permitan a las generaciones sucesivas la capacidad de aclimatarse al estrés ambiental
aumentando el potencial de adaptarse.

La epigenética modifica la expresion de los genes sin necesidad de mutar la secuencia del ADN
(Holliday, 1994; Esteller 2006). La metilacion ocurre tanto en animales como en plantas. En particular
para plantas, se ha reportado que tiene un papel importante en diversos procesos, los cuales incluyen:
paramutaciones, en las que se describen cambios en la expresion de un alelo con respecto a la expresion
diferencial de otro alelo en la misma secuencia; impronta genética, la cual se caracteriza por la
expresion selectiva de genes heredados ya sea por linea materna o paterna; modificaciones de histonas;
y de particular interés para este proyecto, la metilacién de ADN, que es una adicion covalente de un
grupo metilo (CH3) a la posicion 5 de las citosinas del genoma nuclear. (Gehring et al. 2009; Su et al.
2011; Waters et al. 2011). En algunos casos, las modificaciones en la metilacion de ADN permiten
observar efectos fenotipicos, como por ejemplo, la floracion radial de Linaria vulgaris (Figura 1).
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En la naturaleza, la metilacion permite regular la expresion genética en varios procesos bioldgicos a
nivel molecular (Razin & Riggs, 1980; Fang et al. 2007). La variacion de metilacion en el ADN
(ademaés de las mutaciones genéticas) crea diversidad genética sobre la cual actua la seleccion natural
(Eichten et al. 2012; Li et al. 2014; Kawakatsu et al. 2016).

Figura 1. Comparativa de fenotipos de peloria con respecto a Linaria vulgaris.
La formacion de epialelos da como resultado variacién fenotipica en el reino vegetal como en el caso de peloria con respecto a Linaria vulgaris en donde
peloria se encuentra metilada mientras que Linaria vulgaris esta demetilada.

En plantas, la metilacién ocurre en dos contextos simétricos: CG y CHG (donde H representa adenina,
timina o citosina) y un contexto asimétrico CHH (Figura 2). Diversas DNA metiltransferasas actan
para mantener la metilacion y metilar de novo, En el caso de la metilacién de novo como su nombre lo
indica, se metilan citosinas previamente no metiladas para formar nuevos patrones de metilacion. En
contraste, la metilacion de mantenimiento, los patrones de metilacion presentes son mantenidos
después de la replicacion (Pavlopoulou & Kossida, 2007; Matzke & Mosher, 2014).

En el caso de los contextos simétricos, la metilacion de novo ocurre una sola vez mientras que en el
contexto asimétrico ocurre continuamente (Cao et al. 2000). EI proceso que involucra la metilacién de
novo involucra RNA pequefios de interferencia y a la via de RdADM (RNA-directed DNA methylation)
(Zhong et al. 2014). En el mantenimiento de metilacion, en el contexto CG las metiltransferasas
mantienen citosinas metiladas durante la replicacion del contexto simétrico CG, en tanto que las
cromometilasas (CMT3) las mantienen en el contexto simétrico CHG (Pavlopoulou & Kossida, 2007;
Stroud et al. 2014).

La familia de las enzimas glicosilasas del ADN que incluyen DEMETER Yy el factor de represion de
silenciamiento 1 (ROS1 por sus siglas en inglés) estan implicadas en el proceso de desmetilacion,
encargandose de eliminar el grupo metilo en citosinas de en Arabidopsis (Zhu, 2009; Zhang & Zhu,
2012).

CG m— G G
57\“— 22 —gpw—

de novo )
methylation demethylation

—— 5 — G G — — G — G —C —
s 57 e 9 e 5. s — ) — ) m—) -
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Figura 2. Esquema de metilacién simétrica como resultado de la interaccion con las distintas metiltransferasas.
Metiltransferasas y cromometiltransferasas involucradas en el mantenimiento de metilacion; la ruta RADM para el mantenimiento de metilacion de novo 'y
finalmente la pérdida de metilacion por las ADN demetilasas. (Law & Jacobsen, 2011; Zhu 2009; Matzke & Mosher, 2014).



Aunque las enzimas encargadas de estos procesos de metilacion y desmetilacion han sido ampliamente
estudiadas principalmente en Arabidopsis, también se han descrito homdélogos en maiz (Zea mays) y la
gran mayoria de estas rutas estdn conservadas y cumplen funciones similares, por ejemplo, CMT3 en
Arabidopsis y sus hdmologos Zmet2 y Zmet5 en maiz (Li et al. 2014) (Tabla 2).

Arabidopsis thaliana Funcion Homélogo en Zea mays
MET Mantenimiento de metilacion en Zmetl
contexto simétrico CG
CMT3 Mantenimiento de metilacion en Zmet2 & Zmet5
contexto simétrico CHG
DRM1/DRM2 Metilacién de novo en contexto Zmet 3 & Zmet7
asimétrico CHH
DRM3 Metilacién de novo en contexto Zmet6
asimétrico CHH

Tabla 1. Principales metiltransferasas implicadas en la metilacién de ADN de Arabidopsis thaliana y Zea mays.
(Lietal. 2014)

En maiz, se tiene evidencia de genes altamente expresados que contienen altos niveles de metilacion
bajo contexto CHH, aun encontrandose a cientos de pares de bases de distancia del inicio del sitio de
transcripcion. En contraste, niveles altos de metilacion en contexto CHG cercanos a los sitios de
transcripcion se asocian con reduccion en la expresion genética (Gent et al. 2013). En resumen, la
metilacion del ADN por si sola estd asociada con activar, silenciar o regular la expresion de un gen
dependiendo de los contextos metilados (Costello & Plass 2011; Duthie, 2011).

B.1.3.1 Respuesta epigenética en plantas expuestas a estrés abiotico.

Dada la naturaleza sésil de las plantas, los mecanismos para aclimatarse a diversas condiciones
ambientales tienen una respuesta inmediata, gracias a los mecanismos epigenéticos. Diversos estudios
en plantas sometidas a estrés ambiental han aportado evidencia de cambios consistentes en la
metilacion de ADN como respuesta a estrés bidtico (Dowen et al. 2012; Le et al. 2014).

En el caso de estrés abiotico, los estudios realizados toman en cuenta condiciones de estrés muy
variables (por ej. salinidad y sequia) observando variacion de metilacién de ADN (Stroud et al. 2013;
Stelpflug et al. 2014). Evidencia de que la variacion en los niveles de metilaciéon de ADN provee
mecanismos para la adaptacion de los organismos al estrés abidtico, fue estudiando dos accesiones de
A. thaliana al crecer en dos temperatura distintas. Se observé un incremento de metilacion en contexto
CHH mientras que en el contexto CG se encontré altamente metilado para la accesion originaria de
regiones frias. Se relacionaron estos patrones diferenciales de metilacion con loci reguladores en trans,
los cuales mostraban evidencia de adaptacion local (Dubin et al. 2015). Adicionalmente, se ha
reportado en una gran variedad de especies vegetales indicios de que la variacién de la metilacion
responde a estrés abidtico (Richards, 2006; Finnegan, 2002; Steward et al. 2000; Kalisz & Purugganan,
2004; Lukens & Zhan, 2007; Richards, 2011).

Los metilomas de maiz actualmente reportados en la literatura cientifica han sido caracterizados
mediante una amplia gama de técnicas para identificar metilacion asi como la interpretacion de la
misma. En algunos casos se ha usado la amplificacion de polimorfismos sensible a metilacion (MSAP,
por sus siglas en inglés) para identificar cambios de metilacion en distintos ambientes (Zheng et al.
2013l; Jones, 2013; Wang et al. 2011). En otros estudios, se han reportado los perfiles a nivel genémico
de la metilacién del ADN de accesiones (B73 y Mol7) que crecieron bajo estrés de calor, frio,
radiacion UV, salinidad y condiciones de laboratorio (Tan, 2010; Stroud et al. 2013; Stelpflug et al.
2014; Eichten & Springer, 2015).



Gracias a la evidencia de respuesta a estrés abiotico, el estudio en los cambios de los perfiles de
metilacion permitiran estudiar la historia adaptativa de las plantas al ambiente (Feng et al. 2012; Sahu
et al. 2013).

C. El clima: el principal componente abidtico del ambiente.

El clima es considerado como el promedio de las condiciones meteoroldgicas anuales en una zona
geografica durante los ultimos treinta afios. Diversos componentes y sus interacciones determinan el
clima para una region: atmosfera, océanos, biosfera, superficie terrestre y cridsfera. Dentro de este
sistema climatico se pueden dar cambios caracterizados por las diferencias de las condiciones medias
entre un periodo y otro, y pueden darse en una region a diferente escala y de distintas maneras pero
siempre con una tendencia que aumenta o disminuye de la media central (Hare, 1979).

El sistema climéatico depende de una multitud de interacciones entre diferentes factores: la temperatura,
humedad, presion atmosférica, latitud y altitud, entre otros. Al ser un sistema interconectado, cualquier
cambio de los factores afecta a todo el sistema y se considera un forzamiento interno. Estos cambios
pueden ser estocasticos y las consecuencias climaticas no son predecibles méas alld de la escala que
inicid el proceso (Mitchell, 1976).

En este complejo sistema climéatico hay cambios que lo alteran pero no modifican el factor inicial y se
denominan forzamientos externos (Robock, 1978). Son predecibles ya que varian en forma conocida y
su repercusion dentro del sistema climatico sigue patrones similares; ejemplos de ello son las
variaciones orbitales o cambios en la insolacion (Berger and Loutre, 1991; Berger et al. 1991).

C.1 El paleoclima: inferencias a partir de evidencias indirectas.

Para entender como se dieron las distintas fluctuaciones climaticas a lo largo de las eras geoldgicas
hasta llegar al sistema climatico moderno, se necesitan conocer las interacciones entre procesos fisicos
y bioldgicos con el clima para estudiar evidencia que pueda ser indicativa de las condiciones climaticas
del pasado. Estas evidencias indirectas también conocidas en inglés como proxys pueden ser de
distintas indoles y permiten ver fluctuaciones climaticas, con ciertas limitaciones, por lo que a la hora
de inferir condiciones climéticas, hay que ser cautelosos.

Los proxys permiten reconstruir climas del pasado o paleoclimas. Ejemplos de ellos son nicleos de
hielo, nucleos sedimentarios, corales, espeleotemas, polen y dendrocronologia, entre otros (Bradley &
Eddy, 1991; Alverson et al. 1999, 2003; Bradley, 2008). Mientras que en tiempos historicos, las
mediciones del tiempo se han hecho con instrumentos desde el afio 1850 (Brohan et al. 2006). Aunque
se tiene evidencia de mediciones instrumentales climaticas desde 1654 en Florencia, Italia y en 1659 en
el centro de Inglaterra que son consecutivas y con poca resolucion (Manley, 1953).

Uno de los proxys que funge como herramienta para establecer la linea temporal de reconstruccion
ambiental son los isdtopos ambientales. Se distribuyen a través de procesos biogeoquimicos en la
naturaleza, representando uno de los instrumentos que evidencian variaciones climéaticas. En este
sentido, la datacion isotdpica se basa en la desintegracion de is6topos radiactivos o acumulacién de
isdtopos hijos permitiendo determinar la edad de aguas subterraneas, hielo, rocas y espeleotemas, entre
otros.
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Diversos métodos de datacion isotdpica se pueden aplicar en paleoclimatologia para fijar la escala de
tiempo correcta de sucesos climaticos anteriores; el intervalo de edad y la naturaleza del sistema son
factores a tomar en cuenta para elegir entre radiois6topos naturales (cosmogeénicos o in situ) o
antropogenicos (Bradley, 2015). El radioisétopo mas comun es el carbono 14, el cual tiene un periodo
de desintegracion de 5730 afios permitiendo determinar edades de hasta 400 000 afios, lo cual, para
aplicaciones bioldgicas es de gran utilidad.

Ademas del uso de isotopos radiactivos, los isotopos estables en compuestos naturales también son
informativos, pues varian debido a su comportamiento fisicoquimico, derivado de su diferente masa. La
temperatura es el pardmetro mas importante dentro de esos procesos que tiene como efecto el
fraccionamiento isotopico y de manera indirecta se obtiene informacion sobre las condiciones
ambientales en el momento de ocurrir el proceso de composicién isotopica del agua, hielo y minerales.

Los isétopos estables que mas suelen aplicarse en investigaciones climatologicas son los de deuterio,
oxigeno-18 y carbono-13; los dos primeros por indicar cambios inducidos en el ciclo hidroldgico y el
altimo por variar directamente con el clima.

En el caso de cuerpos lacustres, los isétopos de oxigeno se derivan de fuentes biogénicas (por ej.
ostracodos, moluscos) o fuentes enddgenas (autigénicas) como la calcita, la cual precipita directamente
de la columna de agua una vez que se satura el carbonato de calcio de acuerdo a las siguientes
reacciones:

H,0 + CO, -> H,CO3
CaCO;3+H,CO; -> Ca*® + 2HCO;
Ca*? + 2HCO; -> CaCO;s + H,0 + CO,

En cuerpos lacustres cerrados, esta precipitacion puede darse debido a la evaporacidn ya que aumenta
la concentracion de minerales disueltos o por la fotosintesis de algas y macrofitos al remover el dioxido
de carbono del lago, causando de vuelta una saturacion de carbonato de calcio. Al evaporarse el agua,
hay remocién preferencial del isétopo mas ligero (*°0) lo que deja agua enriquecida con *®0. Para
estandarizarlo, se compara con el estandar global 8D conocido como la linea de agua global meteorica
(GMWL, por sus siglas en inglés) (Ito, 2001; Leng, 2003).

SD= 85'%0 +10

Como resultado, la evaporacién enriquece el agua con deuterio y 20 con respecto a la GMWL. Esto es
constante para todos los lagos y es de esta manera que el balance precipitacion - evaporacion queda
representado de manera particular en cada lago y difiere de manera constante con respecto al estandar
global.

La evidencia empirica permite hacer aproximaciones de la temperatura. Bajo condiciones de equilibrio
isotopico el §'%0 disminuye ~0.237%.. °C * al aumentar la temperatura, con lo cual algunos estudios
empiricos aproximan la temperatura con la siguiente formula (Leng & Marshall, 2004):

T (°C) = 13.8 — 4.58 (8¢ -5w) + 0.08 (5c-6w)?

Donde los valores dc y dw son los valores de la calcita autigena y del agua, respectivamente. Aunque
hay que tomar en cuenta carbonatos biogenicos los cuales pueden formar calcita en ciertas épocas del
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afio dependiendo de la especie. Aparte de este ruido bioldgico, se debe analizar si el valor del agua se
mantiene constante, lo cual representa un escenario ideal mas no real. También se puede hacer
aproximaciones de temperatura a partir de diatomeas con el 'O en donde la disminucion es de ~0.277..
°C * (Moschen et al. 2005) pero en esos casos se usa la siguiente formula:

T (°C) = 11.03 — 2.03(5'%0g; - 8*%0,, - 40)

Donde §'0s; representa el contenido isotépico de silice de la diatomea. Para usar cualquiera de estas
formulas empiricas todas las condiciones deben ser cuidadosamente estudiadas y propiamente
estandarizadas, lo cual requiere un estudio profundo de las condiciones del cuerpo lacustre (Shemesh et
al. 2001).

En el caso de que se tengan registros naturales como los espeleotemas, es decir, formaciones minerales
conocidas como estalagmitas o estalactitas, su propia formacion se debe a la acumulacion de carbonato
de calcio. La formacion de espeleotemas se debe a que precipité en algin momento en la superficie y
fue percolandose por los distintos sustratos terrestres (entrando en contacto con materia organica en
descomposicion) hasta llegar a la cueva en donde hubo acumulamiento de carbonato debido a
evaporacion del agua (Richards & Dorale, 2003).

Las variaciones estacionales de precipitacién permiten identificar capas anuales o estacionales en
algunas estalagmitas. Las estalagmitas son comunmente datadas mediante métodos de series de uranio.
Los is6topos de uranio que se encuentran en las cuevas precipitan al mismo tiempo que la calcita de los
espeleotemas formando carbonato de uranilo o rutherfordina. Al decaer 2**U, su producto es **Th con
lo cual se obtienen la edad del espeleotema. Es preferible este método pues permite un rango temporal
de ~500 000 a 100 afios antes del presente y requiere una muestra pequefia (<100 mg de calcita)
(Richards & Dorale, 2003).

En las cuevas, a diferencia de los cuerpos lacustres, el aire y movimiento del agua suele ser muy lento,
alcanzando facilmente el equilibrio térmico entre la temperatura de las paredes en la cueva y el aire, por
lo que al depositarse la calcita del agua que gotea, la fraccion de los is6topos de oxigeno ocurre a un
ritmo constante y el contenido de is6topos depende completamente de la temperatura ambiental
externa. En caso de no tener equilibrio isotopico en la cueva seria imposible hacer una reconstruccion
paleoclimatica (O’Neil et al. 1969).

C.1.1 Cambio climatico durante el Neolitico

El quinto reporte del Panel Intergubernamental de Cambio Climatico define como cambio climatico
abrupto un cambio a gran escala que tiene lugar a nivel de décadas, 0 menos, pero que es suficiente
para causar alteraciones en los sistemas naturales o humanos (IPCC, 2013).

Es en el contexto antropoldgico, que se dio uno de los méas grandes cambios en la historia humana a
nivel social, demografico y econdmico, a partir de la transicion cazador-recolector a sedentarismo en
las poblaciones humanas y se defini6 como revolucion neolitica (Childe, 1936; Crosby, 1986). Sin
embargo, los procesos que causaron sincronia en diferentes continentes (ejemplo de ello son las
civilizaciones Andinas, el creciente fértil o media luna fértil, el Oriente Asiatico y Mesoamérica) son
evidencia de que se tratd de un proceso global que comenzd alrededor de 12 500 afios antes del
presente.
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El cambio de la dieta en poblaciones neoliticas tuvo que ver con el uso intensivo de plantas y animales
domesticados, resultando en un cambio de interacciones sociales. Este cambio global es estudiado a
través de la contribucion de disciplinas como arqueologia y antropologia, que no permiten explicarlo
por si solas, requiriendo la integracion de otras disciplinas para entenderlo. La paleoclimatologia
permite estudiar la revolucion neolitica desde otra perspectiva: la transicion del Pleistoceno al
Holoceno la cual ocurre en la misma temporalidad que la revolucion neolitica (11 600 afios antes del
presente) y propone que posiblemente fue ese cambio climético el que alento esta revolucion global.

C.1.1.1 Forzamientos externos del Neolitico.

Durante el periodo Cuaternario (hace alrededor de 2.58 millones de afios hasta el presente) se han dado
ciclos glaciales-interglaciares en el dltimo millon de afios (Figura 5). La teoria mas aceptada que
explica estos ciclos se relaciona con fluctuaciones en la energia solar recibida por la tierra. James Croll,
en 1867, desarrollo la hipdtesis en la que atribuia dichas fluctuaciones a forzamientos orbitales.
Posteriormente, esta hipotesis fue complementada por Milankovitch en 1941 (Berger, 1988; Laksar,
1993) transformandola en una teoria crucial de la paleoclimatologia: La Teoria de Milankovitch (Imbrie
& Imbrie 1979). Gracias a esta teoria, la comprensién de la relacion entre la variacion de la energia
solar disponible en la atmosfera terrestre y los cambios orbitales permite comprender la transicion del
Pleistoceno al Holoceno.

Siguiendo la Teoria de Milankovitch, la transicion al Pleistoceno-Holoceno ocurrio dada la
combinacion de tres parametros orbitales que afectan la intensidad de la energia solar recibida por la
tierra. Estos tres parametros orbitales tienen periodos y frecuencias temporales distintas y son
categorizadas como forzamientos externos (Ruddiman, 2006; Jouzel et al. 2007; DeConto et al. 2008;
Bretagnon et al. 1982; Loutre et al. 1992 Berger & Loutre, 1991).

El primer pardmetro se denomina precesion orbital y describe la variacion del eje de rotacion de la
Tierra en una posicion regular de solsticios y equinoccios (Figura 3). A este efecto hay que sumarle el
hecho de que la érbita terrestre gira progresivamente alrededor del sol, por lo que la posicién de la
Tierra con respecto al sol varia con el paso del tiempo. El ciclo de la precesion orbital es de 19 000 a 24
000 afios (Berger, 1977; Hays et al. 1976).
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Figura 3. Esquema general de los tres forzamientos orbitales.
Los cambios en los forzamientos orbitales (precesion orbital, oblicuidad de la eliptica y excentricidad orbital) permitieron las fluctuaciones ambientales
durante el Holoceno que posiblemente dieron lugar al desarrollo de la revolucion neolitica (Langlois, 2003).

El segundo parametro es la oblicuidad de la eliptica: se refiere al angulo entre el eje de rotacion y la
perpendicular del orbital medio de la Tierra. Dicho angulo se mueve a través del tiempo gracias a
perturbaciones planetarias que hacen que la oscilacion se modifique. Su efecto aumenta gracias a la
irregularidad en la esfericidad de la tierra afectando las fuerzas gravitacionales del Sol y de la Luna. La
periodicidad principal de dichas oscilaciones es de 41 000 afios.

Debido a este fendmeno existe la estacionalidad en la tierra, asi como la modulacion de la cantidad de
insolacion recibida en distintas latitudes (Figura 4). Ambos efectos permiten una oscilacion de la orbita
Terrestre, que actualmente es de aproximadamente 23.5° (Berger, 1988; Tricot & Berger, 1988).

