GEOGACETA, 26, 1999

Variaciones -intraconcha e interconcha- de la racemizacion

del 4cido aspartico en

Intrashell and intershell aspartic acid racemizatio

(SW Spain).

moluscos holocenos del Golfo de Cadiz
(SO de Espafia)

n ratio variation in Holocene mollusca from the Gulf of Cadiz

T. Torres, J.F. Llamas, L. Canoira, P. Garcia-Alonso, F.J. Coello.

Laboratorio de Estratigraffa Biomotecular, E.T.S. Ingenieros de Minas, Rios Rosas 21, E-28003 - Madrid. E-mail:museo@minas.upm.es museo@minas.upm.es

ABSTRACT

This paper deals on intrashell and intershell aspartic acid racemization ratio variation in samples recovered
from a "C 2200BP dated bar of “El Rompido” (Huelva) spit bar complex. Ffrom valves of Ostrea sp.,
Glycymetis sp. and Panopea sp. disc shaped subsample sets from the beack to the ventral border were
obtained via drilling with a-hollow diamond circular cutter. Statistical analysis of the results revealed good
agreement with predicted variation coefficient in Ostrea and Glycymeris, being possible that Panopea

sample would be composed by two different ones because of reworking.
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Introduccién

El empleo del andlisis de racemiza-
cién de aminodcidos como herramienta
geocronolégica, constituye una metodo-
logfa de trabajo cada vez mas amplia-
mente utilizada. No obstante con el fin de
mejorar los resultados analiticos y, en
definitiva, reducir y acotar los errores en
las dataciones, se plantean una serie de
rutinas en la toma de muestras que, apa-
rentemente al menos, ayudan a mejorar
los resultados.

Sin llegar a una formulacién estadis-
tica de los resultados, algunos autores,
Hearty (1987), Wehmiller (1993) y Whe-
miller et al. (1995) recomiendan que, en
moluscos, la muestra se tome en el mis-
mo punto de la concha. En pelecipodos,
por ejemplo, el punto mas indicado esta-
rfa lo mas cerca posible del umbo de la
concha, punto en el que, generalmente,
tiene el méximo grosor.

Una estimacién notablemente mas
detallada de los errores inherentes al and-
lisis de la racemizacién de aminodcidos
en fésiles marinos. carbonatados aparece
en Murray-Wallace (1995) Este autor
cuantifica a partir de los coeficientes de
variacién (CV = desviacién tipica/pro-
medio %) los errores que introducen en
el an4lisis las denominadas variacién in-
traconcha, variacién interconcha y efecto
del género, entre otros.

R-2203
2235-2175

OCEANO ATLANTICO

Figura 1.-Situacién geogrifica del punto desmuestrado

Figure.-1 Geographical situation of the sampled point

- La variacién intraconcha, es decir, en
un mismo ejemplar, puede producir un
coeficiente de variacién (CV) del 8%. La
variacién interconchas, es decir las dife-
rencias entre andlisis realizados sobre
ejemplares del mismo género, o misma
especie puede suponer un coeficiente de
variacion del 12%. Finalmente, si se ana-
lizan conjuntamente muestras de géneros
diferentes, el coeficiente de variacién po-
drfa suponer un 30%.

Con el fin de probar esta influencia en
material ibérico se procedié a analizar
material reciente proveniente del Golfo
de C4diz, centrdndose el andlisis en el es-

tudio del 4cido aspdrtico, cuya mayor ve-
locidad de racemizacién le hace idéneo
para datar muestras recientes. Goodfriend
(1992) demuestra su utilidad en la data-
cién de materiales recientes (histéricos).
En regiones 4rticas, donde la racemiza-
cién es muy lenta, Goodfriend et al.
(1996) lo emplean para datar materiales
de 1a base del Holoceno.

Los desmuestres
Las muestras empleadas en este ana-

lisis fueron recogidas en 1991 y una parte
de ellas fueron analizadas para la realiza-
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cién de un ejercicio de anélisis aminoes-
tratigrdfico de los sedimentos holocenos
de la costa de Huelva, ¢f. Torres et al.
(1995), que ademds del establecer una
aminoestratigrafia, realizaron una estima-
cién de la variacién en los contenidos de
aminodcidos con el tiempo.

Los restos de pelecipodos que van a
ser objeto de este trabajo se recogieron en
la denominada Barra del Rompido que se
desarrolla en la desembocadura del rio
Piedras, (Fig.1). Las muestras proceden
del punto denominado R2203 en Zazo et
al. (1995) al que dan una edad, "*C (cali-
brado), de 2235-2175BP. Este punto estd
unos 2-2.5m, por encima de la playa ac-
tual. Los restos de pelecfpodos se encon-
traban dispersos en arenas medias homo-
métricas, muy sueltas con un cierto
retoque edlico; también hay algunas pe-
quefias dunas estabilizadas. Los restos de
moluscos, practicamente sélo bivalvos,
corresponden a Panopea sp., Pecten sp,
Lutraria sp., Cardium sp. y Glycymeris
sp. entre los mas abundantes. Las conchas
estaban perfectamente conservadas, aun-
que desarticuladas. Generalmente los
ejemplares corresponden a las tallas
méximas.

