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Resumen. El albergue Pico Tienda Il alberga una de las pocas referencias
estratigraficas del Neolitico antiguo en el sureste de la Peninsula Ibérica. La
escasa conservacion de los restos organicos ha impedido la datacion de
radiocarbono hasta el momento, por lo que el desarrollo y la adaptacién de
técnicas de datacion alternativas es esencial para el conocimiento de su
cronologia numérica. En este sentido, la racemizacion de aminoéacidos, como
herramienta geocronolégica, ha demostrado ser un excelente método para
poder fechar depdsitos cuaternarios tanto continentales como marinos. En este
trabajo presentamos la primera datacion por este método en muestras de
Sphincterochila sp. desde un nivel arqueolégico. Esta especie malacoldgica
terrestre es comin en el &rea mediterrdnea de la Peninsula Ibérica. El
documento incluye la metodologia implementada, el célculo del algoritmo
especifico para estas muestras en el &rea geogréfica de estudio y el analisis
derivado. Esta contribucidn puede ser Util para el célculo de cronometrias en
contextos arqueoldgicos complejos.

Dating by racemizacion of amino acids of Sphincterochila sp. of the
Neolithic site Pico Tienda I11 (Hellin, Albacete): a new approach to
obtain numerical chronologies in complex archaeological contexts

Abstract. Pico Tienda Ill shelter houses one of the few stratigraphic
references of the ancien Neolithic in the southeast of the Iberian Peninsula.
The poor preservation of organic remains has prevented radiocarbon dating so
far, so that the development and adaptation of alternative dating techniques is
essential for the knowledge of its numerical chronology. In this sense, the
racemization of amino acids, as a geochronological tool, has proved to be an
excellent method to be able to date quaternary deposits both continental and
marine. In this work we present the first dating by this method on specimens
of Sphincterochila sp. from an archaeological level. This terrestrial
malacological species is common in the Mediterranean area of the Iberian
Peninsula. The paper includes the methodology implemented, the calculation
of the specific algorithm for these samples in the geographic area of study and
the derived analytics. This contribution can be useful for the calculation of
chronometries in complex archaeological contexts.
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1 Marco geogréfico y antecedentes de la investigacion

La comarca de los Campos de Hellin y la cuenca baja del rio Mundo se sitda en el interior del sureste de la Peninsula
Ibérica. Ocupa el extremo este de los corredores naturales que conectan el Alto Vinalop6 con el rio Mundo y el inicio de la
sierra del Segura, encuadrandose en el sistema del Prebético externo. El relieve de la regidn se caracteriza por la presencia
de sierras aisladas (como la Sierra de Cabeza Llana, Sierra de los Donceles, Sierra de Enmedio, etc.), de alturas maximas
bajas (700-900 m.s.n.m.), entre las que se localizan valles abiertos por los que se encauzan cursos fluviales como el rio
Mundo o la Rambla Tobarra.
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Figura 1 - Situacion del abrigo de Pico Tienda I11.

El &mbito geoldgico muestra el afloramiento de materiales del Mesozoico, Terciario y Cuaternario, que son los que
forman la unidad morfoestructural de Hellin-Almansa. El soporte rocoso dominante estd conformado por las
biocalcarenitas del Serravalliense-Tortoniense inferior. El paisaje vegetal se compone mayoritariamente de especies tipicas
de monte bajo, con profusion de esparteras y con presencia de areas de bosque abierto de pino, especialmente en los valles
y laderas septentrionales.

Los Campos de Hellin albergan una de las estaciones rupestres mas emblematicas de todo el arte levantino del Arco
Mediterraneo de la Peninsula: el Abrigo Grande de Minateda. Alrededor de éste y en otras zonas de la comarca se hallan
igualmente abrigos con evidencias gréficas levantinas y esquematicas. Sin embargo, este escenario no se habia visto
acompafado durante el siglo XX por la localizacion de hébitats prehistéricos que pudieran relacionarse con las citadas
pinturas, creandose una situacion anémala. La ausencia de depositos arqueoldgicos involucrados en el proceso de
neolitizacion en los Campos de Hellin ha sido explicada por un supuesto vacio poblacional de la misma [Jua02, Jua07-08]
o0 por posibles hiatos estratigraficos vinculados a la aridez climatica del evento 8.2 Ka cal. BP [L6p08]. En este contexto en
el aflo 2008 consideramos la necesidad de iniciar un Proyecto de investigacion multidisciplinar para ampliar el
conocimiento de la Transicién del Mesolitico al Neolitico en los Campos de Hellin y la cuenca baja del rio Mundo,
especialmente en los &mbitos del poblamiento, cultura material, economia y paleoambiente. Durante este tiempo hemos
descubierto y excavado tres yacimientos arqueologicos adscritos al proceso de neolitizacién: abrigo de Cueva Blanca,
abrigo de Pico Tienda Il y el abrigo del Acebuchal. El primero contiene un nivel arqueoldgico perteneciente al Mesolitico
final y evidencias de ocupaciones durante el Neolitico y la Edad del Bronce [Min12, Minl6a, Uzql6]. El abrigo de Pico
Tienda 11, por su parte, alberga un potente estrato del Neolitico antiguo [Min16b]. Finalmente, los sondeos llevados a
cabo en el Abrigo del Acebuchal parecen indicarnos la existencia de un estrato de ocupacion del Neolitico Avanzado
[Minl17]. Las prospecciones desarrolladas han proporcionado hallazgos significativos en todos los casos. De este modo,
nuestra experiencia nos confirma que la discordancia entre estaciones rupestres y los yacimientos arqueoldgicos era
ocasionada en mayor medida por una falta de investigacion que por el resto de razones esgrimidas.
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2 El yacimiento Pico Tienda Il