Polo Norte

Angulo del Sol
, :

Trépico de
Capricornio

Circulo Antartico

Figura 4. La oblicuidad de la eliptica modula la insolacion en distintas latitudes terrestres.
Los cambios climaticos son facilmente identificables en latitudes altas debido a que cualquier variacion en la oblicuidad generara un cambio importante, a
diferencia de aquellas zonas que se encuentran cercanas al ecuador y que reciben una mayor cantidad de insolacion.
(Imagen obtenida de: https://www.tes.com/lessons/G2PrAJfm2aJkFA/insolation).

Finalmente, la excentricidad orbital es el grado de desplazamiento de la 6rbita de la Tierra con respecto
al Sol. La frecuencia es de 100 000 afios y se relaciona directamente con los forzamientos solares
(Imbrie et al. 1993).
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De acuerdo con la Teoria de Milankovitch, los tres parametros orbitales descritos se relacionan
directamente con las frecuencias de forzamiento solar en el ultimo millon de afos (Figura 5). De esta
manera se comprende la relacion de los cambios orbitales y como afectaron el sistema climético de la
Tierra, obteniendo estadios glaciar-interglacial durante el ultimo millén de afios.
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Figura 5. Impacto de los distintos forzamientos orbitales a lo largo del Gltimo millén de afios antes del presente.

Evidencia encontrada en distintos ntcleos de hielo demuestran que las oscilaciones de forzamientos orbitales coinciden con los estadios glaciales-
interglaciales durante el dltimo millon de afios. Al comprender el impacto de los forzamientos en el sistema climético terrestre y la relacion de sus
componentes en el presente, se podrian anticipar posibles cambios ambientales a futuro y a su vez, inferir interacciones del pasado. (Imagen obtenida de
https://es.wikipedia.org/wiki/Glaciaci%C3%B3n)

El ultimo interglacial o Eemiense tuvo lugar hace 124 000-119 000 afios durante el Pleistoceno, y
después de él la temperatura media global presentd una tendencia a la baja, hasta alcanzar minimos
globales durante el Ultimo Maximo Glacial (23 000-19 000 afios antes del presente, Mix et al. 2001).
Alrededor de 12 000 afios AP, se inicio una tendencia hacia condiciones mas calidas, con aumentos de
la concentracion tanto de dioxido de carbono como de metano y el nivel del mar. Estos factores
modificaron el sistema climéatico marcando el principio del Holoceno, hace 11 700 afios (Monnin et al.

2001).

La modificacion de las condiciones durante el Holoceno entre los distintos componentes, dio pie a
eventos propios de esta época, el mas conocido es El Nifio-Oscilacién Sur (ENOS). Se trata de un
evento calido que varia las temperaturas superficiales del mar en las costas del Ecuador y al norte de
Pert, causando cambios convectivos en las regiones costeras del noroeste Sudamericano. Gracias a las
evidencias geoldgicas se ha estimado la frecuencia a la que suceden los eventos ENOS la cual tiende a
ser un proceso auto-regresivo de primer orden por lo que hay un pulsamiento gradual desde el
Holoceno temprano en donde se considera que el ENOS era muy débil o inexistente hasta llegar a los
7000 afos antes del presente teniendo como méaxima entre 2000-1000 afios antes del presente.

Posterior a esa fecha la frecuencia ha decaido. Otros cambios climéaticos mas prominentes registrados

durante el Holoceno son el calido medieval (800-1300 d.C.) y la pequefia edad de hielo (1300-1850
d.C.) (Mann et al. 2009; Conroy et al. 2008; Moy et al. 2002; Toth et al. 2015).
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D. Presente y pasado del ambiente en Tehuacéan
D.1 El clima en México

Se ha demostrado que la energia extraterrestre recibida por la tierra ejerce un fuerte control en el
clima a escalas de milenios o sub-milenios (Lozano-Garcia, Torres-Rodriguez, Ortega, Vazquez, &
Caballero, 2013). En escalas menores, los patrones regionales de variabilidad climética que afectan
la evolucion de los ecosistemas son mayoritariamente modulados por las dinamicas internas del
planeta.

En Meéxico, el clima se vuelve particular para cada zona a lo largo de la franja latitudinal de
Mesoamérica. Depende de varios factores de los cuales, el movimiento atmosférico juega un papel
fundamental en nuestro pais ya que es el movimiento resultante de las diferencias de presiones y la
densidad entre masas de aire. Dicho movimiento tiene como fuente de energia al sol, que gracias a
la excentricidad orbital permite recibir mayor intensidad de energia solar en sitios cercanos al
Ecuador (Balvanera et al. 2016).

Para comprender el papel que juega la temperatura en el movimiento atmosférico hay que tener
claras las relaciones fisicoquimicas entre el vapor de agua y la atmésfera. La humedad relativa es el
vapor de agua expresado en porcentaje presente con respecto a la capacidad de carga del aire. Al
acercarse al 100%, ocurre condensacion del vapor de agua. Al disminuir la presion o temperatura
del aire, la habilidad de retener agua en forma gaseosa se vera reducida. Debido a que la elevacion
modifica la masa de aire, en general hay un cambio inverso en su densidad y temperatura: el
cambio de temperatura en aire seco es de aproximadamente 1 °C cada 100 m de cambio en la
altitud (MacNeish et al. 1967).

Ademaés hay cambios convectivos involucrados en donde el aire tendera a expandirse al calentarse y
a elevarse si la orografia lo facilita (por ejemplo las faldas de una montafia) elevandose a zonas mas
altas, pero si se trata de una masa de aire fria, tendera a bajar. Asi, la masa caliente que inicialmente
se expandid tiende a subir, se reduce su presion y se enfria adiabaticamente formando asi
condensacion (nubes) o precipitacion (lluvia). La masa de aire fria que tiende a bajar (en el otro
costado de la montafia) se comprime, se calienta y pierde elevacion; mientras va calentandose, su
capacidad de retener vapor de agua aumenta y va secando el ambiente. Este fendmeno
fisicoquimico explica el por qué se tiene sombra de lluvia en zonas montafiosas y esta presente en
la parte oriental de México (MacNeish et al. 1967).

Es por ello que la estabilidad de una columna de aire depende de su gradiente de temperaturas y las
zonas en donde hay un intercambio térmico, debido a que las masas de aire tienden a ser secas y
usualmente sin lluvias. Cada afio, el intercambio térmico varia su latitud, conformando una franja
de baja presion y la humedad, conocida como la zona de convergencia intertropical (ZCIT). La
posicion de esta franja se determina en promedio por la latitud sobre la cual se presenta la mayor
insolacion, de manera que estd regulada por el ciclo de insolacion intra-anual. Asi, durante el
verano boreal, el ZCIT trae las lluvias para la zona de América Central y el sur de México mientras
que, durante el invierno, ésta migra hacia el sur, provocando la estacién seca. Los vientos que pasan
por las aguas oceéanicas tienden a calentarse en verano, acarreando mas agua, permitiendo lluvias,
aungue sus efectos sean poco notorios en las costas mexicanas (MacNeish et al. 1967).
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Figura 6. Distintos movimientos atmosféricos afectan el clima en México dependiendo de la estacionalidad.
NAM - Monzén Norte-Americano ZCIT- Zona de Convergencia Intertropical y Celdas atmosféricas: Alta del Pacifico Este y Alta Bermuda Azores. Las
lineas amarillas muestran cémo afectan las celdas atmosféricas, el movimiento de las corrientes y la zona de convergencia intertropical durante la estacion
de invierno y verano a México (Imagen donada por la Dra. Esperanza Torres).

También hay que tomar en cuenta disturbios atmosféricos: el aire fluye en el sentido de las manecillas
del reloj cuando proviene de los tropicos, mientras que los vientos polares provenientes del norte
vienen en el mismo sentido pero hacia el sur, dando asi una zona de convergencia turbulenta dado el
choque térmico, logrando que el aire caliente suba y precipite como lluvia o nieve mientras que el aire
polar baja y se mueve hacia el sur provocando asi los “Nortes” que llegan hasta el Caribe. Las
corrientes oceanicas también disipan calor de la zona ecuatorial hacia zonas mas frias (Bradley, 2015).

D.1.1 El clima en Tehuacén

El clima en Tehuacan es producto de las caracteristicas fisicas de la atmosfera y la posicién del valle
con respecto a la atmdsfera, afectado principalmente por las corrientes del hemisferio norte. En
segundo lugar, las corrientes oceanicas provenientes del Golfo de México y el Océano Pacifico.
Finalmente, el factor decisivo en términos climaticos es la topografia de la regién.

Actualmente el valle de Tehuacéan se caracteriza por un clima calido y seco. Las lluvias ocurren en dos
periodos con una duracion 6 a 8 semanas en los meses de mayo a julio y agosto a septiembre. El
promedio anual de lluvias en el centro del valle es de aproximadamente 500mm. Se encuentra a una
elevacion de 1676 metros sobre el nivel del mar (msnm). Durante el invierno hay heladas ocasionales y
los dias son célidos. Ocasionalmente, durante el invierno ocurren “Nortes” que traen oleadas de viento
frio causando una acumulacién de nubes y lluvia sobre los picos cercanos al eje neo-volcanico en los
que se forma una capa de nieve (MacNeish et al. 1967).
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Figura 7. Climatograma de Tehuacan, Puebla.
Datos del promedio de precipitacion y de temperatura de los Gltimos 30 afios en Tehuacan, Puebla (Datos obtenidos del servicio meteorolégico nacional).

Los disturbios atmosféricos como los “Nortes” no producen lluvias en el Valle de Tehuacén, sélo bajas
temperaturas, pero si hay efectos al presentarse tormentas tropicales de las cuales no se comprenden las

causas pero tienen como consecuencia las lluvias conocidas como “veranillo”, que permiten un cultivo
temprano (MacNeish et al. 1967).

La Sierra Madre de Oaxaca provee una barrera a las tormentas del este debido a sus 2600 msnm y
provee sombra de lluvia al valle especialmente en el noroeste. La humedad proveniente del Golfo de
México queda en la parte este de la Sierra por lo que al descender los vientos por la parte oeste, se
calientan adiabaticamente y se transforman en vientos desecantes, lo que aumenta la temperatura en el
valle. En la parte noreste del valle que presenta mayores elevaciones ocurren cominmente temperaturas
de congelamiento (MacNeish et al. 1967).
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Figura 8. Mapa del Valle de Tehuacan.
Las zonas que presentan una mayor precipitacion en el valle estan situadas al sur, en las cercanias de las cuevas de Coxcatlan, Purrén y Abejas. (MacNeish
et al. 1967).
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D.2 La agricultura durante el Neolitico.

Desde hace 11 000 afios, en distintas partes del globo, los distintos grupos humanos comenzaron a
seleccionar las plantas que tenian a su alrededor, particularmente a las gramineas, en las que lograron
fijar caracteristicas como la pérdida de la dispersion y el aumento de productividad de la semilla
(Purugganan & Fuller, 2009).

Se estima que mas de 118 especies de plantas, pertenecientes a 70 generos y 39 familias, han sido
domesticadas en México (Hernandez-Xolocotzl, 1993). Algunas como el maiz fueron dispersadas hacia
todo el territorio, forzandolas a adaptarse a los diversos ambientes, lo que generd una gran cantidad de
razas propias de cada region, obteniendo como resultado caracteristicas muy variadas en cuanto a
diversidad genética y morfologia (Vigouroux et al. 2008).

La evidencia genética ha identificado el posible epicentro de domesticacion del maiz en la region del
Balsas, alrededor de 9 000 afios antes del presente, en elevaciones de alrededor de 1 500 metros sobre
el nivel del mar, teniendo como ancestro al teocintle (Zea mays ssp. parviglumis) (Matsuoka, 2002).

D.2.1 La historia de la agricultura de Tehuacan.

En el Valle de Tehuacan en Puebla, una excavacion en los afios 60 encabezada por el Arquedlogo
Richard S. MacNeish se llevd a cabo con un acercamiento interdisciplinario, al integrar estudios de
paleobotanica (destacan maiz Zea mays, frijol Phaseolus vulgaris y calabaza Curcubita mixta),
palinologia, geologia, geografia, antropologia fisica, etnografia y etnohistoria, ademas de arqueologia.
De esa excavacion se obtuvieron alrededor de 750 000 especimenes, de los cuales alrededor de 24 000
eran restos de maiz. Gracias a la evidencia arqueolégica se logré la reconstruccion del modo de vida de
los habitantes antiguos, incluyendo sus habitos alimenticios (MacNeish, 1964).

La reconstruccion del estilo de vida de los habitantes en el Valle de Tehuacéan se divide en siete fases:
Se determind que en la primera fase, “Ajuerado”, que termina alrededor de 7200 A.C., los habitantes
eran recolectores de plantas y animales. Cabe resaltar que durante esta fase ocurri6 el final de la tltima
glaciacion, dando inicio al Holoceno, por lo que la fauna pudo ser distinta a la que cazaron en fases
posteriores (MacNeish, 1964).

Durante la segunda fase, del “Riego”, que va de 7200 a 5200 A.C., se tiene registro de actividades
noémadas, pero la recoleccion de plantas jugd un papel importante durante la temporada de lluvias. La
evidencia incluye plantas que posteriormente pudieron ser cultivadas: calabaza (Curcubita mixta), chile
(Capsicum annuum) y aguacate (Persea americana) (MacNeish, 1964).

La tercera fase es la conocida como “Coxcatlan”, datada alrededor de 5200 a 3400 A.C. y se caracterizo
por la agricultura incipiente con el uso de maiz (Zea mays), chile (Capsicum annuum), aguacate
(Persea americana) y guaje (Leucaena leucocephala). A mediados de dicha fase se encontraron restos
de amaranto (Amaranthus cruentus), frijol (Phaseolus vulgaris), zapote amarillo (Pouteria
campechiana) y calabaza (Curcubita mixta). Para el final de la fase ya se tenia zapote negro (Diospyros
digyna) y blanco (Casimiroa edulis) (MacNeish, 1964).

La cuarta y quinta fases denominadas “Abejas” (3400-3200 A.C.) y “Purron” (2300-1500 A.C.)
respectivamente, dan muestras de un estilo de vida sedentario, al contar con alimentos provenientes de
plantas domesticadas. Sin embargo, el 70% de los alimentos provenia de plantas y animales salvajes.
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Es en estas etapas en donde se cuenta con evidencia del proceso de domesticacion del maiz (MacNeish,
1964).

En la sexta fase “Ajalpan” 1500-900 A.C. la sociedad era de agricultores mientras que en la séptima
fase, “Santa Maria” 900-200 A.C. se infiere que hubo conocimiento de sistemas de riego para los
cultivos. Las ultimas dos etapas, conocidas como “Palo Blanco” y “Venta Salada” van de 200 A.C. a
1540, en las que se encuentra evidencia de la existencia de un sistema religioso, politico y social
complejo, que ya contaba con sistemas intricados de irrigacion (MacNeish, 1964).

D.2.2 La historia del maiz en el Valle de Tehuacan.

En cinco cuevas del Valle de Tehuacan fueron encontrados restos de maiz durante la expedicion de
MacNeish: Coxcatlan, Purron, San Marcos, Tecorral y El Riego. Entre estas muestras se encuentran
mazorcas de 6500 afios calibrados de antigliedad, conservadas en buen estado y disponibles para
analisis boténicos (MacNeish, 1964). Morfoldgicamente son muy similares al teocintle debido a su
tamafo uniforme, raquis fragil y glumas largas. Los especimenes recolectados revelaron una secuencia
de maiz que habia evolucionado a través de la domesticacion desde hace 6500 afios en la cueva de San
Marcos.

Ademas de los restos arqueobotanicos de maiz, se tiene evidencia de un area de recoleccion de agua
cercana a la cueva de San Marcos para el cultivo, posiblemente de maiz. Existe evidencia adicional de
presas prehispanicas, como es el caso de Mequitongo; presas cercanas a San José Tilapa que llegan
hasta los resguardos rocosos de Purrdn y Abejas. Estas presas fueron construidas en piedras de facil
tallado. No solo crearon las presas sino ademas estructuras que las pudiesen unir y permitir un correcto
almacenamiento y distribucion de agua (MacNeish et al. 1967).

Finalmente, la evidencia arqueoldgica y paleobotanica sugiere que a partir de la fase Abejas se
practicaba la agricultura en la region, pero ademas se trataba ya de una civilizacién de agricultores
establecidos (MacNeish, 1964).

E. El genomay su respuesta al ambiente.
E.1 Particularidades del genoma de maiz

El maiz es una graminea monocotiledénea cuyo genoma fue completamente secuenciado en 2009
(Vielle-Calzada et al. 2009; Schnable, P. S. et al. 2009). El tamafio de su genoma varia dependiendo de
la raza; mientras que el tamafio de la variedad B73 es de aproximadamente 3.2 Gb, la raza palomero
toluquerfio tiene un genoma estimado en 2.9 Gb. Esta diversidad se traduce en materia agricola como
componentes de diversidad biologica que se vuelven esenciales para alimentar poblaciones humanas y
mejorar su calidad de vida (FAOSTAT 2014).

A nivel gendmico el maiz es sumamente interesante, dado que su genoma contiene alrededor de 50 000
genes y mas de un millon de transposones y elementos repetitivos (Schnable et al. 2009). Esta
variacion permite estudiar la naturaleza propia de los genes que va desde silenciamiento de
tranposones, expresion de estado activo a inactivo (cycling), heredable por una o dos generaciones
(presetting) hasta impronta genémica y paramutacion, generando oportunidades abundantes para
explicar caracteristicas dificiles de entender inicamente con variacion alélica. (Fedoroff, 1999; Gottlieb
et al. 2002; Rabinowicz & Bennetzen, 2006; Schnable, 2009).
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El maiz es utilizado gracias a sus cualidades alimenticias, produccion de proteina animal y uso
industrial. En el ciclo comercial de 2015/2016 la produccién mundial de maiz se estima que fue de
972.6 millones de toneladas (Panorama agroalimentario, 2015) lo que vuelve a esta graminea
interesante desde el punto de vista comercial.

E.2 Los procesos de respuesta gendmica y la importancia de la metilacion.

El maiz, al igual que todas las plantas debe responder a estrés ambiental y en los ultimos afios se ha
estudiado la relacion no sélo de las respuesta a nivel gendmico sino también epigenético al estrés
(Finnegan, 2002; Richards, 2011). El analisis de la acumulacién de mutacién espontanea provee
evidencia de que los cambios en la metilacion del ADN en nucle6tidos ocurren a un indice mayor que
las mutaciones puntuales (de un solo nucle6tido) (Becker et al. 2001). Sin embargo, los cambios en
niveles regionales de metilacion en regiones diferencialmente metiladas (DMR) ocurren a una
frecuencia muy similar a los indices de mutacién de nucle6tidos unicos (Schmitz et al. 2011).

Al comparar niveles de metilacion del ADN en distintos genotipos, la evidencia indica que una porcién
substancial de las DMR se asocian con el propio genotipo. Como ejemplo de lo anterior tenemos en
plantas de maiz que la comparativa de metilacion de ADN en dos genotipos (B73 y Mo17) revelaron
que una parte de las citosinas metiladas se debia a un proceso meramente epigenético mientras que
otras regiones metiladas eran resultado de la insercién por transposones (Regulski, 2013). Sin embargo,
existen ejemplos de metilacion diferencial del ADN en maiz donde regiones gendmicas no muestran
diferencias genéticas y no son influenciadas por otras regiones (Eichten, 2011).

En el caso de metilacion de ADN causada especificamente por estrés abiotico, se han encontrado DMR
en plantas crecidas en cultivo de tejido con cambios especificos en el metiloma (Stelpflug et al. 2014;
Stroud et al. 2014) pero no de manera estadisticamente significativa en estudios donde se ha sembrado
maiz (Eichten & Springer 2015), aunque si han mostrado un aumento en la frecuencia de regiones
hipermetiladas en plantas estresadas. Por lo que es posible que la estocasticidad de la metilacion pueda
ser detectada de manera mas fina en estudios con una mayor muestra poblacional (Eichten & Springer
2015; Jiang et al. 2014).

También existe evidencia de la herencia de cambios en metilacion del ADN mediante mitosis y meiosis
bajo estrés ambiental (Eichten et al. 2014), siendo posible que los cambios en la metilacion del ADN
puedan ser alterados y mantenidos mediante mitosis para regular caracteristicas genomicas durante las
distintas etapas de desarrollo de plantas (Law & Jacobsen, 2010).

Es necesario desentraiiar las distintas capas en las que el genoma se estructura, siendo una de ellas el
epigenoma. En particular, no se sabe nada a la fecha sobre los efectos que el epigenoma pudo jugar
durante el proceso de adaptacion local del maiz, aunque en otros modelos de plantas se comienzan a
investigar estos efectos (Lasky et al. 2014).

E.3 La importancia del paleogenoma para entender la respuesta al ambiente.

Se denomina paleogendmica al estudio de la secuencia, estructura y funcion de genomas extintos
(Poinar et al. 2006); por lo que, desde hace una década, con la aplicacion de nuevas técnicas de
biologia molecular y secuenciacion masiva, se ha logrado recuperar e interpretar valiosa informacion
codificada en el material genético preservado de distintos tipos de restos organicos antiguos (Willerslev
& Cooper, 2005).
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En organismos vivos, las moléculas de ADN estan constantemente siendo mantenidas gracias a una
maquinaria de reparacion enzimatica (Lindahl, 1993). Al morir el organismo, los mecanismos de
reparacion cesan sus funciones y el genoma queda expuesto a factores producidos por el decaimiento
del organismo, desde quimicos (ej. hidroliticos, oxidativos) hasta térmicos. Dichos factores terminan
por degradar al genoma de tres maneras: Fragmentacion, lesiones que bloquean la replicacion del ADN
enddgeno y dafio quimico causante de incorporaciones erréneas de nucleétidos cuando el ADN es
replicado in vitro.