Preparacién y analisis de las muestras

Una vez recogidas las conchas fueron
cuidadosamente lavadas con agua co-
rriente. Posteriormente se obtuvieron va-
rias muestras individuales de cada una de
las conchas. Para evitar reiterar desmues-
tres sobre un mismo ejemplar solo se to-
maron muestras de valvas del mismo
lado, el que estuviera representado por
mayor niimero de ejemplares.

Las submuestras se extrajeron con la
ayuda de una broca de sinter de diamante
hueca, que permitié extraer secciones he-
licoidales de la concha desde la zona del
umbo hasta el borde ventral. Cada valva
fue numerada individualmente y cada dis-
co recibi6 una identificacién como sub-
muestra. Con el fin de reducir el niime-
ro de andlisis, sélo se analizaron las
submuestras con numeracién impar de
las que la submuestra 1 estaba exacta-
mente en el umbo y la dltima impar so-
bre el borde ventral.

Una vez separadas las submuestras
discoidales se limpiaron profundamen-
te con HCI concentrado, hasta reducir-
las al peso de muestra a emplear en la
preparacién (80mg). Hay que hacer no-
tar que, de acuerdo con nuestra expe-
riencia, las conchas de algunos de los
géneros analizados (Panopaea entre
otros) retienen grandes cantidades de
componentes organicos.

112

Posteriormente, las muestras se pre-
pararon de acuerdo al método propuesto
por Goodfriend (1991), y Goodfriend y
Meyer (1991) que se inicia con la hidroli-
zacién de las proteinas de la concha me-
diante HCI a 100 °C durante 20 h., que,
posteriormente, se analizaron como éste-
res N-trifluoracetilisopropilicos en un
cromatdgrafo de gases HP5890A(II) con
detector NPD y columna Chirasil L-Val
de 25m de longitud. Aunque rutinaria-
mente se identifican los isémeros/epime-
ro de: alanina, valina, prolina, dcido as-
partico, fenilalanina, dcido glutdmico e
isoleucina, aqui s6lo vamos a analizar las
variaciones de las relaciones de racemi-
zacibn del dcido aspértico en muestras de
Panopea sp., Ostrea sp. y Glycymeris sp.
Los resultados individuales aparecen en
laFig.2 y en la Tab.1. los estadisticos ele-
mentales.

Las variaciones intraconcha en Pano-
paea son pequeflas para el Asp. , en gene-
ral entre muestras contiguas oscilan entre
0,01 y 0,02 y los valores mas altos de ra-
cemizacién no siguen una tendencia defi-
nida apareciendo cerca del umbo o de la
zona ventral. Cuando se analiza la varia-
cién intraconchas se disparan las diferen-
cias, ya que existen ejemplares en los que
el 4cido aspértico estd poco racemizado
(HU1-2 y HU1-5), mientras que en otros
lo estd de forma mucho mas marcada
(HU1-3, HU1-4 y menos HU1-1).

En Glycymeris la racemizacién es
mas alta, pero mas homogénea que en
Panopea. Hay una muestra (HU1-29) con
racemizacién ligeramente menor que las
otras dos (HU1-24 HU1-27).

En Ostrea ocurre algo similar a lo que
ocurria en Glycymeris: no hay dos pobla-
ciones de datos, aunque se detecta cierta
gradacion en los valores de racemizacién
del 4cido aspdrtico.

El valor medio de racemizacién del
dcido aspdrtico en las muestras de Ostrea
y Glycymeris es muy similar (0,25 y 0,24)
y sus coeficientes de variacién (12 y
13%) coinciden bien con el valor estima-
do por Murray-Wallace (op. cit.). El valor
medio de racemizacicn del deido aspérti-
co en las muestras de Panopea es clara-
mente mas bajo (0,18). Debido a la exis-
tencia de un grupo de muestras poco
racemizadas (HU1-2, HU1-5 y HU-1) y
otro grupo que lo estdn més (HU1-3 y
HU1-4), el coeficiente de variacién(CV)
se dispara a un 22%, que difiere excesiva-
mente del limite citado. Si se calculan in-
dependientemente los valores medios
para los dos subgrupos de muestras resul-
tan ser, respectivamente, 0,15 (std= 0,02,
CV=16, n=10) y 0,23 (6= 0,03, CV=13,
n=0) de los que el segundo de los cuales
no difiere excesivamente de los valores
medios de racemizacién del 4cido aspér-
tico calculados para las muestras de Os-
trea y Glycymeris.

