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Algoritmos de calculo de edad del ostracodo Herpetocypris
reptans (Baird) a partir de ratios de racemizacién de

aminoacidos.
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ABSTRACT

Age calculation algorithms for D/L ratios of four amino acids (alanine, aspartic acid, phenylalanine and
glutamic acid) analysed in the continental ostracode species Herpetocypris reptans (Baird) were determined
for southern and central Iberian Peninsula, where they are abundant, using the Mitterer and Kriausaku!
(1989) s mathematical approach.
Using these algorithms, several beds will be able to be dated and, therefore, the Pleistocene
palecenvironmental events of different areas of Spain will be placed in a chronostratigraphical scale.
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Introduccién

En los tltimos afios se ha producido
un gran desarrollo de los estudios de evo-
lucién paleoambiental con el objeto de
caracterizar las variables del clima y los
procesos ambientales. No obstante, uno
de los aspectos mds importantes relacio-
nados con este tipo de estudios
palacoambientales y paleoclimdticos
consiste en situar los eventos observados
en una secuencia cronolégica.

Por tanto, estas reconstrucciones ne-
cesitan ser soportadas por los diversos
métodos de datacién, como 2'°Pb, “C o U/
Th, dependiendo de la escala de tiempo.
Entre ellos se encuentra el método de
racemizacién de aminodcidos que puede
ser aplicado a un gran nimero de mate-
riales, entre los que se incluyen moluscos
y ostrdcodos. Este método es especial-
mente ttil para rangos de edad compren-
didos entre 10°-10° afios B.P., es decir,
supera total y parcialmente los limites de
los métodos de radiocarbono y U/Th res-
pectivamente. Asimismo también se ha
aplicado para datar muestras més recien-
tes, del Holoceno o incluso del ditimo si-
glo o década (Goodfriend et al., 1991;

Goodfriend, 1992; Goodfriend et al.,
1992; Goodfriend et al., 1995) y, méds
all4, en determinaciones forenses (Ohtani
etal., 1998).

Sin embargo el método de racemizacién
de aminodcidos no es un método de
datacién absoluta en s{ mismo y, por tan-
to, necesita ser calibrado empleando otros
métodos de datacién para poder estable-
cer algoritmos de cdlculo de edad que
puedan usarse para datar muestras més
antiguas. Ademds, la racemizacién es un
proceso que depende de la temperatura y
del género, por lo que los algoritmos sélo
se pueden calcular a partir de muestras
con el mismo tipo de fauna y recogidas en
zonas que tengan la misma historia térmi-
ca.

Para llevar a cabo la calibracién es
necesario partir de numerosas muestras
previamente datadas y de diferentes eda-
des debido a que el proceso de racemizacién
no se comporta de manera lineal. Cuando
las muestras datadas no son abundantes,
la calibracién se puede ver simplificada
considerando un comportamiento de
“cinética reversible de primer orden”
(Mitterer, 1975), aunque solamente cuan-
do se tienen muestras con ratios D/L ba-
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Fig. 1.- Situacién geogrifica de la turbera
de Padul y Priego.

Fig. 1.- Geographical location of Padul Peat
Bog and Priego area.

jos, debido a que la tasa o velocidad de
racemizacién desciende con el tiempo,
produciendo una relacién no lineal entre
los ratios D/L y la edad (Goodfriend,
1991). En este caso el modelo de
“cinética reversible de primer orden” se
puede aplicar a muestras con ratios D/L
de 0,3 (Masters y Bada, 1977; Kriausakul
y Mitterer, 1980) 6 0.5 (Wehmiller y
Hare, 1971; Bada y Schroeder, 1972) de-
pendiendo del material empleado.

Otros autores (Mitterer y Kriausakul,
1989; Csapbd et al., 1998) emplean un ar-
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tificio matematico que consiste en el es-
tablecimiento de una relacion lineal entre
la raiz cuadrada del tiempo y los ratios D/
L. En este caso, incluso con solamente
una muestra puede establecerse el mode-
lo de célculo de edad. Otros autores pre-
fieren obtener esta relacidn lineal entre
los ratios D/L y una funcién exponencial
del tiempo (Kaufman, 2000).