El primer estudio sistematico de las propiedades del ADN antiguo fue realizado por P&abo hace casi 30
afios, en donde demostré que el ADN extraido de muestras de 4 a 13 000 afios estaba degradado en
fragmentos de 40-500 pares de bases (P&ibo, 1989). Durante la ultima década, los métodos de
secuenciacion nos permitieron tener un mejor entendimiento de los procesos de fragmentacion en ADN
antiguo: las condiciones climéaticas como la humedad, temperatura, salinidad, pH y factores bioticos
como el crecimiento microbiano tendrian un fuerte efecto en la preservacion del ADN (Briggs et al.
2007).

Este dafio post-mortem limita el acceso a secuencias de ADN antiguo y presenta algunas
complicaciones para su manipulacién, aunque también permite autenticar el ADN, es decir, nos indica
que se trata de ADN antiguo y no de contaminacion moderna. Las incorporaciones erréneas son
causadas principalmente por formas deaminadas de citosinas es decir, uracilos (Briggs et al. 2007).
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Figura 9. Esquema de un fragmento de ADN en doble hélice con las cuatro bases nucleotidicas y los posibles sitios de dafio.
Los principales sitios de dafio son indicados por flechas rojas. Los ataques hidroliticos son indicados por flechas verdes y el dafio oxidativo por flechas
azules (Hofreiter et al. 2001).

Actualmente, los genomas mas antiguos que se han logrado recuperar corresponden a un équido del
Pleistoceno de 780 000 afios de antigiiedad (Orlando et al. 2013) y a una planta e insectos encontrados
en nucleos de Groenlandia que van de 450 000 a 800 000 afios de antigiiedad (Willerslev et al. 2007).
Los genomas que han generado mayor interés han sido los de los hominidos (Meyer et al. 2012; Prufer
et al. 2014). Ejemplos de otros organismos antiguos con secuenciacion total o parcial de su genoma
incluyen al oso de las cuevas (Dabney et al. 2013) y al mastodonte (Rohland et al. 2010), entre otros
(Llamas et al. 2012; Miller et al. 2012; Cooper et al. 2001). Las condiciones ambientales reinantes en
yacimientos de restos organicos inertes determinan en gran medida su conservacion, a esto se le
denomina procesos diagenéticos (Allaby et al. 2014). Dichas condiciones pueden ser a nivel de
microclima, lo cual podria explicar niveles distintos de conservacion de ADN en diferentes muestras
del mismo sitio (Sawyer et al. 2012).
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El ADN antiguo permite identificar cambios gendmicos a través del tiempo al ofrecer una perspectiva
histdrica unica, pues permite recuperar informacion de organismos extintos o dindmicas poblacionales
del pasado, aunque no permite ver cOmo ocurrieron esos cambios a nivel de adaptaciones, dejando un
nicho de oportunidades abierto para reconstruir sefiales epigenéticas a partir de los paleogenomas. Es
asi como se pretende comprender las transiciones sufridas en las poblaciones a lo largo del tiempo
(Gokhman, 2016).

E.3.1 Paleoepigenética

La primera medicion directa de metilacion antigua se hizo en un bison del plesitoceno de
aproximadamente 26 000 afios, el cual fue conservado en permafrost, permitiendo la preservacion de la
metilacion (Llamas et al. 2012). Trabajos mas recientes en la investigacion de la metilacion de ADN se
basaron en el estudio de 30 esqueletos de nativos Americanos con antigtiedades de 230 a 4500 afos
antes del presente (Smith et al. 2015).

La Unica evidencia que se tiene hasta el momento del estudio de metiloma en cultivos agricolas
antiguos, pertenece a muestras de centeno provenientes de Egipto, con una antigiiedad de hasta 3000
afios antes del presente. Los patrones de metilacion evidencian que una de las muestras fue infectada
por el virus del mosaico (Llamas et al. 2012). Aunque la cantidad de patrones de metilacién obtenida
correlaciona con la cantidad de ADN que se obtuvo para cada una de las muestras, esto nos da indicios
de preservacion de metilacion en muestras paleoboténicas (Allaby, 2015).

Los trabajos previamente citados demuestran que las sefiales epigenéticas pueden ser reconstruidas en
genomas antiguos proveyendo informacién adicional que complemente nuestro entendimiento de las
sefiales regulatorias en el genoma de diversos organismos. A este campo de estudio se le conoce como
paleoepigenética (Gokham, 2016).

La preservacion bajo condiciones ambientales adecuadas tales como baja temperatura y baja humedad
permiten que el metiloma se preserve por miles de afios, mientras que en condiciones célidas, debido a
la degradacion de ADN, su vida media puede ser tan corta como 1500 afios (Llamas et al. 2012, Allaby
et al. 2015).

F) Estrategias para el estudio de la adaptacion de plantas antiguas al ambiente.

Nuevas disciplinas tales como la genética y la paleoclimatologia abren panoramas para entender no
solo procesos de domesticacion a partir de muestras arqueobotanicas sino que, por medio de la
epigenética, se pretende contribuir con un entendimiento integral de los cambios ambientales que
tuvieron lugar durante el Holoceno para dilucidar la adaptacién del maiz al clima Mesoamericano. Asi,
el estudio sobre procesos de aclimatacion y posterior adaptacion al cambio climatico actual sera de
gran ayuda para el futuro cultivo de esta graminea.

F.1 Estrategia paleoclimatica para inferir la historia climéatica en Tehuacan.
Al estimar las fluctuaciones ambientales que ocurrieron durante el Holoceno en el Valle de Tehuacan se

uso un enfoque interdisciplinario mediante el analisis de evidencia geologica para llevar a cabo la
reconstruccion ambiental de Mesoamérica.
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Figura 10. Mapa de la zona que comprende Mesoamérica.
(Imagen de wikimedia commons)

A pesar de existir una gran cantidad de estudios paleoclimaticos en toda la zona mesoamericana, hay
una mejor resolucion en un par de regiones especificas para esta temporalidad: Regién central y Maya
lo cual no es representativo del Valle de Tehuacan.

Al no contar con evidencia geoldgica del sitio de estudio para elaborar una reconstruccion
paleoclimética, la estrategia se centra en conocer las tendencias climéticas generales de la latitud en
donde se encuentra Puebla desde el este al oeste a lo ancho de México. Analizando las publicaciones
cientificas del Holoceno, los proxys utilizados, interpretacion y contexto biolégico, se podran encontrar
puntos de inflexion interesantes en cuanto a variacion climatica que podrian ser indicativos de las
condiciones climaticas en la region del Valle de Tehuacéan o sus cercanias.
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Figura 11. Regiones de Mesoamérica de interés.

Dentro del recuadro negro se sefiala la region de estudios paleoclimaticos analizados.

(Imagen de wikimedia commons)

Debido a la naturaleza extensiva del analisis se le denomino revision sistémica de la bibliografia pues
toma en consideracion todos los estudios sin importar el proxy ni la implicacién bioldgica que pudiesen
arrojar adicional a la interpretacion paleoclimatica.
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F.2 Estrategia paleogendmica para estudiar la estructura genética del maiz antiguo.
F.2.1 Paleoepigenética para estudiar la respuesta ambiental del maiz.

Diversos trabajos han demostrado que los patrones de metilacion del ADN pueden reconstruirse a partir
de secuencias antiguas empleando protocolos usados regularmente en muestras modernas, por ejemplo:
conversion de bisulfito o métodos de enriquecimiento en grupos metilos (Pomraning et al. 2009; Clark
et al. 2012). Estos métodos generan datos con resolucion de un sélo nucledtido, aunque en el caso de la
secuenciacion por bisulfito se pierde la muestra, mientras que el de enriquecimiento presenta un sesgo
hacia islas CG, asi como a fragmentos largos de ADN (Seguin-Orlando et al. 2015).

La secuenciacion utilizando el tratamiento de bisulfito involucra la conversion de citosinas no
metiladas a uracilos, seguida de secuenciacion para determinar las posiciones metiladas del genoma
(Figura 12).
e ® @
HnOoOOGOPOOMMOOGO® — POOGMMHLVLOIMOOW

i sequencing l sequencing

Cc C C C C T C T

i reconstruct sequence i

A CGACTACGSOC
Figura 12. Diagrama de la conversion de bisulfito.
Al comparar las secuencias con y sin tratamiento nos da una reconstruccion de los sitios metilados. El principio de esta comparativa nos permite identificar

las citosinas que no estaban metiladas en el genoma y como resultado, se infiere que aquellas que se mantienen como citosinas estaban metiladas
originalmente. (Fuente: http://www.slideshare.net/gattacaliao/workflow-of-analyzing-dna-methylation-data)
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Figura 13. Esquema de la conversion mediante bisulfito de citosinas a uracilos.
Reacciones quimicas que permiten la transformacion de citosinas a uracilos en caso de no estar metiladas. De izquierda a derecha: Sulfonacion,
deaminacion hidrolitica y desulfonacion.
(Imagen obtenida de http://core-genomics.blogspot.mx/2016/10/controlling-for-bisulfite-conversion.html)

Cualquier cambio elemental que pudiese ocurrir en el estado epigenético de un locus es determinado
por diversos factores ya mencionados: diferenciacion en los tejidos dependiendo de su etapa de
desarrollo, metilacion en los loci controlados por alguna proteina que regule la metilacion y factores
ambientales tanto bioticos como abidticos, entre otros. Aunque los estudios paleoepigenéticos estan
confinados a ciertos tipos de tejidos que tienden a preservarse mejor dados los efectos diagenéticos
(e.g. hoja, raiz, mazorca, semilla), varias de las regiones diferencialmente metiladas (DMR) que se
detectan podrian ser funcionalmente relevantes para otros tejidos (Seguin-Orlando et al. 2015).
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La comparativa de genomas debe tomar en cuenta el indice de mutaciones en el locus examinado;
aquellos que evolucionan rapidamente (DNA mitocondrial y microsatélites) son adecuados para
estudiar poblaciones y especies cercanas, mientras que los genes ribosomales ultraconservados son
adecuados para comparar especies distantes. Consideraciones similares deben de tomarse en cuenta en
epigendmica comparativa (Schmitz et al. 2013; Hernando-Herraez et al. 2013; Gokhman et al. 2014).

En este proyecto se pretende encontrar perfiles de metilacion en muestras antiguas para dilucidar la
magnitud de los efectos diagenéticos en el metiloma antiguo y entender cdémo se comportaban las
firmas epigenéticas durante épocas de sequia en maiz en pleno proceso de domesticacion ya que para
modelar el futuro debemos ser capaces de estimar el costo de las adaptaciones del pasado. En este
proyecto interdisciplinario el contexto paleoclimético juega un papel fundamental para comprender el
proceso de domesticacion dependiente tanto de factores antropogénicos como de cambios climaticos y
de paisaje.

CAPITULO II. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Perfiles de metilacion en muestras paleobotanicas de maiz nos permitiran estudiar cambios
adaptativos al estrés ambiental.

2.2 OBJETIVOS

1) Estimar las fluctuaciones ambientales que ocurrieron 11 600 afios antes del presente en el Valle
de Tehuacén.

2) Determinar perfiles de metilacion en el paleogenoma de al menos una muestra antigua de maiz
(fechada de entre 2000 y 500 afios antes del presente) del Valle de Tehuacéan.

3) Buscar posibles relaciones ambientales en los perfiles de metilacion en las muestras analizadas.

CAPITULO I11l. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se muestra el esquema metodoldgico que se siguié durante este proyecto para estudiar
posibles cambios adaptativos al estrés ambiental en muestras paleobotanicas mediante la
implementacion del tratamiento de bisulfito:

Revision d Seleccion de
b'et;/II'SIon f/e muestras Extraccién ADN
toliogratia paleobotanicas

%

Analisis Tratamient Elaboracion de
ratamiento L
Bioinformatico Secuenciacion de Bisulfito blb|I’0tchaS
gendmicas

Figura 14. Esquema metodoldgico para el analisis comparativo de patrones de metilacion en ADN antiguo
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3.1 Revision sistematica de bibliografia.

La revision sistemética de bibliografia paleoclimatica de la region geografica de interés (Figura 11) se
llevd a cabo en el Instituto de Geologia de la Universidad Nacional Autonoma de México bajo la
direccion del Dr. Alexander Correa-Metrio. Se comenz6 con un acercamiento a las distintas evidencias
indirectas o proxys, sus alcances y las interpretaciones de los expertos en cada region.

Comenzando por una rapida inspeccion al nimero de estudios realizado a lo largo del territorio
mexicano, las zonas con mayor nimero de publicaciones se encuentran en la region central del pais, la
Zona Maya y el noroeste de la republica Mexicana (Figura 15).
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Figura 15. Mapa de estudios paleoclimaticos del Holoceno en México.
Los cuadros amarillos muestran los sitios con estudios paleoclimaticos datados en el Holoceno que se han realizado en México. (Lozano-Garcia
et al. 2016).

Debido a que la zona de interés se encuentra en Puebla, se eligieron todos aquellos estudios en donde
se represente el clima holocénico en la franja latitudinal de 18-22° N a lo ancho del pais. EI numero
inicial de estudios cientificos revisados fue de 115 (Apéndice). En dichos estudios se utilizaron
diversos métodos de datacion de acuerdo al tipo de material analizado y se estudié una amplia
diversidad de proxys con lo cual los analisis estadisticos para cada uno es de distinta indole.

3.1.1 Criterios de clasificacion de los estudios paleoclimaticos.

A pesar de contar con una amplia diversidad de datos para las distintas zonas de estudio, la continuidad
en la cronologia no siempre fue la mas adecuada para representar fidedignamente las fluctuaciones
ambientales de los distintos sitios. Algunos estudios presentan estimaciones paleocliméticas basadas en
evidencias insuficientes, proponiendo posibles fluctuaciones se contradicen con otros estudios de la
misma zona o region. Asi, en algunas regiones, diferentes proxys que representan la misma
temporalidad condujeron a interpretaciones conflictuadas.

Mientras algunos estudios presentan aspectos puramente metodologicos en los que los autores se
limitan a explicar los proxys estudiados, otros son de naturaleza subjetiva. Asi, la generacion de un
marco paleoclimético regional se convirtié en un reto, no sélo a nivel técnico y metodoldgico sino
también de interpretacion. Para eliminar el sesgo de la subjetividad se analizaron alrededor de 115
estudios bajo los siguientes criterios:
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i) Proxys estudiados.

En la paleoclimatologia hay una amplia variedad de proxys dependiendo de las caracteristicas
geoldgicas de la zona de estudio. Las mas comunes para la region de Mesoameérica son de varias
indoles como se presentan en la Tabla 1.

Geologicas
Marinas (ndcleos sedimentarios del océano):

Sedimentos biogénicos (fosiles bénticos y planctonicos)

Composicion isotdpica de oxigeno

Abundancia de fauna y flora

Elementos traza (ejemplos: Mgy Ca)

Biomarcadores organicos

Sedimentos inorganicos (loess)

Polvo terrestre, tamafio del grano

Radios elementales (Pa'y Th)

Terrestres:
Espeleotemas (isotopos estables y composicion de elementos traza)
Sedimentos lacustres y meteorizacién
Dep6sitos edlicos
Lineas lacustres

Biologicos
Anillos de arboles (espesor, densidad y composicion isotépica)

Polen (tipo, abundancia relativa y concentracion absoluta)

Diatomeas y ostracodos en sedimentos lacustres (reconstrucciones, abundancia, geoquimica y
biomarcadores).

Insectos

Corales

Macrofosiles botanicos

Distribucion moderna de nichos ecoldgicos (refugios de poblaciones animales y de plantas)

Tabla 2. Fuentes principales de proxys con datos para reconstrucciones paleoclimaticas.

El cambio de Pleistoceno a Holoceno se dio hace 11 700 afios antes del presente, por lo que aquellos
estudios en donde los proxys tengan una resolucion anual son extremadamente informativos. La
duracién de la temporalidad que se esta describiendo depende del tipo de archivo natural obtenido,
como se muestra en la siguiente tabla.

Archivo natural Intervalo minimo de Orden temporal Informacién potencial
muestreo derivada
Anillos de arboles Anual / Estacional ~10? T,P,B,V,S
Sedimentos lacustres Anual — 20 afios ~10%-10° T,B, M, P,V, Cw
Corales Anual ~10° Cw, L, TP
Polen 20 afios ~10° T,P,B
Espeleotemas Anual ~5x10° Cw, TP VB
Loess 100 afios ~10° P,B,M
Caracteristicas geomdrficas 100 afios ~10° T,PV,LP
Sedimentos marinos 100 afios ~107 T,Cw,B,M,L,P,S

Tabla 3. Caracteristicas de los archivos naturales en donde se encuentran proxys.
T: temperatura; P: precipitacion, humedad o balance de agua (precipitacién-evaporacion); C: composicion quimica del aire (Ca) o agua (Cw); B:
informacion de biomasa o patrones de vegetacion; V: erupciones volcanicas; M: variaciones en campos geomagnéticos; L: nivel del mar; S: actividad solar.
(Bradley & Eddy, 1991).
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En un mismo sitio se puede tener mas de un tipo de proxy y al ser las interpretaciones consistentes para
las distintas evidencias, la reconstruccién paleoclimatica en una temporalidad dada se va reforzando.
Asi, el primer criterio de seleccion de estudios de caso estuvo basado en la consistencia de la
interpretacion para toda evidencia indirecta obtenida dentro de un mismo sitio.

i) Tecnologia para analizar datos.

La tecnologia en el area de la geologia al igual que en otras disciplinas ha mejorado. Algunos de los
estudios analizados méas antiguos se hicieron para algunas regiones (Michoacan y el Valle de México)
que presentaban proxys abundantes. Si bien la calibracion de la datacidn por radiocarbono tiene como
base la fecha de 1950 y esta presente en la gran mayoria de los estudios, algunos estudios fueron
datados utilizando series de uranio o de manera indirecta debido a una excelente identificacion
estratigrafica.

Aquellos que utilizaron tecnologia que no permitia una resolucion temporal tan fina, simplemente por
el hecho de que en el momento de su estudio la tecnologia presentaba ciertas limitantes, fueron
omitidos de los analisis. Para esos mismos sitios, fue tomada en consideracién la informacion que
arrojaron trabajos modernos con una mejor resolucion. En algunos casos, se revisaron proxys de
nacleos extraidos en décadas pasadas pero se analizaron con tecnologias actuales, por lo que la
incorporacion de datos finos se volvié de suma importancia para obtener una adecuada interpretacion
por parte de los expertos.

iii) Analisis estadistico.

Las reconstrucciones paleoclimaticas siguen un nimero de etapas o niveles para su interpretacion. En
el primer nivel se recolectan datos en el campo y se continda con mediciones y andlisis iniciales de
laboratorio (Hecth et al. 1979; Peterson et al. 1979). Para el segundo nivel, los datos extraidos son
calibrados, convirtiéndolos en estimadores del paleoclima. La calibracion puede ser totalmente
cualitativa (condiciones tibias, himedas o frias) o puede incluir un procedimiento que provee estimados
cuantitativos de la variacién climatica a travées del tiempo en un sitio geografico especifico.

Distintos procedimientos de calibracion son, en potencia, diferentes reconstrucciones paleoclimaticas,
por lo que la evaluacion de los procedimientos es critica para obtener una interpretacion consistente.
Para lograr tal consistencia, se utiliza un tercer nivel en donde se busca un patrén climéatico en una
temporalidad especifica (Mann et al. 2009). En algunos casos los arreglos del segundo nivel son
transformados en estadisticos que los convierten en datos derivados del tercer nivel.

Agquellos estudios que cuentan con datos cuantitativos estadisticos (del tercer nivel), no solamente
cualitativos o descriptivos (primero y segundo nivel), permiten obtener una probabilidad de certeza
objetiva, a diferencia de aquellos que son Unicamente interpretativos y dependen Unicamente de la
experiencia y agudeza del investigador que los conduce.

Tomemos en cuenta que puede existir riesgo de contaminacion de los proxys debido a su manipulacion,
por lo que es fundamental realizar un anélisis estadistico en donde se correlacionen proxys disponibles
para eliminar falsos positivos. Como ejemplo tenemos estudios actuales donde las capas estratigraficas
superficiales son descartadas dada la influencia humana en el sitio de estudio. Ademas puede existir
contaminacion aun sin la influencia humana. Ejemplo de ello es el crecimiento desmesurado de alguna
raiz que al ser removida, modifica la estratificacion reflejandose asi un error en la interpretacion.

30



Finalmente, la correcta datacion (ver “Métodos de datacion” en la pagina 36) nos permite tener un
contexto temporal definido, con el cual se obtiene una interpretacion paleoclimatica consistente. Los
estudios que contaban Unicamente con datos del primer o segundo nivel, fueron descartados del meta-
analisis.

iv) Objetividad en la discusion.

Una proporcion considerable de estudios realizados en el Valle de México usan como principal proxy la
palinologia, es decir, el estudio del polen que se encuentra en sedimentos lacustres. El polen es un
excelente indicador biologico del tipo de vegetacion que crecio en un sitio y dado el conocimiento
actual de las condiciones en las que ciertas plantas crecen, es posible inferir como era el clima del sitio
en su momento.

Desafortunadamente, si habia influencia humana, el tipo de vegetacion se modificaba, por lo que es
importante complementar con otros proxys para darle un mayor peso a las interpretaciones. Algunos
estudios al no presentar mas de una evidencia indirecta sobre el paleoclima o elucubrar sobre las
razones por las cuales se encuentran ciertos tipos de taxones, sin reforzar con otros proxys, fueron
descartados, debido a que en algunos casos los autores proponian escenarios que posteriormente, al
contrastarlos con las reconstrucciones de otros autores, no coincidian.