En la tabla 1 se incluyen ademds los
valores del coeficiente de correlacién de
los valores de racemizacién en los dcidos
aspértico y glutdmico de las muestras ob-
jeto de este ejercicio. Llama la atencién
que, aunque todos resultan ser estad{sti-
camente significativos (p>0,05), el valor
del coeficiente de correlacién obtenido
para las muestras de Panopea resulta ser
mucho mas bajo que en Ostrea y
Glycymeris. Ello podria interpretarse
como el efecto debido a mezcla de mues-
tras de edades distintas ya que al ser el
dcido glutdmico un aminoécido “lento” y
el 4dcido glutdmico un aminoécido “répi-
do”, al inicio de la diagénesis de los ami-
noécidos (racemizacién) las lineas que
representan la cinética de racemizacién
serdn muy divergentes, al ser muy dife-
rentes sus pendientes, de manera que no

Panopea m s n min max cv T
D/L Asp. 0,18 0,04 13 0,12 0,25 22 0,68
Ostrea m ] n min max Ccv r
D/L Asp. 025 | 0,03 | 7 0,19 0,29 12 0,81
Glycymeris | m s n min max Ccv T
D/L Asp. 0,24 0,03 6 0,20 0,28 13 0,83

Tabla 1 Estadisticos de los valores de racemizacién del dcido aspartico: m=promedio,
s = desviacién tipica, n= niimero, min = velor minimo medido, max = valor maximo.
CV = coeficiente de variacién (s/m %), r= coeficiente de correlacién a.aspartico-a.glutdmico.

Table 1 aspartic acid racemization ratio basic statistics: m= average, s = Std. Dev., n= number,
CV= coefficient ofvariation, (s/m%), r= aspartic acid/glutamic acid correlation coefficient.



MUESTRA|

D/L ASP

BMSL
768

0.19

BMSL
769

0.17

BMSL
770

0.18

BMSL
771

0.16

MUESTRA|

D/L ASP

BMSL
772

0.13

BMSL
773

0.13

BMSL
774

0.12

GEOGACETA, 26, 1988

MUESTRA

D/L ASP

BMSL
775

022

BMSL
776

0.25

BMSL

0.29

771

MUESTRA

D/L ASP

BMSL
778

021

BMSL
779

0.21

BMSL
780

0.22

MUESTRA| D/L ASP VUESTRA| DIL ASP
BMSL
0.13 .
782 %1;!]5[. 0.23
BMSL
783 0.14 BMSL
898 0.25
BMSL | o0
784 - .
HU1-167 .
MUESTRA| D/L ASP MUESTRA| D/L ASP
BMSL BMSL
798 0.22 899 029
BMSL BMSL
g 027 fon 028
HU1-168
MUESTRA| D/L ASP MUESTRA| DL ASP
BMSL BMSL
803 028 903 0.19
BMSL BMSL
. 027 Fo 024
HU1-170
MUESTRA| D/L ASP MUESTRA| DI/L ASP
// i BMSL BMSL
AL it e 0.20 s 026
YRR BMSL | o020 BMSE 1 o
HU1-29 HU1-173

Figura.-2. Toma de submuestras y valores individuales de racemizacién. Izquierda Panopea sp, centro Glycymeris sp. derecha Ostrea sp.

Figure 2. Subsampling distribution and individual racemization ratios values. . Left Panopea sp, center Glycymeris sp. rigth Ostrea sp.

serd posible una elevada correlacién li-
neal entre los valores de racemizacién de
los dos aminodcidos si las muestras de las
que proceden no son sincrénicas.

Conclusiones

El andlisis de la variacién de la race-
mizacién del 4cido aspdrtico en conchias
de pelecipodo de la barra de El Rompido
(Huelva) pone de manifiesto que la varia-
¢ién intraconcha de la racemizacion es
cercana al valor propuesto como normal
12% en Ostrea 'y Glycymeris. La inexis-
tencia de sesgo (resedimentacién) en las
muestras de estos dés géneros, viene re-
forzada por el valor elevado del coefi-
ciente de correlacién de los valores de ra-
cemizacién de los dcidos aspértico y
glutdmico. Estas condiciones, inicial-
mente, no se cumplen en Panopea donde

se detecta un coeficiente de variacién in-
admisiblemente elevado (22%), un valor
medio de racemizacién del dcido aspdrti-
co discordante con el que aparece en
muestras de los otros géneros y una co-
rrelacién a. aspértico a. .glutdmico baja,
aunque significativa. La separacién de
dos poblaciones segtin la racemizacién
mejora los resultados. Esto plantea la po-
sibilidad de que parte del material de este
punto de la barra de el Rompido tenga
una edad mas reciente que el resto.
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