De acuerdo con nuestra experiencia
los ostricodos presentan una serie de ca-
racteristicas que los hacen ser un excelen-
te material para datar mediante el método
de racemizacion de aminodcidos (Ortiz,
et al., 2000). Por un lado la alta cantidad
de aminodcidos presentes en las valvas
permite analizar una muestra menor (10-
20 mg) en un cromatdgrafo de gases (GC)
comparado con el peso necesario de otros
organismos (80 mg). Con un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), incluso una sola valva puede ser
suficiente para realizar un andlisis (¢f.
Kaufman, 2000). No obstante hay que
considerar que para un andlisis por
cromatografia de gases se emplean mues-
tras que contienen entre 1500 y 2000
valvas, con lo que el error debido a la
muestra es muy bajo y los resultados son
estadisticamente significativos y
repetitivos.

Ademds, en algunos ambientes los
ostrdcodos son muy abundantes y, en oca-
siones constituyen los inicos restos pre-
sentes en los niveles demuestrados o en
sondeos.

En el Laboratorio de Estratigrafia Bio-
molecular se estd estudiando la evolucién
paleoambiental durante el Pleistoceno de
diferentes dreas de Espafia. Entre ellas se
encuentran la turbera de Padul (Granada) y
las terrazas travertinicas de Priego (Cuen-
ca), donde en ambas el ostricodo Herpeto-
cypris reptans (Baird) es abundante. Ade-
mds, algunos niveles que contenian indivi-
duos de esta especie, fueron datados con
métodos de datacién absoluta como el “Cy
U/Th y, por consiguiente, se pueden esta-
blecer los algoritmos de célculo de edad del
ostrdcodo Herpetocypris reptans a partir de
ratios de racemizacién de aminoécidos. La
utilizacién conjunta de muestras proceden-
tes de la turbera de Padul y de Priego se
hace posible ya que ambas posiblemente tu-
vieran una historia térmica similar, con una
temperatura anual media (CMAT) com-
prendida entre 11°y 14° C (¢f. Torres et al.,
1994, 1997).

Areas de estudio
La turbera de Padul (fig.1) se encuen-

tra a 20 km al sur de Granada. Se trata de
una cuenca endorreica de 4 km? rodeada
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Muestra Edad (ka) D/L Ala D/L Asp D/L. Phe D/L Glu Analisis
Actual 0 - 0.041 = 0.002 - 0.017 = 0.003 24
SPD-0136 6 0.075+0.002 | 0.182 +0.000 | 0.086 +0.032 {0.056 = 0.001 2

PR-6 105,132 £ 7,648 -

0.333 0.251 0.117 1

PR-7 156,005 £ 7,970 | 0.272+0.003 | 0.375 £ 0.001 | 0.276 = 0.037 |0.122 %+ 0.008 2

SPD-3160 | 167,321 + 17,659 0.252£0.019 | 0.401+0.010 | 0.306 = 0.000 | 0.140 + 0.005 2

Tabla I.- Muestras empleadas en la calibracién. Los valores de la muestra actual proceden de
Kaufman (2000).

Table I.- Samples employed in the calibration. Actual ostracode racemization ratios were
obtained by Kaufman (2000).

por cadenas montafiosas, situada a 720
metros s.n.m. Presenta uno de los mejo-
res registros disponibles del Cuaternario
de mas de 100 metros de potencia. En
1997 se perford un sondeo de 103 metros
(ver Nestares y Torres, 1998, para una
descripcion detallada) con el objeto de
estudiar el polen, los isétopos estables y
los biomarcadores en los sedimentos.
Las terrazas fluviales de Priego
(Cuenca) se sitdan en las estribaciones de
la Cordillera Ibérica (fig.1), donde tres
rios (Escabas, Trabaque y Guadiela) con-
fluyen cerca de esta localidad después de
transcurrir a través de estrechos cafiones,
depositando un extenso sistema de terra-
zas travertinicas durante el Pleistoceno.
Siete niveles de terrazas fueron identifi-
cadas y descritas en Torres et al. (1994).
Para el cédlculo de los algoritmos tam-
bién se emplearon valores de ratios de
racemizacién de ostrdcodos actuales
aportados por Kaufman (2000).