Dado que se trata meramente de un analisis bibliogréfico, es imposible conocer la geografia, hidrologia
y orografia de cada sitio por lo que aqui la voz méas importante es siempre la del autor que llevé a cabo
el estudio. Al no compaginar las versiones de los distintos autores, los estudios menos objetivos, fueron
descartados para no crear inconsistencias al interpretar el paleoclima holocénico.

v) Datos continuos en la temporalidad de interés.

Como criterio final, se valord la continuidad de datos en la temporalidad de interés. Dada la naturaleza
propia de los proxys, en ocasiones no guardan un registro continuo de las fluctuaciones ambientales. En
el caso de sedimentos lacustres, esto se debe al movimiento propio de la tectdnica de placas,
vulcanismo, meteorizacion o deslave de tierras altas.

Ademas, la temporalidad holocénica, si bien es relativamente corta en comparacion con otras épocas
geoldgicas, presenta fluctuaciones variables en los registros naturales, obteniendo datos discretos. Es
por ello que se requiere una mayor cantidad de estudios para una acertada reconstruccion
paleoclimatica.

Aguellos estudios que nos permiten una reconstruccion paleoclimatica continua ya sea por si solos o
que aportan datos faltantes en otros estudios con la misma temporalidad, cumplen el ultimo criterio
necesario para este proyecto. Siguiendo estos criterios obtuvimos tres estudios paleocliméticos que
cumplian con todos ellos. Los demas estudios aunque interesantes, quedaron en las siguientes
categorias de acuerdo a la clasificacion antes mencionada:
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Criterio a evaluar No. de articulos
que cumplen el

criterio
Anadlisis estadistico 60
Tecnologia para analizar datos 30
Proxys estudiados 18
Objetividad en la discusion 11
Datos continuos en la 3

temporalidad de interés

Tabla 4. Numero de estudios paleoclimaticos categorizados mediante criterios de analisis.

3.2 SELECCION DE MUESTRAS ARQUEOBOTANICAS.
3.2.1 Excavacién de 2012

En 2012 se formé un grupo interdisciplinario conformado por el Profesor Angel Garcia Cook (quien
pertenecio al grupo de trabajo de la expedicion de MacNeish en 1964) de la Subdireccion de
Investigacion y Conservacion del Patrimonio Arqueoldgico, el Arquedlogo Javier Martinez Gonzalez
adscrito al centro INAH en la Subdireccién de Salvamento Arqueoldgico y los Doctores Jean-Philippe
Vielle-Calzada y Rafael Montiel Duarte, asi como el entonces estudiante de Maestria Miguel Andrés
Vallebueno Estrada, estos ultimos provenientes del CINVESTAV Irapuato, para buscar evidencia
paleobotanica en el Valle de Tehuacan.

En el pasado, las técnicas arqueoldgicas de colecta y preservacion de restos antiguos se basaban en
analisis morfolégicos por lo que el manejo y reconstruccion de las piezas derivaba en contaminacion de
las muestras, como la aplicacion de adhesivos o barnices en la superficie de las muestras arqueoldgicas.

La contaminacion es una de las principales restricciones en ADN antiguo, no solo del tratamiento
posterior a la extraccion de las muestras: también hay contaminacion de ADN moderno desde el
proceso de excavacion hasta el analisis en el laboratorio, por lo que se implementé un protocolo
especializado en el grupo de trabajo interdisciplinario para excavaciones arqueolégicas en general sin
comprometer la integridad del material, que cumpliese con estandares de calidad de extraccion
permitiendo asi la preservacion de material genético enddgeno para posteriormente aplicar protocolos
experimentales de analisis paleogenémicos.

Los resultados de esta excavacion fueron fructiferos, se obtuvieron aproximadamente 30 restos de maiz
(olotes en su mayoria), agave, frijol, aguacate, guaje y chile entre otros. Se realizd un registro
fotografico y morfoldgico de cada muestra para documentar el fenotipo en caso de ser procesadas
posteriormente ya que la extraccion de ADN es un método destructivo.

3.2.2 Métodos de datacion

Es fundamental una correcta datacion, eliminando trazas de contaminantes para asegurar que el
contexto estratigrafico sea interpretado correctamente. De igual manera hay que comprender los
alcances y limitaciones del procedimiento. En ocasiones es mas importante conocer el margen de error
que la fecha por si misma (Walker, 2005). Los métodos de datacion se dividen en cuatro categorias. La
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primera son los radiosiotdpicos que estan basados en el indice de desintegracion en una muestra o sus
cercanias. Los métodos de correlacion paleomagnética se basan en cambios del campo magnético
terrestre y sus posibles efectos en las muestras. Los métodos quimicos pueden ser orgéanicos o
inorganicos y estdn basados en cambios quimicos dependientes del tiempo en una muestra o
caracteristicas quimicas propias de las muestras. Finalmente los métodos bioldgicos los cuales
dependen del crecimiento de un organismo para datar el sustrato en el que se encontré (Colman et al.
1987).

Dependiendo de la temporalidad de interés hay métodos que se vuelven méas adecuados. No todos los
métodos dan una edad certera, en muchos casos es relativa, permitiendo calibrar dicha edad relativa a
métodos numeéricos (caso de radioisétopos). Al igual que en los métodos de datacion, los métodos de
calibracion tienen un amplio espectro de métodos: numéricos, calibrados, relativos y aquellos que
involucran correlaciones estratigréficas (Colman et al. 1987). Para las muestras paleoboténicas el mas
adecuado es el de datacion por radioisétopos como se discutird a continuacion.

3.2.2.1 Datacion por radioisétopos

Los atomos estan conformados por neutrones, protones y electrones. Para cualquier elemento el
ndmero de protones (nimero atdmico) no es variable pero el de neutrones si lo es, dando como
resultado is6topos del mismo elemento. EI carbono por ejemplo, tiene tres is6topos con masa atomica
distinta: 12, 13 y 14 que se denominan *2C, **C y **C. Generalmente cada elemento tiene més de un
istopo estable, mientras que aquel isétopo que es inestable pasa por decaimiento radioactivo
espontaneo al perder particulas nucleares (particulas o 6 ), transmutando en un nuevo elemento.
Siguiendo con el ejemplo del carbono, éste decae a **N. El indice de decaimiento no varfa por lo que
podemos estimar el tiempo en el que decaera a su is6topo hijo. Esta es la base de datacion por cualquier
método isotopico.

Si el reloj isotépico comienza cercano a la fecha de interés en un estrato, la medicién actual de la
concentracion isotopica indicara la cantidad de tiempo que ha pasado desde que la muestra quedo en el
sitio de descanso. La cantidad de tiempo que tarda el material radioactivo en decaer la mitad de su
concentracion inicial es conocida como vida media. Como ejemplo de lo anterior, si una planta muri6
5730 afios atras con un 50% de contenido de *C, en 5730 afios quedara con el 25%. En 1955 Libby
explicd los principios de la datacion por radiocarbono y calcul6 una vida media de 5568 afios. En 1960
se demostré que habia un error del 3% (Godwin, 1962). Para evitar confusion, se utiliza la vida media
de Libby pero al comparar los afios de radiocarbono con el calendario actual hay que ajustar esa
diferencia.

Atomo Vida media
Yc | 5.730 x10° afios
2By | 4.468 x10°afios
2y | 0.704 x10° afios
K | 1.310 x 10” afios

Tabla 5. Vida media de radioisétopos usados en datacion.
Aunque la vida media del *C es de 5730240 afios, por convencién “Libby” se usan 5568+30 afios.

Para que un radioisétopo sea Util para datacion debe contar con algunos atributos:

i.  Elisétopo o sus productos deben ser cuantificables y diferenciables de otros is6topos o que su
decaimiento pueda ser medible.
ii.  Suvida media debe estar en el periodo de interés apropiado.
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iii.  La concentracion inicial debe ser conocida
iv.  Debe existir alguna correlacion entre el evento que se pretende datar y el inicio del decaimiento
radioactivo.

3.2.2.2 Principios de datacién por *‘C

En general, para las fluctuaciones climaticas del cuaternario, la datacion por radiocarbono es la mas
atil. Dada su distribucion en todo el mundo se puede encontrar en madera, hueso, conchas, sedimentos
marinos y lacustres. Se produce en la atmdsfera por el bombardeo de neutrones a &tomos de Nitrégeno:

14N + 1n > 14C + 1H

Los neutrones se producen por la radiacién que entra a la tierra. La difusion de 4tomos de *C en la
atmosfera baja permite una homogénea distribucion en la biosfera y una vez ahi se oxida a **CO, y se
mezcla con el resto del didxido de carbono presente. Existe un equilibrio entre el indice de nuevo *C y
el decaimiento en las reservas existentes de carbono lo que permite una adecuada aplicacion del
método aunque existen ciertas excepciones a la regla.

3.2.2.3 Procedimientos de medicion, materiales y problematicas

A principios de los afios 80, las técnicas de datacion se basaba en contadores proporcionales de gas y
contadores de centelleo liquido (Povinec et al. 2009). En el contador proporcional de gas, el carbon se
convertia en gas (metano, dioxido de carbono o acetileno) y posteriormente se media la variacién de los
pulsos de voltaje al ser proporcionales a las emisiones de particulas-B en un contador proporcional. En
los contadores de centelleo liquido, el carbono se convertia en benceno o cualquier otro liquido
inorganico y se colocaba en cualquier instrumento que producia centelleos de luz cuando las particulas-
B interactuaban con fosforo que habia sido afiadido previamente a la solucion organica. En ambos
métodos son necesarias medidas estrictas para proteger a las muestras de radioactividad creada por
componentes instrumentales. Pocos laboratorios usan estas técnicas actualmente por ser lentas y
requerir cantidades que se cuentan en gramos de carbono por muestra.

Existio una revolucion a finales de 1970 y principios de 1980 al desarrollarse un método de datacién
utilizando poca muestra (~1mg de carbono) y un acelerador acoplado a un espectrémetro de masas
(AMS, por sus siglas en inglés) (Muller, 1977; Nelson et al. 1977; Litherland & Beukens, 1995). En
esta técnica, en vez de medir la cantidad de **C de manera indirecta por la emisién de particulas p, las
concentraciones de iones individuales (**C, **C y *C) son cuantificadas directamente. Se pretende que
esta tecnologia permita desarrollos tecnol6gicos en datacion por AMS permitiendo datar muestras de
carbono tan pequefias como ~1ug (Povinec et al. 2009).

3.2.2.4 Exactitud en las muestra de radiocarbono.

Las fechas de radiocarbono tienen un rango de probabilidad, al igual que todas las medidas
radiométricas. La desintegracion radioactiva varia aleatoriamente alrededor de un valor medio. Es esta
incertidumbre estadistica en cada muestra, ademas de la calibracion del comienzo del decaimiento y
cualquier ruido externo de radiacion, que crea ruido inherente en la datacion de **C. Para dar certeza a
las mediciones de **C, se puede tomar como referencia el isétopo *C debido a que el fraccionamiento
del radioisétopo es el doble del **C (Craig, 1953). El contenido de *C es expresado a partir del
estandar PeeDee Belemnite:
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Al adoptar este valor de referencia, se permite hacer una comparativa entre todos los valores de
radioisotopo sin importar su origen. La datacion reportada es el punto medio de la distribucion de
probabilidad de Poisson junto con su desviacion estandar lo que define un nivel conocido de
probabilidad para una muestra (Craig, 1953).

3.2.2.5 Datacion en las muestras de maiz

Las muestras paleobotanicas de maiz pasaron por un proceso de seleccion, teniendo como resultado un
conjunto de 29 muestras que presentaban buena preservacion morfoldgica. Para cada muestra se extrajo
un fragmento de 20mg y mediante la técnica de espectrometria por aceleracion de masas se procedieron
a datar en un servicio de datacion externo ofrecido por la empresa Beta Analytic.

3.3 Extraccion de ADN en muestras paleobotanicas
3.3.1 Laboratorio de ADN antiguo

Dentro de las instalaciones del Laboratorio Nacional de Genémica para la Biodiversidad (Langebio),
se tienen instalaciones especializadas denominadas cuarto limpio para la extraccion de ADN de
muestras antiguas, disefiadas para minimizar las posibilidades de que las muestras extraidas de
excavaciones se contaminen, ya sea por contaminacion cruzada entre muestras o de forma exdgena al
manipularlas.

Area Gris Area de Extracciones rdfins Areade Soluciones |
| — \‘\ :Q‘dm/ " |buctos de PVC AN | -
- o h Seion - abinele
Rei PG \ / FEH Sepmes
~ ™~ Inicigti F
~ S~ 4
- B Filfhacién | Ductos de PVC
%
o L
g Reiilins Puerta corrediza / \\ ::
g = — |/ \ Fed
; : ~ FEd
Vestidorl Vestidor2 o lL.. \ FEH
Rejljas . Fed

Figura 16. Plano de planta del cuarto limpio en LANGEBIO-CINVESTAV Irapuato.

El laboratorio de ADN antiguo estd acondicionado siguiendo especificaciones recomendadas para
cuartos limpios de uso militar (Engineers, 2004). Esta conformado por paneles de cristales que lo aislan
del ambiente exterior simulando una campana de flujo de aire con presion positiva. El aire dentro del
cuarto es filtrado mediante filtros HEPA no permitiendo la entrada al 99.97% de particulas mayores a
0.03 micras. Antes de entrar al area de trabajo el aire es irradiado con ldamparas de luz UV, eliminando
asi bacterias e inactivando el posible ADN contaminante, al propiciar la generacion de anillos de
ciclobutilo en timinas adyacentes (Brown, 2002).
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Existe un protocolo especializado para entrar al cuarto limpio (Anexo 1), que comienza con el ingreso
al laboratorio a través del area gris en donde se colocan guantes, botas quirurgicas, cofia y cubre bocas.
Posteriormente se entra al area de vestidores que cuentan con equipo especial para entrar al area de
soluciones o de extracciones respectivamente.

El area de soluciones tiene la funcion de preparar soluciones quimicas necesarias para los procesos de
extraccion, PCR y preparacion de bibliotecas genémicas. Una vez preparadas, las soluciones se llevan
al area de extracciones donde se procesan las muestras antiguas procedentes de contextos
arqueoldgicos. El procesamiento de las muestras se realiza en una campana de seguridad bioldgica que
impide la entrada o salida de aire, disminuyendo el riesgo de contaminacién por particulas y aerosoles
durante la manipulacién de las muestras y soluciones durante la extraccion del ADN.

3.3.2 Extraccidn y purificacion de ADN de maiz antiguo

Se comienza preparando las soluciones en el area de soluciones siguiendo el protocolo modificado de
Capellini y col. (2010) (Anexo 2). Posteriormente, en el area de extracciones se hace una digestion
bioguimica logrando lisis celular para liberar el contenido de la célula. Para purificar y obtener
unicamente el ADN se utilizan solventes organicos como fenol y cloroformo. Se separan los solventes
del ADN usando centrifugacion, al separar gracias a las diferentes densidades en los componentes
organicos y obtener finalmente el ADN antiguo purificado.

3.3.3 Amplificacion diagnostica para el gen Rubisco

Posterior a la extraccion del ADN se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
identificar muestras candidatas a ser secuenciadas masivamente. Para logarlo se eligié un gen que
estuviese presente en todas las plantas y que fuese esencial. Se eligio el de rubisco (rbcL) presente en
cloroplasto y del que existen muchas copias en una sola célula, lo que aumenta las probabilidades de
amplificacion en los candidatos.

Se utilizaron iniciadores previamente reportados para plantas antiguas (Poinar et al. 1998; Barholm et
al. 2010; Wales et al. 2012) con temperatura y ciclos previamente reportados en trabajos previos en el
laboratorio (Vallebueno Estrada, 2014). Las reacciones fueron reveladas en geles de agarosa al 3% vy
aquellas que presentaron banda de amplificacion de 140 pares de bases fueron consideradas candidatas
para analisis posteriores.

3.4 Elaboracion de bibliotecas gendmicas.
Una vez confirmada la presencia de ADN de planta en las muestras de maiz se procedié a elaborar las
bibliotecas gendmicas para enviarlas a secuenciar. La elaboracion de bibliotecas consiste en una serie

de pasos a nivel molecular permitiendo fragmentar, reparar, etiquetar y purificar el ADN proveniente de
una alicuota de ADN extraida de cualquier muestra biologica.
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Figura 17. Esquema metodoldgico modificado para la elaboracién de bibliotecas genémicas.

La preparacion de las soluciones para el tratamiento se realizo en el area de soluciones. El tratamiento
se realizé en el area de extracciones partiendo de una fraccion de ADN antiguo (aAADN) purificado
mientras que la otra alicuota quedd intacta (Figura 18).

e ratamente
Tratamiento de bisulfito .
tratamiento
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i

Muestra sin
tratamiento

Figura 18. Esquema de las alicuotas utilizadas durante la elaboracion del tratamiento de bisulfito.
Tanto de la muestra de SM1 como Cox17 se tomaron dos alicuotas de las cuales una fue tratada con bisulfito. Las alicuotas dentro de los cuadros rojos se
usaron para seguir con la elaboracion de las bibliotecas.

El kit usado para la elaboracion de bibliotecas gendmicas fue el TruSeq Nano DNA con un par de
modificaciones como se muestran en el esquema de la Figura 17.

- Paso adicional para realizar el tratamiento de bisulfito en una alicuota del extracto de ADN.
- Omision de la fragmentacion genomica del ADN. La Unica ventaja técnica que ofrece el ADN
antiguo es su naturaleza fragmentada gracias a los procesos diagenéticos.

A excepcion del tratamiento de bisulfito, todos los deméas pasos de la elaboracion de la biblioteca
gendmica se realizaron para ambas alicuotas siguiendo las instrucciones del protocolo, de manera que
quedaran dos bibliotecas con dos adaptadores distintos para cada muestra como se observa en la figura
18.

Gracias al trabajo previo llevado a cabo en el laboratorio, los niveles de fragmentacién son conocidos
para las muestras de maiz del Valle de Tehuacan, aunque hay que considerar que los procesos
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diagenéticos pueden afectar de distintas maneras en las muestras de un mismo sitio, por lo que es
necesario descartar una alteracion en el tamafio de los fragmentos.

Se confirm6 que la fragmentacion fuera consistente en todas las muestras mediante un analisis
cualitativo de electroforesis. Este analisis fue pedido en el &rea de servicios genomicos de LANGEBIO
y se realiz6 en un Bioanalyzer con un chip de alta sensibilidad de ADN. Es posible cuantificar la
cantidad de ADN a partir de este mismo ensayo pero se eligio un andlisis fluorimétrico para proceder
con la cuantificacion por ser mas preciso. En este trabajo se considera al andlisis de electroforesis como
cualitativo. Se procedid a elegir los fragmentos con una degradacion ya conocida que pudiesen
pertenecer al ADN enddgeno del maiz y no a contaminacién moderna. Se seleccionaron los fragmentos
deseados usando perlas AMPURE (ver anexo 4) para proceder con el tratamiento de bisulfito.

3.4.1 Tratamiento de Bisulfito

El tratamiento de bisulfito se llevd a cabo con el kit de zymo research “EZ DNA Methylation-Direct”.
Se eligi6 este kit gracias a su eficiencia al completar la conversion de bisulfito con bajas
concentraciones de ADN como 10 células o 50 pg (Anexo 3). Se puede resumir en tres pasos:

- Reaccion de conversion
- Lavado de desulfonacién
- Elucion.

El tratamiento de bisulfito fue elaborado bajo la supervision de Dalia Rodriguez, técnico de laboratorio
de la Dra. Gertrud Lund, responsable del laboratorio de epigenética del Cinvestav Irapuato. Durante la
ultima fase de elucidn, Dalia sugirié el uso de una elucion adicional, dada su experiencia con las
columnas usadas en los kits de zymo research. Este paso adicional en el protocolo promovié una
extraccién mayor del aADN tratado.

Ambas bibliotecas (con y sin tratamiento) serian secuenciadas en una misma linea por lo que los
adaptadores debian ser compatibles entre ellos para mezclarlos (pooling). Al contar con adaptadores
tipo A en nuestro kit, los candidatos para las bibliotecas son los que se muestran en la tabla a
continuacion:

Plexity | Option

2 1
2
3 1
2
3
4 1

Set A Only
ADO006 and AD012
ADQO05 and AD019
ADQ002 and AD007 and AD019
ADO005 and AD006 and ADO015
2-plex options with any other
adapter
ADQ05 and AD006 and AD012
and AD019
ADQO02 and AD004 and AD007
and AD016
3-plex options with any other
adapter

Set B Only
Not recommended

ADO01 and AD010 and AD020
ADO003 and AD009 and AD025
ADO08 and AD011 and AD022

ADO01 and AD008 and ADO10
and ADO11

ADO003 and AD009 and AD022
and AD027

3-plex options with any other
adapter

Tabla 6. Adaptadores para estrategias de pooling en kits TruSeq de ADN

Por la naturaleza del tratamiento en nuestras muestras, se tendrian dos bibliotecas en el pool y a nivel
técnico se secuenciarian dos genomas simultaneamente, proceso conocido en ingles como multiplexing.
Siguiendo la tabla, las opciones 1 y 2 del set A con un nivel 2 de multiplexing fueron las adecuadas para
cualquier maiz candidato.
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Finalmente, para la validacion de las dos bibliotecas (con y sin tratamiento) se volvié a realizar un
analisis de electroforesis y un andlisis cuantitativo fluorimétrico. El primero se realizd6 en LANGEBIO
con el equipo antes descrito y el ultimo se realiz6 en la Universidad de California en Davis con un
equipo Qubit (Life Technologies).

3.5 Secuenciacion masiva

La tecnologia de secuenciacion utilizada en este proyecto fue Illumina Next Generation Sequencing
(NGS). El principio de secuenciacién consiste en identificar bases de ADN y de manera simultanea
procesarlas en una cadena de acidos nucleicos. Cada tipo de base emite una sefial fluorescente unica
conforme se une a la cadena creciente, con lo que se determina el orden de las secuencias del ADN y se
va guardando en bases de datos computacionales. La secuenciacion se hizo de tipo paired-end (figura
19), es decir, el mismo fragmento fue secuenciado a partir de los dos extremos para generar datos en
forma de lecturas (reads) que facilitaran su alineamiento y asi aumentar la calidad, sin importar si hay
elementos repetitivos en el genoma de referencia ademas de detectar inserciones, deleciones e
inversiones (Heather & Chain, 2015).

Read 1 Read 2

_)_;

Figura 19. Esquema de lectura de un segmento paired-end.
Se muestran cdmo se detectan los reads (azul y rojo) en un mismo fragmento (escala de morado a amarillo) de una cadena de ADN.

Las dos bibliotecas de cada muestra (con y sin tratamiento de bisulfito) fueron secuenciadas de manera
simultdnea en un mismo pool y se generaron reads para ambas bibliotecas que posteriormente se
separaron gracias a la identificacion de los adaptadores utilizados durante la elaboracion de las
bibliotecas genémicas.

El trabajo de secuenciacion fue realizado en la Universidad de California con un equipo Illumina HiSeq
3000, en el centro de genomas con la ayuda del equipo de Lutz Froenicke quien ademas apoy0 durante
el envio de las muestras.

3.6 Andlisis Bioinformaético

A partir de la secuenciacion se generan bases de datos en donde se encuentran las secuencias de
nucleoétidos que ademas cuentan con caracteristicas como identificador para cada una de las secuencias
0 reads, calidad de secuenciacion a nivel de sitio nucleotidico, informacion sobre la corrida del
secuenciador y el sentido de lectura del read. Esto es lo que se denominan datos crudos en lo sucesivo.

Para obtener respuestas bioldgicas hay que procesar los datos crudos. Para cada set de datos crudos en
general se sigue la misma forma de procesamiento informatico (pipeline) (Figura 20). Sin embargo, hay
ligeras modificaciones de parametros dependiendo de la naturaleza técnica de los datos y sobre todo,
del tipo de preguntas que pretendamos resolver.
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Figura 20. Esquema general del procesamiento informatico

Para las secuencias de maiz paleobotanico, el analisis de calidad inicial en las secuencias crudas se
realizé con el programa Fastqc (Andrews, 2010) permitiendo ver la tasa de errores en cada read
mediante el Phred score: este pardmetro guarda una relacion con la probabilidad de error en cada base
leida por el secuenciador como se muestra a continuacion:

Q P Exactitud
10 len10 90%
14 len4l 94%
17 len50 98%
20 1 en 100 99%
30 1en 1,000 99.90%
40 1 en 10,000 99.99%

Tabla 7. Relacion entre el Phred score (valor de calidad) y la exactitud de la secuenciacién por sitio nucleotidico.
En donde: Q= -10log;oP
Q= Calidad en Phred score, P= Probabilidad de error

Una vez analizados los valores del Phred score se procede con el filtrado de calidad utilizando el
programa Cutadapt (Marcel, 2011). Posteriormente se “rasuran” los adaptadores, se eliminan reads con
baja calidad y finalmente, se eliminan aquellos reads que tuvieren un tamafio menor de 20pb. Este
valor es conocido a priori gracias al anlisis cualitativo de electroforesis durante la elaboracion de las
bibliotecas.

Una vez que se cuenta con las secuencias sin adaptadores procedemos a mapear. Para ello se toma un
genoma de referencia contra el cual se van a comparar cada par de reads para identificar el segmento
secuenciado con la referencia, conocer su posicién, calidad y descartar aquellos reads no reconocidos
como maiz. Este paso se realizd con el programa BWA con la version mem (Li & Durbin 2009); dicha
modalidad permite mapear fragmentos pequefios.

El genoma de referencia utilizado para este proyecto fue la version 3 del genoma de la accesion B73 de
Zea mays. Adicionalmente se uso la version enmascarada, la cual carece de las regiones repetitivas del
genoma, al utilizar un algoritmo que permite omitir regiones que aparecen en mas de un sitio al
reemplazarlas con “N”. De esta manera, aquellos reads mapeados contra regiones Unicas no
representaran duplicados bioldgicos en esta fase. Los conceptos de profundidad y cobertura en los
estudios genomicos se refieren a la cantidad del genoma representado. Idealmente se querria que todos
los nucledtidos del genoma se representaran al menos una vez independientemente del método de
secuenciacion utilizado, a eso se le llama cobertura.
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Los reads obtenidos por cualquier método de secuenciacion son menores a 250 nucledtidos, al
mapearlos la representacion del genoma de referencia es muy variable, en muchos casos no esta
cubierto en su totalidad. Ademas puede contener errores de secuenciacion, lo cual no permite distinguir
entre error y variacion en la secuencia. Para resolver ese problema se incrementan el nimero de reads
secuenciados y al obtener varias representaciones de la misma posicion del nucleétido (profundidad) es
posible discernir entre un error ya sea por la secuenciacion o dafio molecular de un sitio metilado en el
genoma antiguo.

Otra consideracion muy importante en el mapeo son los pardmetros, pudiendo ser mas flexibles o
estrictos segun la semejanza que se busque entre los reads y la referencia. Para identificar la estrategia
de mapeo iddnea para cada biblioteca, se tomaron secuencias ya conocidas de maiz antiguo que fueron
sometidas al tratamiento de bisulfito “in silico” y después fueron mapeadas, ajustando los parametros
mediante la comparacion de estos resultados con los del mapeo de los mismos reads sin el tratamiento
“in silico”. Esto nos ayud6 a determinar el punto intermedio idoneo de los parametros a utilizar para
ambas bibliotecas. Los reads de maiz antiguo utilizados provenian de una muestra paleobotanica de
San Marcos, identificada como SM10, con una edad aproximada de 5100 afios antes del presente. Los
resultados de esta comparativa permitieron ajustar los pardmetros de mapeo adecuados para proceder
con la estimacion del dafio molecular como se muestra en la seccion de resultados.

Trabajos previos dentro del area de ADN antiguo permiten estimar el nivel de fragmentacion y dafio
molecular de muestras, independientemente de la cantidad de ADN enddgeno en la muestra causado
por los procesos diagenéticos. A pesar de que en pasos previos se estimd el tamafio de fragmento
mediante el analisis cualitativo de electroforesis, falta cuantificar incorporaciones erréneas promedio
para los segmentos secuenciados. Este dafio consiste en patrones ya conocidos (Citosinas > Uracilo)
que nos permiten autenticar secuencias antiguas distinguiéndolas de las modernas; sin embargo, al
secuenciar usando plataformas NGS, los uracilos son traducidos como Timinas.

Dependiendo de la plataforma utilizada para secuenciar, los patrones encontrados de deaminacion
pueden variar debido a la forma de construccion de la biblioteca o su amplificacion (Meyer et al. 2012;
Ginolhac et al. 2011). Si se sigue el protocolo de Illumina, es posible encontrar un nimero mayor de
citosinas deaminadas en los extremos 5°, un incremento de substitucion de C > T al inicio de las
secuencias, ademas de un incremento complementario en G > A hacia el final de las secuencias (Meyer
& Kircher, 2010; Briggs et al. 2007). Al compararlo con el protocolo en el que se utilizan plantillas de
una sola hebra de ADN, las substituciones de C > T se elevan en ambos extremos del fragmento (Meyer
etal. 2012).

Se utiliz6 el programa mapDamage 2.0 (Jonsson et al. 2013) que integra un modelo estadistico
bayesiano del dafio de ADN en secuencias NGS tomando como factores no sélo la deaminacion sino
ademas el rompimiento de hebras de ADN. Utiliza los alineamientos de los reads para referenciar
genomas estimando cuantitativamente parametros de dafio molecular. Esta aproximacién permite
comparar niveles de dafio en ADN a través de gradientes temporales y ambientales al comparar
diversas muestras de un mismo sitio.
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Una vez estimado el dafio molecular para nuestro genoma antiguo, en las secuencias se procedié a
buscar sitios metilados en los que el cambio de C > T no fuera estocéstico. Para lograrlo, se mapearon
con base en genomas en los cuales se enmascararon las citosinas a timinas y se corrobord con otro
mapeo, esta vez enmascarando las guaninas a adeninas, esto se hizo con el fin de identificar sitios
unicos que fueron efectivos bajo el tratamiento de bisulfito. Lo anterior queda descrito en el siguiente
esquema y la finalidad es evitar encontrar sitios errbneamente mapeados debido a al alto contenido de
timinas en un read o por estocasticidad.

Ty
.ccggcatgtttaaacgcet..

Secuencias
mapeadas TTCGCATCTTIARACETT  Genomas convertidos:
\ citosinas a timinas y
i “™"  guaninas a adeninas
TTGGTATGTTTAAATGTT TTAACATATTTAAACATT
| Alineamiento
a genomas
convertidos
~ttggtatgtttaaatgtt.. ~Ccaacatatttazacact..
-aaccatacaaatttacasa.. ~ggttgtataaatttgtga..
forward strand C-10-T converted genome forward strand G-10-A converted genome

. Comparar ambos

: mapeos para
identificar regiones
mapeadas con reads
de tratamiento de
bisulfito

|dentificar alineamiento dnico

Figura 21. Diagrama de la estrategia seguida para la identificacion de alineamientos Gnicos.

A partir del genoma de maiz se convirtié en otros dos genomas de referencia, uno con todas las citosinas convertidas a timinas y el segundo con las
guaninas a adenina y se procedié a mapear los reads con tratamiento de bisulfito (secuencias mapeadas) a los genomas anteriormente mencionados. Una
vez obtenidos los mapeos, se compararon las secuencias identificadas en ambos mapeos para determinar que fueran correctamente alineadas. (Diagrama

modificado de Krueger, 2011).

Posteriormente, las secuencias encontradas fueron filtradas por la profundidad en una posicion
nucleotidica que tenga como minimo tres reads (3x). En la parte superior de la figura 22 se muestra el
ADN de maiz con secuencias unicas que ha sido tomado como referencia, mientras que las secuencias
subsecuentes representan ese mismo fragmento cubierto en un determinado porcentaje y con una
profundidad de 4x de la biblioteca de aADN en donde se encuentran citosinas deaminadas por procesos
diagenéticos y ademas con el tratamiento de bisulfito.

42



e | 15 5ddd 48 bep
PRI IR (=)
PORTOTOITLL (=] ([t
TPTTPTTRY PIT [ —
TITTPTIRY T (7

Figura 22. Diagrama representativo del discernimiento entre dafio molecular con respecto a tratamiento de bisulfito.
En done los reads en con una citosina metilada T > T [Esta timina sufrié deaminacién ya sea por procesos diagenéticos, por error de secuenciacién o por

tratamiento de bisulfito en el caso de los reads antiguos]; | representa una citosina no metilada. Las demas bases [A,G] no son representadas pero estan
implicitas en la linea base. Las comparativas dentro del recuadro morado son ejemplos de dafio molecular causado por dafio molecular y/o errores en la
secuenciacion (Meyer & Kircher, 2010). En el recuadro rojo se tienen ejemplos de lo que considerariamos citosinas metiladas, dada la alta frecuencia
representada en un mismo sitio aun si se desconoce el estado inicial de la secuencia.

De esta manera se puede discernir entre errores de secuenciacion o dafio molecular y sitios metilados
con cierta probabilidad de certeza.

Finalmente, para inspeccionar los sitios previamente identificados como posibles blancos de
metilacion, procedimos a utilizar el programa IGV (Robinson et al. 2011) para visualizar los niveles de
hiper o hipometilacién en dos accesiones de maiz moderno y comparar en los sitos compartidos por
ambas bibliotecas antiguas. Se utilizaron los siguientes metilomas reportados para compararlos con el
metiloma antiguo de Cox17:

Accesion Tejido Numero de individuos Condiciones de crecimiento
Embrion 3 Invernadero

B73 Hoja 2 Invernadero, Frio, Calor, UV
Inflorescencia masculina 1 Invernadero
Embrion 1 Invernadero
Mol7 Hoja 1 Invernadero
Inflorescencia masculina 1 Invernadero

Tabla 8. Metilomas comparativos en lineas de maiz moderno.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1 REVISION SISTEMATICA DE BIBLIOGRAFIA

Los resultados obtenidos de la revision sistematica de bibliografia a nivel geol6gico representan una
revision correspondiente a una temporalidad geoldgica relativamente corta: 11 700 afios antes del
presente; sin embargo, a nivel biol6gico es notorio que los cambios demograficos de distintos
organismos se han dado gracias a las fluctuaciones ambientales holocénicas (Cheng et al. 2009).

A nivel global, se registraron de manera muy marcada dos cambios climaticos que si bien no se sabe
cual fue su causa, la evidencia apunta a un forzamiento externo, causado por variabilidad en la
actividad solar:

e Calido medieval (800-1300 d.C.)
e Pequefia edad de hielo (1300-1850 d.C.)

En México se reportan dichas fluctuaciones climaticas (Mann et al. 2009). Especificamente, en la
region de Mesoamérica se tienen evidencias de estos eventos (Cooke, 2005; Piperno, 2006; Lozano
Garcia et al. 2007 PNAS), aunque el efecto climatico de cada zona se vuelve particular dadas sus
caracteristicas geoldgicas. Es por ello que el anélisis de toda la franja latitudinal de Mesoamérica es
importante, para conocer como los cambios climaticos holocénicos influyeron a lo largo del proceso de
adaptacion del maiz.

Los tres articulos cientificos informativos resultado de la revision sisteméatica que cumplian con los
criterios de seleccion (proxys estudiados, tecnologia para analizar datos paleoclimaticos, analisis
estadisticos, objetividad en la discusion y datos continuos en la temporalidad de interés) usaron como
proxys principales los isotopos estables de oxigeno y dendrocronologia (figura 22).

NAYARIT.

=% MICHOACAN

COLIMA*"
\WERACRUZ

Coatzacoalcos»

OAXACA
Figura 23. Mapa con la ubicacion de los proxys analizados en los estudios paleoclimaticos selectos.
Se sefiala la ubicacion de los proxys encontrados en los tres articulos cientificos. La estrella dentro del circulo sefiala la ubicacion del lugar de muestreo en
Tehuacan, Puebla

El primer sitio de estudio se encuentra en la Barranca de Amealco, Querétaro. Se desarrollé una
cronologia de 1 238 afios que correlacion6 con precipitacion y migraciones antropoldgicas pues el sitio
de estudio se sitla a 60 Km de Tula y a 90 Km de Tenochtitlan. Se extrajeron placas de arboles de
Ahuehuete (Taxodium mucronatum), se procedié a datarlos y posteriormente se analizé el crecimiento
de los anillos, obteniendo 74 ndcleos procedentes de 30 arboles (Stahle et al. 2011).

Una vez datados, se relacioné la cronologia de los anillos con el indice de Severidad de Sequia de
Palmer (PDSI, por sus siglas en inglés). Este indice consiste en el balance de humedad del suelo basado
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en datos de precipitacion y temperatura que se tiene en distintos puntos de Norteamérica en los Gltimos
50 afios. De esta manera provee una aproximacion razonable para el crecimiento de los arboles dadas
las condiciones paleocliméticas (Cook et al. 1999).

Este estudio provee el primer estimado del paleoclima en Mesoamérica basado en anillos de arboles y,
aunque los otros estudios también proveen informacion consistente en la misma franja temporal usando
otros proxys, la precision de la datacion es mayor con la dendrocronologia. La desventaja que este
proxy presenta se debe a la naturaleza bioldgica del arbol: EI crecimiento es estacional por lo que en
algunas franjas de sequia no hay crecimiento, lo que podria entorpecer la datacion.

Adicionalmente se compararon las condiciones climéticas encontradas en los anillos con los periodos
de sequias en México y se encontrd lo siguiente:

- Lasequia del clasico terminal se extendi6 a lo largo del altiplano mexicano de 897 a 922 AD y
ha sido la de mayor intensidad.

- Una sequia durante el clasico tardio de 810 a 860 AD habia sido reportada en el caribe pero no
en México.

- Periodo de sequia de 19 afios de 1149-1167 AD, siendo ésta la primera evidencia en México de
la sequia que azotd el Norte de América.

- Sequia posterior de 1378-1404 DC, que coincide con la sequia de “Uno Conejo” de los Aztecas.

- Posterior a la conquista de México se presentan 26 afios de sequia: 1514-1539 DC.
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Figura 24. Gréficas que muestran el estandar de crecimiento en los anillos de Ahuehuete estandarizados con PDSI con respecto a los afios de la era
comun.
Valores positivos indican crecimiento y por lo tanto, precipitacion. Valores negativos indican sequia (Stahle, 2012).

En los dos articulos restantes (Bhattacharya et al. 2015; Lachniet et al. 2013) el proxy que permite
reconstruir los niveles de precipitacion es el isotopo estable de oxigeno (Leng, 2006; Leng &
Henderson, 2013). En ambos articulos cientificos, la reconstruccion paleoclimatica fue realizada en el
lago Aljojuca en Puebla (Bhattacharya et al. 2014) y en un espeleotema proveniente de la cueva de
Juxtlahuaca en Guerrero (Lachniet et al. 2013).

En el caso del lago Aljojuca, se tomaron nucleos sedimentarios con una profundidad de 12 m que
cubrian los ultimos 6 200 afios antes del presente. La seccion de los Gltimos 3 800 afios del ndcleo
sedimentario muestra evidencia robusta de una fase de sequia muy marcada en los ~800 - 1450 afios
antes del presente (Figura 25).
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Figura 25. Grafica de los valores de is6topos **0 en Aljojuca.
El valor medio corresponde a -8°/00. Las lineas rojas representan los puntos muestreados y la linea negra una suavizacion. La franja gris sefiala la época de
sequia mas representativa con respecto a afios antes del presente (eje Y inferior) o era comin (eje Y superior). Cuando la tendencia es a 0, indica sequia en
esa temporalidad (Bhattacharya et al. 2014).

Se encuentra otra depresion de la grafica de ~400 a 650 afios, consistente con sequias reportadas en
otras regiones al norte de México (Roy et al. 2014). Sin embargo, en la region de Puebla, la evidencia
muestra mayor sequia en la regién delimitada por la zona gris en la grafica anterior.

El espeleotema de la cueva de Juxlahuaca, Guerrero, permitio estudiar los is6topos de oxigeno y
aunque a simple vista no tiene una tendencia tan clara, hay un par de periodos que sobresalen de la
media (820 -7.6 para el sitio) y van de 1100-1500 afios antes del presente y otra de 1900-2400 afios
antes del presente, siendo esto consistente con datos de sequia reportados en Jalisco.

Figura 26. Grafica con los valores de
is6topos O en Juxtlahuaca.
El valor medio para este sitio corresponde a -

7.6°/00 y se grafica con respecto a afios antes
8 -20- "\//\/—\ del presente. La linea naranja representa los
i datos muestreados. En este caso, dada la
= tendencia a 0 se indica sequia y esta
85- determinada por los picos de la linea azul
suavizada. (Datos obtenidos de Lachniet et al.
s 2013)
1000 15 2 25
Years

La evidencia de los espeleotemas sugiere la prevalencia de condiciones secas y célidas entre ~950 a
1400 CE (Lachniet et al., 2004) al igual que en la peninsula de Yucatan de ~950 a 1250 CE (Correa-
Metrio et al. 2011) y otros reportes tanto regionales como continentales (Roy et al. 2014; Peterson et
al. 1991). Esta época representa el mas grande periodo de sequia de los ltimos dos milenios (Hodell et
al. 2001).
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Figura 27. Mapa de México marcando las zonas con reconstruccion paleoclimética.
La estrella indica el sitio de muestreo arqueoboténico en el Valle de Tehuacén. En la temporalidad de 1500 afios antes del presente hay evidencia de sequia
en los sitios de Aljojuca (Bhattacharya et al. 2014) y Juxtlahuaca (Lachniet et al. 2013).

En estos tres estudios (Bhattacharya et al. 2014; Lachniet et al. 2013; Stahle et al. 2011) hay
consistencia con una temporalidad de sequia, aunque la evidencia mas cercana a la zona de estudio es
la de Aljojuca, Puebla, por lo que nos centramos en la franja temporal de ~800 a 1450 afios antes del
presente para seleccionar muestras arqueobotanicas correspondientes.

4.2 MUESTRAS DE TEHUACAN Y SU DATACION

Algunas de las muestras paleobotanicas de la excavacion de 2012 en el Valle de Tehuacan fueron
datadas por medio de radiocarbono con la técnica de espectrometria de acelerador de masas. Una vez
obtenida la datacion de las distintas muestras, quedaron en el acervo del grupo de paleogenémica,
dirigido por el Dr. Rafael Montiel.