Material y método

En el célculo de los algoritmos se han
empleado siete muestras. Una de ellas
corresponde a ostrdcodos actuales que se
analizaron para conocer la racemizacién
inducida del método en la preparacién de
muestras. Dos de ellas, Priego-6 y Priego-
7 (PR-6 y PR-7), se tomaron en terrazas
travertinicas cercanas a Priego previa-
mente datadas (Torres ef al., 1994). Las
cuatro restantes se tomaron del testigo de
sondeo de la turbera de Padul.

En el testigo de este sondeo (SPD), se
seleccionaron muestras de turba de los
niveles SPD-0198 y SPD-3160 (la nume-
racién de las muestras corresponde con su
profundidad en cm) para datarlos median-
te los métodos de radiocarbono y U/Th
respectivamente. Desafortunadamente la
muestra SPD-0198 era estéril en
ostrdcodos por lo que se buscaron en la
muestra ¢ercana, en concreto la SPD-

0136. La muestra SPD-3160 contenia
valvas de ostrdcodos. Por tiltimo, se em-
pled una muestra correlacionable con un
nivel datado por Pons y Reille (1988) que
corresponde con el nivel SPD-0010.

Datacion por U/Th

Para la datacién mediante el método
de U/Th de la muestra SPD-3160 se se-
leccionaron y prepararon muestras de tur-
ba de acuerdo con el protocolo de Vogel
y Kronfeld (1980). Las muestras se anali-
zaron, al igual que las de Priego, en el Ins-
tituto Jaume Almera (C.S.I.C., Barcelo-
na) por uno de los coautores (R.J.).

Datacion por C

La datacién de la muestra turba SPD-
0198 mediante el método del "C se reali-
z6 en el Instituto Rocasolano de Madrid
(C.S.I.C.). Se tomé una muestra de 100
mg. La edad fue calibrada mediante el
programa de la Universidad de Washing-
ton, método B, 2 sigma.

Datacién por racemizacion de
aminodcidos

A pesar de la dificultad genérica que
presenta el poder encontrar restos de or-
ganismos con caparazén carbonatado en
las turberas debido a que la acidez del
medio produce la disolucién del carbona-
to célcico, en algunos niveles del testigo
del sondeo de Padul se pudieron recoger
fésiles para datar mediante el método de
racemizacién de aminoécidos.

Tanto las muestras del sondeo de
Padul como de las terrazas fluviales de
Priego estdn constituidas tinicamente por
ostrdcodos de la especie Herpetocypris
reptans (Baird).

Los ostrdcodos se limpiaron con la
ayuda de un bafio de ultrasonidos y se se-
leccionaron entre 15 y 20 mg (ca. 4000
valvas) empleando una lupa binocular
Wild. Las muestras fueron preparadas y



analizadas en el Laboratorio de
Estratigrafia Biomolecular de la E.T.S.I.
Minas de Madrid de acuerdo con el pro-
tocolo y método de Goodfriend (1991) y
Goodfriend and Meyer (1991) que, de
forma resumida, consiste en: 1)
hidrélisis, 2) primera etapa de
derivatizacién con cloruro de tionilo e
isopropanol, y 3) segunda etapa de
derivatization con anhidrido trifluoroacético
y diclorometano.

El andlisis se realizé en un
cromatégrafo de gases Hewlett-Packard
5890 A (II) con inyector automético HP
6850, columna Chirasil L-Val de 25 m de
longitud y detector NPD. El andlisis de
los picos se llevé a cabo en el programa
PEAK 96 (HP).