Se eligieron aquellas muestras de maiz que estuvieran dentro de la temporalidad de sequia antes
identificada para Mesoamérica, para proceder con la extraccion de ADN. Todas las muestras consistian
en olotes de maiz que fueron calibrados siguiendo el estandar IntCal09 (Figura 28). Dicho estandar es
ajustado a las muestras paleobotanicas de maiz de acuerdo a la concentracién de radiocarbono y
desviacion estandar obtenidas en cada una de ellas.
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Figura 28. Curva de calibracién IntCal09 con edades corregidas de A **C (°/00) con una desviacion estandar.
La linea punteada muestra la correspondencia 1:1 si las edades *C y los afios calendarios fuesen idénticos (Reimer et al. 2009). La calibracion se logra al
correlacionar la concentracion de radiocarbono en la muestra (eje Y izquierdo) con la edad corregida con respecto al estandar (eje Y derecho) y la curva de
calibracion IntCal09 (eje X) obteniendo la edad calibrada antes del presente.
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A continuacién se muestran las curvas de calibracion de dos muestras que presentan un intervalo de
confianza del 95% alrededor de 1450 afios antes del presente:

1570+30 BP Plant material
1680 T T T T T T T T T

1660 1
1640 = -1
1620 -1
1600 — =
1580 = —

1560 = -

Radiocarmon age (BF)

1540 = -

1520 = -1

1500 -

1480 o -1

1460

T T T T T T T T T
380 400 420 440 480 480 500 520 540 560 580
Cal AD

Figura 29. Curva de calibracién de radiocarbono a afios calendario calibrados para SM1.

La linea azul representa las mediciones de radiocarbono en la muestra de maiz. En el eje Y se tiene la edad que representa la concentracion de radiocarbono
en la muestra de acuerdo a una distribucién de Poisson; aquel intervalo en donde se encuentra la edad mas probable (98%) esta representado por una barra
gris con bordes blancos, de la cual se tiene como valor medio la edad mas probable, representada por la linea gris horizontal. Al intersectar la media de la

concentracion de radiocarbono con las mediciones de la muestra, se correlaciona con su edad calibrada en el eje de las X.

En la figura 29, el valor 1o que confiere el 68% de probabilidad se indica en los limites de la barra gris
en el eje de la edad de radiocarbono y van de 1600-1540 antes del presente (bp). En caso de tratarse de
una calibracion convencional, en donde no se toma en cuenta la desviacién estandar, la edad probable
de la muestra seria de 1570 £30pb por ser éste el punto medio en la concentracion de radiocarbono con
respecto a la edad antes del presente.

Sin embargo, gracias a la curva de mediciones de radiocarbono en la muestra paleobotanica de maiz,
contamos con un intervalo con el 95% de probabilidad de que la muestra tenga una edad calibrada de
420-560 de la era actual (Cal AD). Dicho nivel de confianza esta dado por la desviacién estandar 2c
representada por las lineas punteadas horizontales que van de 1630 a 1510bp en edad de radiocarbono
sin calibrar por lo que, una vez calibradas, esas edades van de 1530 a 1390bp, siendo el promedio
1460bp. Dicha fecha, al estar cercana a la temporalidad paleoclimatica de interés, permitid elegir a la
muestra paleobotanica SM1 para su posterior analisis genémico.

En la figura 30, el valor 2c que otorga un 95% de probabilidad no esta representado por un Unico
intervalo sino por 4 que van de 1600 a 1420bp 6 350 a 530 Cal AD. El promedio de los intervalos es de
1500 afios calibrados antes del presente para la muestra de Cox17, siendo ésta otra muestra elegida para
su posterior analisis.
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Figura 30. Curva de calibracién de radiocarbono a afios calendario calibrados para Cox17.

La linea azul representa las mediciones de radiocarbono en la muestra de maiz. En el eje Y se tiene la edad que representa la concentracion de radiocarbono
en la muestra de acuerdo a una distribucién de Poisson; aquel intervalo en donde se encuentra la edad mas probable (98%) esta representado por una barra
gris con bordes blancos, de la cual se tiene como valor medio la edad mas probable, representada por la linea gris horizontal. Al intersectar la media de la

concentracion de radiocarbono con las mediciones de la muestra, se correlaciona con su edad calibrada en el eje de las X.

Radiocarbon age (BP)

Cinco de los olotes datados estaban dentro del rango temporal de interés. Al analizar sus curvas de
calibracién, s6lo cuatro muestras tenian un rango de distribucion con un intervalo del 95% de confianza
en la temporalidad buscada que estd dado por la desviacion estandar por lo que fueron seleccionadas
para su posterior extraccion de ADN (Figura 31).
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Figura 31. Muestras datadas de cada estrato temporal excavado en el Valle de Tehuacan.
La morfologia de los olotes mas antiguos muestra similitudes con el teocintle mientras que las modernas tienen fenotipo de maiz moderno. Las muestras
dentro del recuadro rojo fueron seleccionadas para la extraccion de ADN y posterior analisis de metilacion.
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4.3 EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS PALEOBOTANICAS

Las cuatro muestras seleccionadas provenientes de las cuevas de San Marcos y Coxcatlan pertenecen a
la temporalidad en la que se presume hubo sequia. Se procedio a preparar las soluciones en el cuarto de
ADN antiguo siguiendo los protocolos antes indicados (Anexos 1y 2) y posteriormente se introdujeron
las muestras para comenzar con la extraccion de ADN.

La muestra de San Marcos 2 (SM2) estaba carbonizada por lo que fue descartada para la extraccion de
ADN. El estado de preservacion de las tres muestras restantes fue adecuada para su extraccion de
ADN: SM1, Cox6-11-17 (Cox17) y Cox6-11-20 (Cox20), obteniendo como resultado el siguiente
volumen de extracto para cada una:

Cox17 1501.25 200ul
Cox20 1493 200pl
SM1 1460 200ul Olote hueco

Tabla 9. Caracterizacion de las extracciones de ADN en muestras paleobotanicas.
4.3.1 Amplificacion diagndstica para el gen Rubisco

Después de la extraccion de ADN se procedié a verificar que se trata de ADN enddgeno de maiz. Las
muestras fueron extraidas bajo estandares estrictos para evitar la contaminacion durante la excavacion.
Desafortunadamente, las muestras estuvieron expuestas a otros factores bidticos y abidticos en la
intemperie, por lo que durante la extraccion, el ADN recuperado podria no pertenecer a maiz. Para
asegurarnos que se tratara de ADN enddgeno de planta, se uso la amplificacion diagnostica del gen
Rubisco, el cual es abundante en cloroplasto de plantas, por lo que, al observar una banda con un peso
molecular de 140 pares de bases (pb) indicaria la presencia de ADN enddgeno en las distintas muestras.

100 pb Cox17 Cox20 SM1 100 pb

Conc 1:10 1:15 1:20 1:30 1:40 Ke Conc 1:101:151:20 1:30 1:40 Ke Conc 1:10 1:15 1:20 1:30 1:40 Ke

200 pb

200 pb

Figura 32. Gel de electroforesis de los extractos paleobotanicos con marcador de peso molecular de una escalera de 100 pb a los costados.
Los primeros carriles se cargaron con 7l de muestra concentrada. Los siguientes se cargaron con diluciones del extracto para eliminar ruido producido por
contaminantes que pudiesen inhibir la reaccion de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés). Ke se refiere al control negativo. Se
obtuvieron bandas amplificadas de 140pb en Cox17 y SM1.

En la figura 32 se observa a los costados del gel de electroforesis los marcadores moleculares para
determinar el tamafio de las bandas. La primera banda en la parte inferior indica un peso molecular de
100pb por lo que se esperaria encontrar en las muestras una banda en la zona intermedia entre esa
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banda y la segunda hacia arriba, que corresponde a 200pb. La primera muestra que se cargo en el gel
fue Cox17, seguida de Cox20 y finalmente, SM1. En los tres casos se cargaron 7ul de producto de PCR
a partir de la alicuota extraida de ADN para cada muestra. En los pozos siguientes se cargo la misma
cantidad de producto de PCR pero en esta ocasion se hicieron previas diluciones del extracto de ADN
con la finalidad de diluir trazas de inhibidores que no permitieran una correcta amplificacion durante la
PCR.

Como resultado, la muestra de Cox17 mostré una banda de alrededor de 140pb en todos los pozos con
ADN antiguo a distintas diluciones. Al diluir el extracto inicial, el efecto observado en la variacion del
fragmento, es causado por la dilucién de inhibidores en cada pozo. La presencia de bandas de 140pb
indica que Cox17 contiene ADN enddgeno de planta.

En la muestra Cox20 no hubo banda visible en ninguno de los pozos mientras que en SM1 se encuentra
una banda cercana a 100pb en la dilucion 1:30, que se debe posiblemente a una amplificacion de un
fragmento indefinido y una banda de 140pb en la dilucion 1:20. Basandonos en la presencia de bandas
de 140pb, siendo indicativas de presencia de ADN enddgeno de planta, se procedié a trabajar
Unicamente con las diluciones en las cuales hubo amplificacion para Cox17 y SML1.

4.4 Elaboracion de bibliotecas gendmicas.

Una vez determinada la existencia de ADN de planta, muy posiblemente enddgeno de maiz, en la
muestra paleobotanica elegida, se procedio a analizar la calidad de los fragmentos de ADN de ambas
muestras, enviando para ello 2 ul del extracto inicial al servicio genémico de LANGEBIO para realizar
el andlisis cualitativo de electroforesis utilizando un bioanalyzer (Figura 33).
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Figura 33. Andlisis cualitativo de electroforesis para los extractos de Cox17 y SM1.

En el eje de las X se mide la longitud en pares de bases de los fragmentos de ADN contenidos en el extracto (pb) o el tiempo en el que se detectaron
fragmentos de ADN dada la migracion electroforética (s). En el eje de la Y las unidades de fluorescencia (FU), proporcionales a la cantidad de ADN en la
muestra. Se pidi6 al servicio de genémica que se reportara en pares de bases pero para la muestra Cox17 se report6 en segundos de migracion
electroforética. Los picos a 35 pb (43s) y 10 380 pb (110s) corresponden a los marcadores de peso molecular contenidos en el chip del analisis de
electroforesis. Las curvas entre esos dos picos representan la calidad del ADN.

En las graficas de la figura 33, se espera ver que la mayoria de los fragmentos fueran menores a 400pb
u 80s debido a la fragmentacion ocurrida en el ADN antiguo. En caso de contar con una curva con
fragmentos de mayor tamafio, la probabilidad de que sea ADN exdgeno o contaminante aumenta. En
estudios previos realizados en el laboratorio de ADN antiguo se ha trabajado exitosamente con
fragmentos antiguos que van de 30 a 90pb.

La eleccion del tamafio del fragmento depende en gran medida de la calidad propia de cada muestra por
lo que tener un rango estimado para seleccionar fragmentos de ADN antiguo brinda flexibilidad a la
hora de seleccionar muestras que sean adecuadas para la elaboracion de las bibliotecas gendmicas.
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Las unidades de fluorescencia son muy bajas en la muestra cox17 (10 FU) y la curva se vuelve mas
pronunciada alrededor de los 100-110 segundos por lo que es altamente probable que la cantidad de
ADN endogeno de maiz sea muy pobre para esta muestra. En contraste, la calidad en la muestra SM1
es superior a la de Cox17 debido a que se tienen arriba de 100 unidades de fluorescencia en la curva
que representa los fragmentos de 150pb.

Se eligio seleccionar fragmentos menores a 80pb utilizando perlas Ampure (ver anexo 4) para
seleccionar los fragmentos de interés. Lo anterior es debido a que aquellas secuencias que sufrieron
dafio y presentan una mayor fragmentacion son secuencias antiguas. Los resultados de la seleccion de
fragmentos se muestran en la figura 33, en donde, la columna izquierda muestra las calidades de los
fragmentos menores a 100pb para ambas muestras. En la columna derecha se muestran los fragmentos
mayores a 150pb para ambas muestras.

A pesar de carecer de interés en fragmentos mayores a 150pb, se hizo el andlisis cualitativo de esos
fragmentos como controles negativos, pues en caso de tener una distribucion menor a 150pb, seria
posible que se debiera a errores técnicos durante la seleccién de fragmentos y los fragmentos de interés
no se hubiesen seleccionado correctamente.
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Figura 34. Resultados de los andlisis cualitativos de electroforesis para seleccionar fragmentos antiguos.
A-Seleccion de fragmentos menores a 100 pb para la muestra Cox17. B-Seleccién de fragmentos mayores a 100pb para la muestra Cox17. C-Seleccion de
fragmentos menores a 100 pb para la muestra SM1. D-Seleccién de fragmentos menores a 100 pb para la muestra SM1.

El resultado mostrado en la figura 33 del cuadro A corresponde a los fragmentos menores a 100pb
provenientes de la muestra de Cox17 y se puede observar que las unidades de fluorescencia para esta
muestra son, hasta los 60 segundos. A partir de los 80 segundos, no se encuentran unidades de
fluorescencia en la muestra. En el cuadro B, se muestran los fragmentos mayores a 100pb y la curva de
distribucion corresponde con la curva de distribucion de la figura 32, es decir, del extracto inicial con lo
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que gueda validado que la separacion de fragmentos fue exitosa para esta muestra.

En el caso de la muestra de SM1, en el cuadro C de la figura 33, se muestra la distribucion de
fragmentos pequefios con una distribucién de alrededor de 150pb. A comparacion de la distribucion de
la alicuota original en la figura 32, las unidades de fluorescencia disminuyeron considerablemente,
pasaron de 100FU a menos de 50FU. Para la distribucién con los fragmentos de mayor tamafio en el
recuadro D, las unidades de fluorescencia también disminuyeron considerablemente y el tamafio de
fragmentos esperado va desde los 200pb. Al contrastar con la muestra original en la figura 32, se ve un
decaimiento pronunciado en los fragmentos mayores de 500pb, por lo que en ambas alicuotas de SM1
hubo una disminucién de fragmentos dado el proceso de seleccién con perlas Ampure. Se decidid
proceder con la elaboracion de las bibliotecas utilizando las muestras que fueron seleccionadas con
fragmentos minimos tanto de Cox17 como de SML1.

4.4.1 Tratamiento de bisulfito

A partir de las muestras seleccionadas con los fragmentos menores a 100pb, se tomaron alicuotas de las
muestras antiguas (figura 18) y se procedi6 con el tratamiento de bisulfito segln el protocolo descrito
en el anexo 3. Posteriormente se continud con la elaboracion de las bibliotecas, siguiendo los pasos del
protocolo True NanoSeq. Durante la amplificacion por PCR se realizaron 10 ciclos para amplificar los
fragmentos antiguos de ADN. Finalmente, para validar las bibliotecas gendmicas se volvio a analizar
cualitativamente por electroforesis obteniendo los siguientes resultados:

17 lib SM1
[FU] [FUI—
' 100 - | [
| \l L
] 50— |
| ! | |[ 1“._ \-
Tl T lls g lab R .
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[Ful_ g [FU]
[ 1
300 _‘ ‘
200 H_ 500
1004 | JJ ! [
o4—A SN B e o4—L—1 | S
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Figura 35. Resultados de la elaboracion de bibliotecas mediante analisis cualitativos de electroforesis.
A. Biblioteca Cox17. B. Biblioteca SM1. C. Biblioteca Cox17 con tratamiento de bisulfito: BisCox17. D. La biblioteca SM1 no contaba con las unidades
de fluorescencia necesarias para continuar con la secuenciacion por lo que fue descartada después de 3 intentos (\Ver Anexo 5).
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En la figura 34-A se tiene la calidad de la biblioteca sin tratamiento de la muestra Cox17, 65 segundos
corresponden a 250pb por lo que la distribucion de la curva es la esperada para los segmentos menores
de 100 pares de bases con adaptadores y barcode incluidos después de realizar la biblioteca genémica.
Aunque no se muestra la escala de unidades de fluorescencia, se corroboré directamente con el
personal de servicios gendmicos y tiene 200FU por lo que la biblioteca tiene calidad suficiente para su
posterior secuenciacion.

En la figura 34-B se encuentra representada la calidad de la biblioteca sin tratamiento de la muestra
SM1, en este caso la escala representa pares de bases y al igual que en el recuadro A, la distribucion
corresponde a 250pb como se esperaba. Se reportan 150FU para esta muestra.

En el caso de la figura 34-C, se trata de la muestra Cox17 con tratamiento de bisulfito (BisCox17) y la
distribucion de los reads es al igual que en la biblioteca sin tratamiento, de 250 pb y con 400FU es
decir, la calidad es adecuada para continuar con la secuenciacion. En este punto se dan por terminadas
las bibliotecas de Cox17 y se procede a prepararlas para el envio al servicio de secuenciacion.

Para la alicuota de SM1 que fue tratada con bisulfito, se elabor6 la biblioteca BisSM1 aunque los
resultados no fueron alentadores (anexo 5) debido a que no se mostraba que hubiese fragmentos en la
biblioteca. Se repiti6 el procedimiento un par de veces y con la ayuda del personal de servicios
gendémicos de LANGEBIO se verifico que durante los pasos de la elaboracion de la biblioteca no
hubiese pérdidas de ADN. Finalmente en la figura 34-D se muestra la biblioteca que cualitativamente
resultd ser la mejor en comparacion con intentos anteriores. Las unidades de fluorescencia son mayores
a 500 pero el tamafio de los fragmentos no corresponde al tiempo de migracién, que deberia de ser de
65s. De esta manera, al no poder realizar exitosamente una biblioteca con tratamiento de bisulfito para
la muestra SM1, se descartd su secuenciacion.

Finalmente, se realiz6 un anélisis cuantitativo fluorimétrico de la muestra seleccionada para secuenciar
(Cox17) utilizando Qubit:

¢ Cox17-3.18 ng/ul
¢ BisCox17- 0.74 ng/ul (primer envio); 0.12 ng/ul (segundo envio)

Dado que la concentracién en BisCox17 era muy baja la primera vez que se envid a secuenciar, se
prepard una segunda biblioteca tratada con bisulfito y se envid por segunda vez, pero la concentracion
seguia siendo muy baja, por lo que se procedio a amplificar la biblioteca por PCR usando primers
universales P5 y P7 para contar con una concentracién suficiente para proceder a secuenciar.

4.5 Secuenciacion masiva

Se enviaron las alicuotas congeladas y empaquetadas dentro de una caja con bolsas “blue ice packs”
para que la muestra no sufriera dafios térmicos durante el viaje. La secuenciacion dio como resultado
seis archivos de 58Gb que fueron guardados en la computadora del laboratorio 13 denominada
“Vader”, como sigue:

e Undetermined_SO_L005 R2 001.fastg.gz [928Mb]
e Undetermined_SO_L005 R1 001.fastg.gz [832Mb]
e Cox17_S1 L005 R1 001.fastg.gz [16Gb]
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e Cox17_S1 L005 R2 001.fastq.gz [17Gb]
e BisCox17_S2 L005 R1 001.fastg.gz [12Gb]
e BisCox17_S2 L005 R2 001.fastg.gz [13Gb]

Se copiaron al servidor del laboratorio 1 conocido como “Apomonster” y a partir de ahi se comenzaron
los analisis bioinformaticos con los archivos catalogados como Cox17 y BisCox17.

4.6 Analisis Bioinformatico

Siguiendo el esquema general de procesamiento informatico (Figura 19), se filtrd por calidad utilizando
el programa Fastqc para los clusters identificados como Cox17 y BisCox17. Este primer andlisis no
solo permitié conocer la calidad de los reads de acuerdo al phred score para cada secuencia, Sino
también conocer el porcentaje de GC en ambas bibliotecas.

Cox17

Calidad Cox17

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

Filename Cox17 S1 LB@5 R2 001.fastq 2=
30
File type Conventional base calls 22
Encoding Sanger / Illumina 1.9 -
Total Sequences 235034771 -
Sequences flagged as poor quality @ 13
Sequence length 150 E
%GC 45 :
.
0 1 23456 7 89 1519 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 105-109 120-124 135-139 150
A Position in read (bp)
B
BisCox17 Calidad BisCox17
Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}
40
e | : LTI
36 = ] [Tkl
Filename BisCox17 S2 1005 R1 6@1.fastq et = T
32
File type Conventional base calls 20
28 B
Encoding Sanger / Illumina 1.9 2
24
Total Sequences 156659225 2
Sequences flagged as poor quality @ fz il
Sequence length 150 f,
%GC 62 -
=l
8
4
C 2
0 123458678 8 1519 30-34 45-48 60-84 75-79 80-94 105-109 120-124 135-139 150
Position in read (bp)
D

Figura 36. Esquemas con calidad inicial de las bibliotecas secuenciadas.
A- Resumen del clister sin tratamiento de bisulfito. B- Calidad global de los reads sin tratamiento de bisulfito. C- Resumen del clister con tratamiento de
bisulfito. D- Calidad global de los reads con tratamiento de bisulfito.
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A continuacidn se explica la anatomia de las graficas obtenidas, tomando como ejemplo la biblioteca de
Cox17:

Quality scores across all bases (Sanger / lumina 1.9 encoding)

e S s = e I
Sitios con buena . \| — T H‘H~ |
calidad, con exactitud %
mayor a 99.90% EL
32
30
28 il
z: En esta region hay 1%
2 de error por base
f 20
1B
16
Aquellos reads que caen en 1
esta region son 12
considerados de mala < v
calidad ?

1234567801213 1818 24.25 30-31 35-37 42-43 4848 54.35 6061 6667 72.73 78-70 B4.85 9081 9507 104-105
Position in read (bp)

Figura 37. Esquema de calidad global de los reads de la biblioteca Cox17 en Fastqc.
En el eje y se representa el phred score mientras que en el eje x se tiene la posicion de los nucleétidos en los reads. Las barras amarillas representan los
cuantiles (25% y 75%), las lineas rojas son la media para cada posicion, la linea azul es la calidad media.

La calidad de la secuenciacion fue excepcionalmente buena para ambas bibliotecas pues en ambos
clasteres la calidad media global que es representada por la linea azul se encuentra en el intervalo de
phred score con exactitud mayor a 99.90%.

Teoricamente, el valor de la biblioteca con tratamiento de bisulfito deberia de ser menor que la que no
tiene el tratamiento debido a que la cantidad de citosinas disminuye al no estar metiladas. Sin embargo,
la calidad en la biblioteca con tratamiento de bisulfito es mayor que aquella que no sufrié tratamiento.

Se procedid a filtrar las secuencias por calidad y a eliminar los adaptadores para eliminar el posible
sesgo en el porcentaje en las bibliotecas.

4.6.1 Filtrado de calidad de secuencias

Al eliminar los adaptadores que se agregaron a las secuencias antiguas durante la elaboracion de la
biblioteca gendmica, se obtienen fragmentos antiguos con una longitud de aproximadamente 70pb. Se
uso el programa Cutadapt de manera que las secuencias quedaran con las siguientes caracteristicas:

- Calidad mayor a 28 en phred score.

- Eliminar adaptadores universales y adaptadores con indices.
- Eliminar cualquier posible cola poli-A en las secuencias.

- Eliminar bases no identificadas (N).

Recordando que mediante la secuenciacion por illumina es posible encontrar un numero mayor de
citosinas deaminadas en los extremos 5°, un incremento de substitucion de C > T al inicio de las
secuencias y un incremento complementario en G > A hacia el final de las secuencias (Meyer &
Kircher, 2010; Briggs et al. 2007) es imprescindible recortar las secuencias eliminando en los extremos
regiones que presenten baja calidad. Adicionalmente se filtr6 el tamafio minimo de las secuencias,
siendo descartadas si tienen un tamario de 20 pares de bases 0 menos.
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Posteriormente se filtraron aquellos reads clonales, es decir, que fueron resultado de las multiples
amplificaciones de PCR. Para cada muestra fue distinto el porcentaje de reads clonados debido a que el
namero de amplificaciones en cada biblioteca fue distinta dada su concentracion inicial. Recordando
que hubo dos pasos de amplificacion para la biblioteca con tratamiento de bisulfito (uno durante la
elaboracion de la biblioteca y otro después de la cuantificacion fluorimétrica) era de suma importancia
eliminar duplicados técnicos en este punto para finalmente hacer la cuantificacion de reads a partir de
los cuales se trabajaria en el resto del pipeline bioinformatico.

Bibliotecas Cox17 Biscox17
Total de secuencias | 235034771 156 659 225

Secuencias sin
duplicados PCR

157 299 472 41 324 236

Tabla 10. Nimero de reads obtenidos de la secuenciacién y reads sin duplicados de PCR.
4.6.2 Analisis de calidad de bibliotecas filtradas.

Una vez obtenidas las secuencias sin adaptadores ni duplicados, se procedio a analizar la calidad de las
secuencias antiguas:

Qualty scares across all bases (Sanger /Illumina 1.9 encoding)

: 1] L

122456789 1518 3034 4548 6064 7579 9084 105100 120124 135136 150 123456786 1510 3034 4540 6064 7579 9084 105109 120124 135138 150
Fosition in read (bp) Position in read (bp)

Figura 38. Esquema de la calidad global de los reads sin adaptadores ni duplicados de PCR.
Gréfica de calidad global en los reads de Cox17 (izquierda) y BisCox17 (Derecha) sin adaptadores ni duplicados de PCR. La calidad global en ambas
bibliotecas tiene una calidad mayor a 99.90%. En el caso de BisCox17 los cuantiles presentan una mayor variacion (barras amarillas) sin adaptadores.

De manera global, la calidad se mantuvo con una exactitud mayor a 99.90%. El cluster de reads con el
tratamiento de bisulfito, tienen una calidad media (linea azul) con tendencia a disminuir pero de manera
global se mantiene arriba de 28 en la escala de phred score.

Al verificar los porcentajes de GC en la figura 37 podemos observar que los valores no varian de

sobremanera con respecto a las curvas tedricas, a pesar de la eliminacién de reads con baja calidad y
los adaptadores universales.
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Figura 39. Numero de secuencias con el porcentaje de GC en las bibliotecas.
La grafica muestra el nimero de reads contra la media porcentual de GC. La linea azul es la distribucién teorica. La linea roja es el conteo por read de
Cox17. El valor medio para esta biblioteca sin tratamiento (izquierda) es de 44%. El valor medio para BisCox17 (derecha) es de 60%.

El porcentaje de Cox17 es de 44%, lo cual corresponde con el valor teérico esperado en maiz, el cual,
dependiendo de la accesion va de 40-49%. El porcentaje de GC para la biblioteca con tratamiento de
bisulfito fue de 60%. Este aumento porcentual es un primer indicio de que el tratamiento no fue exitoso
pues los valores son distintos a los tedricamente esperados. Al comparar ambas figuras podemos
observar que el numero de reads con porcentaje promedio de GC de 70% es cercano a 1 500 000 en
ambos casos, indicando que son éstas secuencias las que resistieron al tratamiento de bisulfito.

Se procedio a analizar el porcentaje de acidos nucleicos en relacion con su posicion en los reads:

Sequence content across all bases Sequence content across all bases

o 1234586789 1518 30-34 45-46 60-64 75-79 90-64 105-109 120-124 135139 150 0 123456788 1516 30-34 4548 6064 7578 9084 105100 120-124 135136 150

Pasition in read (bp) Pasition in read (bp)

Figura 40. Gréfica con porcentaje de &cidos nucleicos en relacion con la posicion global en los reads de ambos clusteres.
Se representa el porcentaje contra la posicion global en los reads para cada uno de los acidos nucleicos en Cox17 (izquierda) y BisCox17 (Derecha). El
porcentaje de timina (linea roja) y citosina (linea azul) presenta variacion en la porcion 3"del read.

En la figura 38 podemos observar el contenido de acidos nucleicos en relacién con la posicién global
de los reads y en general, se observa que el porcentaje de timinas y de adeninas es de alrededor del
30%. La proporcidén global de acidos nucleicos en BisCox17 no corresponde con lo esperado para una
biblioteca con tratamiento de bisulfito, ya que en vez de disminuir el nimero de citosinas, aumento a
30% y el nimero de timinas y adeninas disminuy6 hasta 20%.
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En estudios realizados con genomas con alto contenido de GC tratados con bisulfito, se tienen
resultados similares, ya que puede existir formacion de estructuras secundarias, las cuales son dificiles
de desnaturalizar y por ende, no hay una reaccion eficiente (Ji et al. 2014). Por otro lado, al realizar
varios pasos de amplificacion por PCR posteriores a la metilacion de las secuencias, es decir, durante la
realizacion de la biblioteca, hay un sesgo en la amplificacion de secuencias con alto contenido de GC.

Enfatizando el hecho de que en la figura 37 se encuentra una curva con alrededor de 200 000 reads que
corresponden a valores porcentuales bajos de GC, se realiz6 un corte en los reads con tratamiento de
bisulfito de manera que fuera posible discernir entre reads con un porcentaje alto de GC y reads que
sufrieron el tratamiento de bisulfito pero que al ser una muestra muy pequefia, no fueran tan evidentes
en la curva porcentual global.

GC distribution over all sequences

GC count per read
I Theoretical Distribution
1400000

1200000
1000000
800000
600000
400000

200000

0246811 15 18 23 27 31 35 36 42 47 51 55 5% 63 67 71 75 7% 83 87 91 95 &8
Mean GC content (%)

Figura 41. Seleccion de reads con porcentaje menor a 45% de la biblioteca con tratamiento de bisulfito.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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r

1 234567889 1519 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 105-109 120-124 135-13¢ 150
Fosition in read (bp)

Figura 42. Esquema de la calidad global de los reads con porcentaje menor a 45% GC de BisCox17.

Grafica de calidad global en los reads de la seleccion de BisCox17. La calidad global para esta biblioteca tiene su media con exactitud mayor a 99.90%,
pero los cuantiles presentan una mayor variacion (barras amarillas) que tiene una exactitud menor a 90% en el extremo 5’ de los reads.
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Al seleccionar reads con valores porcentuales bajos de GC, es decir, menores a 45%, se reviso la
calidad de ese cluster seleccionado y hay una disminucion en la calidad global, aunque la calidad media
se mantiene arriba del 99.90% como se observa en la figura 36, por lo que se procedié a revisar el valor
porcentual de GC para esta seleccion de fragmentos.

En la figura 43, se puede observar que el porcentaje de GC disminuy6 un 10% en comparacion con el
porcentaje de la biblioteca sin tratamiento de bisulfito, esto es alentador debido a que es posible que el
tratamiento no haya sido exitoso en toda la biblioteca pero una fraccion del extracto si sufriera el

tratamiento. Si bien la distri

bucion de campana para esta fraccion de reads no se encuentra tan definida

como la distribucidn teorica, el contenido porcentual global se encuentra alrededor de 35%.
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Figura 43. Nimero de secuencias con el porcentaje de GC de la muestra menor a 45% GC de BisCox17.
La grafica muestra el nimero de reads contra la media porcentual de GC. La linea azul es la distribucion tedrica. La linea roja es el conteo por read de

BisCox17. El valor medio para esta biblioteca es de 35%

Finalmente, el porcentaje de timinas para esta seleccion de fragmentos es mayor al 30% original que
estaba reportado en la biblioteca sin tratamiento mientras que el porcentaje de adeninas se mantiene en
alrededor de 30%, al igual que en la biblioteca sin tratamiento.
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Figura 44. Grafica con porcentaje de acidos nucleicos en relacion con la posicion en los reads de la muestra menor a 45% GC Biscox17.
El porcentaje de timina (linea roja) y citosina (linea azul) presenta variacion en la porcion 3"del read.
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4.6.3 Mapeo gendémico

Se procedio a elaborar el mapeo gendémico de las bibliotecas sin tratamiento y de los fragmentos
seleccionados con un menor porcentaje de GC de la biblioteca con tratamiento para identificar sitios
metilados. Ademas se realizaron diversas pruebas con la biblioteca con tratamiento para verificar
parametros de mapeo como se describe a continuacion.

4.6.3.1 Establecimiento de las condiciones 6ptimas de mapeo.

En trabajos anteriores del laboratorio de paleogenomica, dentro del &mbito de genomas de maiz antiguo
realizados por Miguel Vallebueno, se optimizaron las condiciones de mapeo para aADN probando
diversas pruebas de mapeo para eficientar el alineamiento de secuencias con respecto a un genoma de
referencia. Si bien se determind que para un eficiente mapeo de ADN enddgeno debian de flexibilizarse
los parametros de mapeo usando un algoritmo especializado en reads cortos de aproximadamente 80pb,
las simulaciones se hicieron con bibliotecas de maiz antiguo contando con una calidad minima de 10
phred score.

En este proyecto se decidio retomar la estrategia exitosa para reads con un tamafio menor a 100pb,
posteriormente se Ilevd a cabo una prueba de mapeo con el programa BWA usando el algoritmo mem
con dos algoritmos distintos:

¢ Single-end
e Paired-end

Las secuencias en estas bibliotecas fueron secuenciadas en modo paired-end, en el que hay dos
secuencias semilla (fragmentos de alrededor de 24pb) en las orillas de los reads que tienen que empatar
en un fragmento equidistante de ~70pb del genoma de referencia. La ventaja que proporciona el mapeo
por paired-end es que aumenta la confianza de mapeo.

Al mapear single-end sélo una secuencia semilla tendria que mapear en el genoma de referencia para
poder identificar la secuencia antigua. En principio, al mapear single-end aumentaria el namero de
secuencias identificadas al no tener la restriccion de que sean los dos fragmentos semilla equidistante
los que deban tener identidad con los fragmentos de la referencia.
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Figura 45. Gréficas con los valores de mapeo obtenidos con las dos modalidades de BWA mem
Figura 45 A- Reads mapeados de la biblioteca sin tratamiento con respecto al genoma de referencia, se obtuvieron 156 millones para paired-end y 3
millones para single-end. Figura 45 B- Reads mapeados de la biblioteca sin tratamiento con respecto al genoma enmascarado a timinas, se obtuvieron 98
millones para paired-end y alrededor de dos millones para single-end. Figura 45 C- Reads mapeados de la biblioteca con tratamiento con respecto al
genoma de referencia, se obtuvieron alrededor de 8 millones para paired-end y alrededor de 700 mil para single-end. Figura 45 D- Reads mapeados de la
biblioteca con tratamiento con respecto al genoma de referencia enmascarado a timinas, se obtuvieron alrededor de dos millones para paired-end y
alrededor de 600 mil para single-end

A partir de la comparativa de mapeos paired-end vs single-end se eligio el algoritmo paired-end al
obtener un mayor porcentaje de secuencias alineadas con el genoma de maiz.

En la biblioteca con tratamiento de bisulfito (BisCox17) surgia otra problematica: los polimorfismos
causados por los cambios nucleotidicos de C > T con el tratamiento de bisulfito resultarian en reads
errbneamente mapeados, por lo que determinar los parametros para el mapeo en la biblioteca con
tratamiento con respecto a la referencia fue de suma importancia para una correcta representacion.

Mutaciones

Dafio molecular s

Bisulfito P

Secuencia H

St

Figura 46. Esquema de la problematica del dafio en muestras antiguas tratadas con bisulfito.
Dentro del recuadro rojo se muestran los polimorfismos nucleotidicos (marcados con X) encontrados en muestras antiguas. El recuadro naranja muestra
que hay polimorfismos adicionales con el tratamiento de bisulfito.
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Antes de obtener los resultados de la secuenciacion, esta problematica se tratdé de resolver con una
biblioteca ya secuenciada y mapeada de maiz antiguo: SM10. A esta biblioteca se le realizé tratamiento
“in silico” de bisulfito. Conociendo el porcentaje aproximado de metilacion que existe en las
accesiones modernas de maiz se decidié que para todos los reads del cromosoma 1 de la biblioteca
SM10 se seleccionaran las citosinas y de manera azarosa se modificara dicha base a timina o se
mantuviera como citosina.

Se realizaron ocho eventos independientes en la biblioteca SM10. A priori se sabia que todos los reads
correspondian a maiz pero después del tratamiento “in silico”, se perdia la eficiencia del mapeo con
respecto a la secuencias de referencia. Por lo que una vez recibida las secuencias de Cox17 era
necesario modificar pardmetros de mapeo. El programa usado tiene el siguiente algoritmo para
descartar o permitir que un read sea eliminado o se le penalice de acuerdo a su nivel de igualdad con la

referencia;
{.75 * exp[-log(4) * B/A]} (Li. 2010)

Donde A es el valor de igualdad (match score) de la secuencia mientras B es la penalizacién por
mismatch (mismatch penalty). Cuando un read no cumple con el valor minimo establecido, es
descartado. Es por ello que se procedi6 a variar los parametros al usar la biblioteca con tratamiento para
determinar los valores 6ptimos para su secuenciacidn respecto a la penalizacidén de mapeo.

Se tomaron como controles negativos una base de datos de hongos y bacterias para comparar cuantos
reads mapeaban tanto a maiz como a bacterias y como control positivo otro cereal que se encuentra
filogenéticamente cercano al maiz: el sorgo.

A (Valor de match)

0.995 f An
0.99 ARER Figura 47. Variacion del pardmetro A que equivale a la igualdad o
0.985 match de un read con respecto a la referencia.

Se varian los valores de igualdad al mapear los reads de BisCox17 a
sorgo (outgroup), B73 (referencia) y bacterias con respecto a una
frecuencia de mapeo. Los valores de referencia y el outgroup tienen

\ la misma frecuencia.
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Dentro de los pardmetros de mapeo determinado como Optimos en el experimento anterior se
encuentran los valores por default del programa: 1 para Ay 4 para B. Cuando A es 1, arroja la menor
frecuencia de reads mapeados de bacteria, mientras que cuando B es 4, la frecuencia es menor en
bacterias pero es consistente con sorgo. Se maped con parametros por defecto para ambas bibliotecas.

4.6.4 Mapeo de reads contra genoma de referencia.

Las secuencias en las bibliotecas fueron secuenciadas en modo paired-end, utilizando los parametros
por default para caracterizar ambos clUsteres como se muestra en la siguiente tabla:

Bibliotecas Cox17 Biscox17
Total de secuencias 235034771 100% 156 659 225 100%
Secuencias con calidad 230639 203 98.12% 145 003 447 92.55%
Secuencias sin duplicados 157 299 472 66.92% 41324236 26.37%
Secuencias mapeadas a B73 156 458 666 66.89% 7 918 307 5.12%
Secuencias mapeadas a regiones repetitivas 145 260 719 61.80% 6729224 4.29%
Secuencias mapeadas a regiones Unicas 11197 947 4.76% 1189 083 0.83%
Calidad promedio de mapeo 19.81 20.91
Porcentaje GC 38.29% 58.76%
Longitud promedio de las secuencias (pb) 75 70
Cobertura total (Mb) 9.7 1.9
Profundidad promedio 1.6x 0.09x

Tabla 11. Caracterizacion de las bibliotecas genémicas.
4.6.5 Estimacion del dafio molecular.

Posteriormente se estimd el dafio molecular para la biblioteca Cox17 para tener idea del dafio
molecular en ambas bibliotecas, ya que provienen del mismo extracto de ADN. Se us6 el programa
MapDamage 2.0 obteniendo los siguientes estimadores:
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Figura 49. Gréfica con estimador de dafio molecular.
Muestra los fragmentos en sus extremos 5y 3" asi como la frecuencia a la que ocurre el dafio molecular siguiendo el modelado HYK para sustituciones
nucleotidicas en ADN antiguo (Jonnson et al. 2014).

En la figura 49 se representa el nivel de dafio molecular en los extremos de los fragmentos
secuenciados, tal y como se espera en fragmentos de ADN antiguo, con la frecuencia de dafio
molecular en el eje Y, mientras que los valores positivos y negativos en el eje x representan los
extremos 5' y 3' de los fragmentos antiguos. Se esperaria tener un aumento en la frecuencia en los
extremos, aseverando que se trata de ADN antiguo; sin embargo, debido al algoritmo paired-end se
obtiene la frecuencia del dafio molecular en la parte central. Gracias a esta representacién grafica, se
conoce el porcentaje global de dafio en las secuencias (0.05%) en la biblioteca de Cox17, lo que es
extrapolable a la biblioteca BisCox17 por provenir de la misma alicuota.
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Figura 50. Graficas con las frecuencias de bases nucleotidicas para regiones antiguas de Cox17 en yuxtaposicion con regiones modernas.
En el eje y se tiene la frecuencia de nucleétidos en las secuencias de Cox17. El eje de las x representa la posicion de los fragmentos en 5y 3. Los puntos
que se encuentran dentro del corchete corresponden a las secuencias antiguas (Jénnson et al. 2014).

Los valores iniciales de los porcentajes de GC para la biblioteca Cox17 son consistentes con lo que
vemos en la grafica de la figura 49 en donde la frecuencia se mantiene en valores muy similares a los
porcentajes reportados en las secuencias aledafias, de esta manera aseveramos que se trata de ADN
antiguo de maiz.

4.6.6 Busqueda de sitios metilados.

Posteriormente, para la busqueda de sitios metilados, a partir de los fragmentos filtrados con
porcentajes menores a 45% de GC (figura 41) es en donde se obtiene una representacion de los reads
en los que fue efectivo el tratamiento de bisulfito. Se procedi6 a identificar aquellas bases que fueran
diferenciales con respecto a las referencias enmascaradas (citosinas por timinas y guaninas por
adeninas) para identificar sitios tnicos en donde el tratamiento de bisulfito fuese exitoso.

Recordando que los porcentajes de GC son 44% para el set de reads no tratados y 35% para el set de
reads que si sufrié tratamiento (figura 41), se obtiene una caracterizacion de los sitios en los que fue
efectivo el tratamiento de bisulfito tal y como se muestra en la siguiente tabla:

- , . Datos de reads con porcentaje menor a
Biblioteca extraida de BisCox17 45% GC
Reads extraidos con porcentaje menor a 45% GC 10,518,389 100%
Secuencias mapeadas a B73 1,758,469 16.72%
Secuencias mapeadas a regiones repetitivas 997,774 9.48%
Secuencias mapeadas a regiones Unicas 760 695 7.23%
Calidad promedio de mapeo 19.81
Porcentaje GC 14.09%
Longitud promedio de las secuencias (pb) 70
Cobertura total (Mb) 0.42
Profundidad promedio 0.02x

Tabla 12. Caracterizacion de los fragmentos tratados con bisulfito.

65



Como se puede apreciar en la tabla 12, los reads que fueron tratados con el bisulfito fueron alrededor
de 760 mil para todo el cluster de reads. Se procedio a identificar en las regiones compartidas de las
dos bibliotecas antiguas mapeadas tanto en el genoma enmascarado con timinas como con adeninas,
para identificar los sitios que tuvieran cobertura y profundidad minima de 3x. Se utilizé el visor IGV
con los metilomas modernos (Tabla 7) como comparativa de metilacion en los sitios encontrados para
determinar su anotacién en el genoma de B73 version 3 (Figura 44).
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Figura 51. Esquema del visor IGV con un segmento del cromosoma 1 con cambios en bases nucleotidicas en reads con tratamiento de bisulfito.
Regiones compartidas de las bibliotecas con y sin tratamiento con una profundidad que permite identificar cambios en bases nucleotidicas. La seccion de
metilomas muestra sefial de hiper o hipometilacion en los histogramas azules. En la seccién de profundidad, para cada segmento se tiene una profundidad
que va desde 18x hasta 1x; se toman en consideracién aquellas que sean mayores a 3x. En la referencia (seccién de secuencia de referencia), indica si hay

genes anotados (barras azules) para esas posiciones.

Los reads Unicos que fueron tratados con bisulfito tienen un porcentaje de 14.09% (tabla 10), al
contabilizar el nimero de bases nucleicas obtenidas, Unicamente se cuenta con un 0.5% de citosinas

metiladas y en contraste, el 55.35% es contenido de timinas. Por lo que se confirma que esta seleccion
de reads si sufri6 del tratamiento.