Resultados y discusién

Los resultados de las dataciones de U/
Th y C junto con los ratios D/L de dis-
tintos aminodcidos de las muestras em-
pleadas en la calibracién se encuentran en
la tabla L.

Las muestras Priego-6 and Priego-7
(PR-6 and PR-7) son travertinos que fue-
ron datadas en 105,132 + 7,648 ka and
156,005 + 7,970 ka respectivamente (To-
rres et al., 1994). La muestra SPD-3160
del sondeo de Padul fue datada en
167,321 + 17,659 ka.

Para el cdlculo por interpolacién de la
edad de la muestra de ostrdcodos SPD-
0136 (situada a una profundidad de 136
cm) se emplearon dos muestras de turba
datadas mediante *C. Una de ellas estaba
situada 62 cm por debajo (muestra SPD-
0198, edad: 6,782+ 0,120 ka) mientras
que la otra estaba 180 cm por encima de
la muestra con ostridcodos (SPD-0010),
datada en 4,450 + 0,060 ka (Pons y Reille,
1988). La edad resultante para la muestra
SPD-0136 fue de ca. 6 ka.

Asimismo se emplearon los valores
de los ratios D/L del 4cido aspdrtico y
glutdmico analizados en valvas actuales
de Candona sigmoides Sharpe y Candona
subacuminata (Fischer) aportados por
Kaufman (2000).

Unicamente se emplearon en la cali-
bracién de los modelos de cdlculo de
edad las relaciones D/L de la alanina, 4dci-
do aspértico, fenilalanina y 4cido
glutdmico (Tabla I) debido a que los
ratios D/L de otros aminodcidos
(isoleucina, valina y leucina) daban cierta
dispersién de valores. Esto se correspon-
de con los datos aportados por Torres et
al. (2000) segin los cuales, los
aminodcidos mds fiables para datar mues-
tras antiguas son la isoleucina y la
leucina, mientras que para muestras mas
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Fig. 2.- Algoritmos de calculo de edad de la alanina, acide aspértico, fenilalanina y dcido
glutamico del ostriacodo Herpetocypris reptans (Baird).

Fig. 2.- Age calculation algorithms of alanine, aspartic acid, phenylalanine and glutamic acid of
the ostracode Herpetocypris reptans (Baird).

jévenes, como las de este trabajo, se de-
ben emplear otros aminoécidos, princi-
palmente el dcido aspdrtico ya que es el
que tiene una velocidad de racemizacién
mds alta.

Los algoritmos de célculo de edad se
definieron empleando la aproximacién
matemdtica propuesta por Mitterer y
Kriausakul (1989) que relaciona la raiz
cuadrada del tiempo con el ratio de
racemizacién de cada aminodcido.

Se realizé el andlisis de regresion de
los ratios D/L de la alanina, 4cido
aspdrtico, fenilalanina y dcido glutimico
con la raiz cuadrada del tiempo, resultan-
do:

Vt=4,621D /L Ala—1578 R=0,993; p=0,076
t=38,654D /L. Asp—2,680 R=0.981;p=0,003
t=49,185D /L Phe —1,768R = 0.995;p = 0,005
Jt=114,170D/LGlu—2,684 R=0,985; p=0,002

Todas las regresiones son significativas
(p<0,05), excepto para la alanina y con co-
eficientes de correlacién muy altos.

Conclusion

Se han obtenido los algoritmos de
cdlculo de edad para los ratios D/L de
la alanina, dcido aspértico, fenilalanina
y dcido glutdmico analizados en ostrd-
codos de la especie Herpetocypris rep-
tans (Baird) utilizando el artificio ma-
temdtico propuesto por Mitterer y
Kriausakul (1989). Con estas ecuacio-
nes se podran datar depdsitos cuaterna-

rios de la zona central y sur de la Penin-
sula Ibérica.
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