Finalmente, se presentan ejemplos de sitios que contaba con la profundidad minima de 3x en donde se
encontraron perfiles puntuales de metilacion ademés de calidad de mapeo lo suficientemente robusta

como para aseverar que las citosinas que se presentan a continuacion son citosinas metiladas
provenientes del paleoepigenoma de Cox17.
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Figura 52. Visor IGV con un sitio del cromosoma 1 con tratamiento de bisulfito.
La barra rojas muestran cambios nucleotidicos de interés: citosina con una profundidad de 6x cuando se tiene timina en la referencia. La barra azul clara
representa los datos condensados de esos sitios en el mapeo, calidad y probabilidad de encontrar uno o varios polimorfismos. Las barras horizontales azules
de los metilomas bajo condiciones de calor (heat 1-3) no muestran metilacién en ese sitio. La citosina metilada se encuentra en el gegn GRMZM2G042622.

Sitios con citosinas metiladas que se encontraran en contexto génico y que al compararlo con
metilomas actuales mostraran metilacion en la misma posicibn no permiten una adecuada
interpretacion bioldgica. En la Figura 52 se muestra un ejemplo de manera descriptiva de un sitio
metilado con una profundidad de 6x y calidad de mapeo de 20 en escala phred score. Se encuentra en
un intron del gen GRMZM2G042622 el cual no se encuentra anotado. En los metilomas de las plantas
de maiz que fueron sometidas a estrés, no se muestra metilacion en ese sitio, solamente en tejido de
hoja en donde hay hipermetilacién con diversos gradientes tanto en la accesion B73 como Mol7.
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Figura 53. Visor IGV con un sitio del cromosoma 8 con tratamiento de bisulfito.

Las barras rojas muestran cambios polimoérficos. Los sitios con linea negra a la derecha muestra un cambio nucleotidico de interés: citosina en el genoma
antiguo y timina en la referencia con una profundidad de 8x. La linea negra a la izquierda muestra un cambio nucleotidico en donde la referencia es una
citosina y el genoma antiguo tiene una timina con profundidad 5x. Las barras azules representan los datos condensados de esos sitios en el mapeo, calidad
y probabilidad de encontrar uno o varios polimorfismos. Las barras horizontales azules de los metilomas bajo condiciones de calor (heat 1-3) y los
controles no muestran metilacion en algunas réplicas para el exén 4 del gen GRMZM2G132903.
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En la Figura 54 se muestra un ejemplo de manera descriptiva de un sitio no metilado (linea negra
izquierda) y un sitio metilado (linea negra derecha) con una profundidad de 5x y 8x respectivamente.
Las calidades de mapeo son de 55 y 60 respectivamente en escala phred score. Se encuentra en un exén
del gen GRMZM2G132903 el cual no se encuentra anotado. En los metilomas actuales no se muestra
metilacion en ese sitio pero este ejemplo es representativo debido a su alta calidad y profundidad con lo
que hay una mayor certeza probabilistica que se trata de un sitio metilado en el genoma antiguo de
Cox17. Los demés polimorfismos indicados en rojo no son informativos con respecto a perfiles de
metilacion en este sitio.
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Figura 54. Visor IGV con un segmento del cromosoma 8 con tratamiento de bisulfito.

Las barras rojas/azules muestran cambios polimorficos. Los sitios con linea negra a la derecha muestra un cambio nucleotidico de interés: citosina en el
genoma antiguo y timina en la referencia con una profundidad de 65x mientras que la linea a la izquierda sefiala un cambio de citosina en genoma antiguo
y timina en la referencia con una profundidad de 77x. Ambos sitios tienen calidad de mapeo de 29 y 32 en escala phred. Las barras azules representan los

datos condensados de esos sitios en el mapeo, calidad y probabilidad de encontrar uno o varios polimorfismos. Las barras horizontales azules de los
metilomas bajo condiciones de calor (heat 1-3) y los controles no muestran metilacion en para el sitio de interés, sin embargo, hay sitios metilados en todas
las muestras modernas a una distancia de 20pb. En las cercanias (100Kb) se encuentra el gen PARP2.

La figura 52 muestra un ejemplo de un par de sitios con mucha profundidad y calidad en ambos pero
ademés demuestra que para esa region se permite discriminar sitios de heterocigosidad. En el caso de
los sitios marcados con la linea negra, ambos conservaron la metilacion en el genoma antiguo. Los
metilomas hipermetilados modernos reportados se encuentran a una distancia de 20pb. En cuanto al
contexto gendmico, se encuentra el gen PARP2 y su transcrito a aproximadamente 100Kb rio arriba.

La polimerasa 2 poli (ADP-ribosa) es una proteina post-transcripcional involucrada en la arquitectura
de la cromatina. Responde a estrés abiotico permitiendo defensa o muerte celular en plantas. Se hn
realizado diversos estudios que asocian la transcripcion y metilacion de este gen con el estrés osmotico
y de salinidad (Ming-pu, 2008; Vanderauwera et al. 2007; Doucet-Chabeaud et al. 2001). Si bien la
cercania al gen de dos sitios metilados antiguos plasma una posible perspectiva de estudio para
correlacionar paleoepigenética con adaptacion ambiental, en este proyecto no se cuenta con soporte
estadistico suficiente para correlacionarlos.

[*)]
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CAPITULO V. DISCUSION
5.1 Paleoclima en el Valle de Tehuacan

Se ha demostrado que la energia extraterrestre recibida por la tierra ejerce un fuerte control en el clima
a escalas de milenios o submilenios (Lozano-Garcia et al. 2007). En escalas menores, los patrones
regionales de variabilidad climética que afectan la evolucion de los ecosistemas son mayoritariamente
modulados por las dinamicas internas del planeta. Un ejemplo de esto durante el Holoceno se conoce
como el fenomeno de “El Nifio” (Conroy et al. 2008; Moy et al. 2002; Toth et al. 2015).

Durante el evento de El Nifio-Oscilacion Sur (ENOS) las temperaturas superficiales del mar en las
costas del Ecuador y al norte de Peru causan cambios convectivos en las regiones costeras del noroeste
Sudamericano. Gracias a las evidencias geoldgicas se ha estimado la frecuencia a la que suceden los
eventos ENOS, siendo éstos muy débiles o inexistentes hasta los 7000 afios antes del presente,
posteriormente llegarian a su maximo entre 2000-1000 afios antes del presente. En fechas modernas la
frecuencia del evento ha decaido (Moy et al. 2002).

El calentamiento climatico global durante el periodo medieval calido pudo ser causado por condiciones
climaticas globales similares a las de EI Nifio, aunadas a la radiacion solar que propiciaron el aumento
de temperatura superficial en los océanos cercanos al Ecuador, obteniendo como resultado un sistema
dindmico que mantuvo bajo condiciones célidas a la region mesoamericana (Cooke, 2005; Piperno,
2006).

A pesar de ser un comportamiento climéatico global, la evidencia se vuelve particular para cada zona,
por ejemplo, en la franja occidental de México, se tiene evidencia de clima mas humedo debido a la
entrada de la celda alta del pacifico este durante la temporalidad de interés (Moy et al. 2002;
Steinhilber et al. 2009).

La evidencia de los espeleotemas sugiere la prevalencia de condiciones secas y célidas entre ~950 a
1400 CE (Lachniet et al. 2004). Como soporte de esta inferencia, se encontraron durante la revision
bibliogréfica otros sitios con caracteristicas paleoclimaticas similares en esa misma temporalidad: en la
peninsula de Yucatan de ~950 a 1250 CE (Curtis & Hodell, 1996), en Nuevo Leon (Roy et al. 2014), en
Panama (Correa-Metrio et al. 2011) y en el caribe (Peterson et al. 1991), muestran que ésta época
representa el mas grande periodo de sequia de los tltimos dos milenios (Hodell et al. 2001). Por lo que
representa una ventaja la cercania del lago de Aljojuca a la zona de estudio al ser un importante
indicador paleoclimatico para el Valle de Tehuacan (Bhattacharya et al. 2015).

A pesar de ello, hay ciertas caracteristicas propias del Valle que hay que tomar en cuenta para una
correcta interpretaciéon paleoclimatica: Al norte se ha registrado una menor precipitacion que al sur del
Valle en los ultimos 100 afios (McNeish, 1964), lo cual es consistente con la evidencia arqueolégica
encontrada en cuestién de asentamientos humanos durante las diferentes etapas de desarrollo
poblacional. En la zona sur del Valle no solo se tiene evidencia de un mayor temporal de lluvias, sino
también de sistemas de riego. Especificamente a 3 Km de la cueva de San Marcos y en zonas cercanas
a la cueva de Coxcatlan, se encuentra un sistema de recoleccion de agua para el posible riego de
hortalizas (Figura 8).
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Se sabe que durante la temporalidad de interés (1500 afios antes del presente), ya se practicaba el
cultivo de plantas domesticadas. Las primeras evidencias de la existencia de una sociedad agricola
comienzan a partir de 7000 afios antes del presente, con varios tipos de hortalizas y a partir de la época
de Abejas con el cultivo de Maiz en la region (McNeish, 1964).

Aunando la evidencia arqueologica junto con la evidencia paleoclimatica, se infiere que hubo
condiciones de sequia pronunciadas hace 1450 afios antes del presente en la region de interés.
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Figura 55. Mapa de las zonas lacustres aledafias al Valle de Tehuacan.
Mapa del noreste de Tehuacéan en donde las estrellas indican la ubicacién de las lagunas de San Bernandino: Laguna chica 18°35°52.4”N 97°16'22.0"W y
Laguna grande 18°36°03.7”N 97°15°48.0”W.

Especificamente en el en el Valle de Tehuacan, seria interesante realizar estudios paleocliméticos en
zonas lacustres aledafias que permitan discernir fluctuaciones puntuales para esa misma temporalidad.
En la figura 45 se proponen dos posibles sitios para un futuro estudio paleoclimético del sitio de
interés, las Lagunas chica y grande de San Bernardino. Seria necesario hacer una salida de campo con
investigadores que puedan aseverar que ese sitio podria arrojar evidencia paleoclimatica, pero se parte
de la idea de que los nucleos sedimentarios encontrados en los lagos proveen informacion de cambios
climaticos (Cohen, 2003; Smol, 2008).

5.2 ADN antiguo en muestras paleoboténicas.

El dafio que sufre el ADN una vez que los procesos diagenéticos comienzan a ocurrir han sido
ampliamente estudiados, aunque se desconocen las cinéticas de las reacciones: La longitud de los
fragmentos se ve comprometida al degradarse las hebras de ADN hasta un tamafio de 40-500 pares de
bases (pb) (Paabo, 1989). Esta fragmentacion no decae consistentemente con el paso del tiempo
(Lindahl & Anderson, 1972). Se sugieren procesos autoliticos que fragmentan el ADN inmediatamente
después de la muerte del organismo (Lindahl & Nyberg, 1972). Ademas se presenta desnaturalizacion
de las hebras de ADN asi como deaminacion en los extremos 5-fosfato y 3-aldehido como producto de
la depurinizacion hidrolitica (Padbo & Wilson, 1991; Lindahl, 1993; Jones et al. 1968).

Gracias a éstas marcas de dafio podemos diferenciar ADN enddgeno de una muestra antigua de la
contaminacion, ya sea de hongos, bacterias 0 como consecuencia del manejo de la muestra. A pesar de
que se tienen protocolos establecidos para la excavacién y procesamiento de las muestras
arqueoldgicas, la contaminacién con ADN proveniente de microorganismos es inevitable, pues puede
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ocurrir desde la muerte del organismo y durante todo el tiempo que los restos permanecen enterrados.
En contraste con las muestras previamente estudiadas (como SM10), en donde la cantidad de ADN
endogeno fue informativa, otras muestras no han resultado tan fructiferas. Se ha demostrado que la
preservacion del ADN en una muestra ocurre como evento independiente incluso entre muestras del
mismo sitio, pues las variaciones de temperatura, salinidad y pH del suelo pueden ser ligeramente
distintas, ademas de los factores bioticos que puedan intervenir (Dabney et al. 2013).

En el caso de las muestras del Valle de Tehuacéan, durante la extraccion se siguieron protocolos estrictos
para su proteccion, con lo que la contaminacién moderna resulté ser nula o imperceptible en los
analisis posteriores. En este proyecto, la calidad de ADN extraido de SM1 era mejor que la de Cox17.
No obstante, no fue posible obtener una biblioteca de ADN tratado con bisulfito del extracto de SM1,
por lo que la muestra tuvo que ser descartada.

La calidad y cantidad de ADN extraido de Cox17 permitié tener una primera aproximacion a las
problematicas del andlisis de metilacion en genomas antiguos, lo que constituye la principal aportacion
de este trabajo, ademas del meta-andlisis paleoclimatico.

5.3 Bibliotecas gendmicas

La elaboracion de bibliotecas presentd un par de complicaciones técnicas. La primera fue durante el
tratamiento de bisulfito, pues el protocolo estipula el uso de una columna con filtro en donde se
realizan las reacciones y la elucion final del producto con tratamiento (Anexo 3). Al finalizar el
tratamiento, se espera una pérdida tedrica del 30% de la concentracién original, sin embargo, para la
alicuota de Cox17, se realizé el tratamiento de bisulfito en varias ocasiones debido a que la pérdida era
de hasta un 60%.

El segundo problema se reflej6 en la disminucion de la concentracion de ADN en los pasos con
purificacion de la elaboracién de bibliotecas. En el caso de SM1 y BisCox17 no hubo problema, pero
para las la bibliotecas de BisSM1 y Cox17 fue necesario repetir el proceso hasta obtener una biblioteca
cualitativamente aceptable. En el caso de Cox17 fue posible (Figura 32), pero para BisSM1, la
concentracion impidid su uso para una posterior secuenciacion (Anexo 5).

La propuesta para tratamientos de bisulfito en muestra antiguas sucesivos es utilizar perlas Ampure en
todos los pasos del tratamiento de bisulfito, en vez de usar la columna de filtrado. Es importante llevar
a cabo los pasos extra especificados en el Anexo 3 para obtener una mayor elucion y continuar con el
volumen deseado de ADN para los pasos sucesivos al tratamiento.

Otra mejora que se podria hacer para disminuir los problemas de mapeo es la preparacién de las
bibliotecas con la eliminacion previa de uracilos, siempre y cuando la calidad inicial de la biblioteca lo
permita. Es decir, debe ser eficiente el proceso de filtrado para poder implementar este paso. De esta
manera las secuencias pueden ser diferenciadas mas comodamente pues los sitios en donde el genoma
antiguo tiene un timina, pero no sera mapeado si en el moderno se encuentra una citosina (Prifer et al.
2014).

Los resultados obtenidos en la tabla 10 son consistentes con la metodologia aplicada para cada
biblioteca, en el caso de Cox17, se realizaron diez ciclos de amplificacion mientras que para la
biblioteca con tratamiento de bisulfito, aumentaron los ciclos de amplificacion dada su baja
concentracion en las bibliotecas que se enviaron a secuenciar, que fue de un total de 0.86 ng/ul. Por lo
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que las secuencias sin duplicados disminuyeron en un 70% para la biblioteca con tratamiento.

Finalmente, otro método propuesto para encontrar citosinas metiladas sin utilizar alicuotas adicionales
de la extraccion de ADN sin tratamiento de “wet lab”, se basa en un andlisis “in silico” utilizando el
software epiPALEOMIX (Hanghoj et al. 2016). Consiste en la comparativa entre metilomas modernos
de los tejidos de interés con respecto a las regiones cubiertas del genoma antiguo con profundidad
mayor a 2x para estimar sitios con posible metilacion en los genomas antiguos. Sin embargo, en el caso
de maiz que sufrié una transformacion rapida en una escala temporal de milenios, no existen garantias
de que los niveles de metilacion actuales correspondan con los metilomas antiguos, por lo que esta
aproximacion deberia aplicarse con las debidas reservas.

5.4 Secuenciacion masiva.
5.4.1 Problematica durante el andlisis bioinformatico.

Diversas problematicas se presentaron en ambas bibliotecas durante el analisis bioinformatico: despues
de la secuenciacion, los archivos catalogados como Cox17 y BisCox17 que se recibieron directamente
del servicio de secuenciacion fueron analizados siguiendo la metodologia establecida. Debido a las
maltiples amplificaciones por PCR las cuales fueron producto de una baja concentracion inicial del
extracto, el porcentaje disminuy6 considerablemente en ambas bibliotecas, obteniendo el 66% para
Cox17 y 29% para BisCox17 (tabla 9) para proceder con el pipeline informatico. El dafio molecular
calculado por el algoritmo de MapDamage 2.0 fue menor a 0.05% para la biblioteca sin tratamiento.
Tomando en cuenta que ambas bibliotecas provienen de la misma alicuota, el dafio deberia de ser el
mismo para ambas bibliotecas (figura 47).

La principal problematica gira en torno a la interpretacion de los porcentajes de GC tan lejanos de los
valores teoricos esperados, pues en otros ensayos de bisulfito para maiz, el genoma tratado deberia de
tener en promedio una disminucién del 20% con ligeras variaciones dependiendo de la accesion. Este
es el primer indicio de que el tratamiento no tuvo el éxito esperado.

Se continué trabajando a pesar de esta problematica debido a que era posible que los valores
desproporcionados en la biblioteca con tratamiento se debiesen a contaminacion de bacterias y hongos
0 al sesgo debido a las diversas amplificaciones que tuvieron lugar durante la elaboracién de la
biblioteca.

Durante el mapeo, el algoritmo BWA mem fue maés eficiente para reads pareados que los no pareados o
single-end, se realizaron diversos mapeos tanto con la referencia sin enmascarar como con las
referencias enmascaradas de citosina a timinas y en todos los casos, el mapeo paired-end fue el mas
efectivo. Los resultados respecto a los pardmetros usados para ambas bibliotecas cuando se tenian los
reads mapeados resultaron ser robustos por lo que se implementaron de la misma manera durante el
mapeo de los reads tanto a la referencia como a las referencias enmascaradas para identificar
secuencias Unicas mapeadas en maiz.

Siguiendo el consejo de la Dra. Gretrud Lund de revisar secuencias descartadas por el mapeo, se realizé
una inspeccion mas detallada del porcentaje de GC en la biblioteca con tratamiento. Se observé una
curva de 64% muy diferenciada pero, a su vez hay una suave curva que tiene un porcentaje menor
(figura 39). Se procedio a filtrar los reads con el menor porcentaje y fue ahi en donde se encontraron la
fraccion de aproximadamente 10 millones de reads en los cuales pudo ser efectivo el tratamiento de
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bisulfito (tabla 10). Se procedié a encontrar reads compartidos en las bibliotecas con y sin tratamiento
que cumplieran con una profundidad minima de 3x y contexto biologico (CG, CGH, CHH).

Se utilizé un visor con los metilomas modernos como comparativa de metilacion en regiones
interesantes de la referencia (B73 version 3). En este mismo visor se podia determinar si la region
encontrada estaba anotada en el genoma o si tenia relevancia biolégica. Encontrando un total de
alrededor 260 mil citosinas metiladas en el genoma antiguo de maiz. Esto representa el 0.5% de las
citosinas presentes en la biblioteca. Si bien el nimero no es significativo, es un primer indicio de que el
tratamiento de bisulfito es efectivo en muestras paleobotanicas de maiz, especialmente si sufrieron
procesos diagenéticos propios de climas tan aridos como es el caso de Tehuacan, Puebla.

En resumen, el porcentaje de GC que se observa en la figura 37 con tratamiento, se trata de un universo
de reads compuesto por aquellos en los que hubo un tratamiento real de bisulfito, indicado por un
porcentaje bajo de GC mientras aquellos que tienen un porcentaje mayor de CG no fueron tratados por
bisulfito. Esto podria explicarse de dos maneras: la presencia de inhibidores en la muestra antigua que
no permitieron completar la reaccion de bisulfito de manera satisfactoria. Como segunda explicacion,
las multiples amplificaciones de la libreria para lograr la concentracién minima requerida para la
secuenciacion permitieron que se sesgara la amplificacion a aquellos reads con alto contenido de GC,
generando dimeros y por ende truncando un tratamiento efectivo. Esto debido a la propia naturaleza de
la técnica en una muestra con baja concentracion inicial.

La representacion de la biblioteca fue muy pobre dada su concentracion inicial y posterior disminucion
durante los diversos pasos de purificacién. Es recomendable utilizar extractos con una mayor
concentracion inicial para los estudios de metilacion antigua. Queda como perspectiva analizar de
manera probabilistica cada uno de los sitios donde se encuentran las citosinas metiladas y sus posibles
genes anotados en la referencia moderna para tener una descripcion mas detallada de las citosinas
metiladas encontradas y no sélo tener un porcentaje global de metilacion.

Por lo que seria necesario investigar si una alicuota de aADN es capaz de inhibir la accion del bisulfito
cuando se agrega a una muestra de ADN moderno, para confirmar si existe un factor inhibitorio mas
alla del propio sesgo que pueda tener el aADN.

CAPITULO VI. CONCLUSIONES
* La revision de bibliografia paleoclimatica indicé temporalidades de sequia a lo largo de
Mesoamerica alrededor de ~800 a 1450 afios antes del presente, incluyendo la region del Valle

de Tehuacan.

» Se logro obtener aADN que permitio generar librerias gendmicas. En el caso de Cox17, también
se pudo generar la libreria genomica tratada con bisulfito.

» Anpartir del aADN de maiz se obtuvo una representacion del metiloma que permiti6 identificar
sitios metilados en un contexto genémico.

» Encontramos 7 sitios de metilacion reportados con metilacion actual.

» Es posible realizar estudios de metilacion en muestras de maiz antiguo provenientes de
Tehuacan, Puebla a nivel genémico.
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