El yacimiento se sitlia a pocos metros de dos abrigos con arte rupestre prehistérico del mismo nombre. Se ubica en la
Sierra de la Tienda, en la parte mas alta de una suave ladera y justo al pie de un escarpe rocoso. Presenta unas dimensiones
de aproximadamente 9 m. de longitud por 8 de profundidad y una altura de 7 m. Su orientacién es hacia el sur (175°).
Desde él se tiene una amplia visibilidad del valle de las Dehesillas, situado entre la Sierra de la Tienda y la Sierra del
Picacho.

Figura 2 - Vista del abrigo de Pico Tienda Il1.

La secuencia estratigréafica es incompleta puesto que ain no se ha alcanzado la roca madre en algunas cuadriculas del
mismo. Las muestras datadas proceden del nivel 2 que presenta una potencia que supera los 40 cm. en la zona interior del
abrigo, mientras que hacia el exterior del mismo se va adelgazando. Se trata de un sedimento poco compacto, arenoso-
limoso, de grano fino y muy fino, de tono marrén grisdceo con presencia variable (segln las capas) de cantos y lajas
amorfos de caliza y cantos de cuarcita de diversos tamarfios. Presenta algunas zonas encostradas.

La industria litica tallada responde en su mayor parte a una produccion laminar realizada en silex. En menor medida,
observamos una produccion de lascas orientada a obtener productos de mediano y pequefio tamafio. Entre los Utiles
destacamos la presencia de microlitos geométricos, especialmente segmentos de circulo [Min16b]. El conjunto cerdmico
muestra un predominio de la coccidn en fuego abierto, en atmdsferas reductoras y alternantes. Los motivos decorativos son
escasos y se llevaron a cabo mediante la impresion, la incision y la pléstica. Las impresiones estan realizadas mediante la
aplicacion de algun tipo de matriz y aparecen en la superficie externa. En todos los casos constituyen un conjunto de
impresiones e incisiones de motivos lineales [Cub16].

Entre los hallazgos méas destacables podemos citar la presencia de Gtiles de molienda (una piedra de molino y dos
manos de molino), un colgante perforado realizado sobre un canto de reducidas proporciones de caliza gredosa que tiene
doble bisel, un resto de material férrico con forma seudoesférica que fue probablemente utilizado para generar chispas y
con ello provocar procesos de combustion [Min16b].

La fauna se compone en su mayoria de fragmentos de pequefio tamafio no identificables tanto desde el plano
anatémico como desde del taxonémico. Se han reconocido algunos fragmentos fundamentalmente de ovicapridos. La
malacofauna corresponde en su mayor parte a los taxones Sphincterochila sp y Rumina decollata. Se han detectado
carbones de forma dispersa aunque no se han identificado por el momento la existencia de hogares.

Los andlisis preliminares de la industria litica y la decoracion cerdmica remitian a una atribucion cultural neolitica
pero sin poder determinar con seguridad una fase méas concreta. Hasta el momento no hemos podido obtener dataciones
radiocarbonicas ya que los fragmentos 6seos no conservan el colageno suficiente, los carbones no proceden de estructuras
de combustidn, existiendo cierto riesgo de contaminacién, y no se han documentado elementos organicos de vida corta con
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el peso y condiciones necesarias para plantear dataciones por C14 AMS con garantias. Esta problemética nos condujo a
buscar métodos de datacién alternativos. Recientemente, hemos obtenido dos dataciones numéricas que nos han arrojado
algo de luz al respecto. Un fragmento ceramico fue datado por Termoluminiscencia en 6720+527 afios BP (MADN-
6379BIN) [Min16b]. La posibilidad de aplicar la racemizacion de aminoacidos surgid a partir de la abundante constatacion
de malacofauna terrestre plenamente contextualizada en el nivel 2, especialmente del género Sphincterochila. El
Laboratorio de Estratigrafia Biomolecular (LEB) de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros de Minas de la Universidad
Politécnica de Madrid asumid el reto, dada su experiencia en la aplicacion de esta técnica para obtener dataciones de
malacofauna marina, género Patella, en yacimientos del area cantabrica en edades comprendidas entre 30 Ka. BP y ca. de
5 Ka. BP [Ort09].

~

Figura 3 - Diversos productos laminares y nucleos procedentes del nivel 2 de Pico Tienda Ill.
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Figura 4 - Fragmento impreso del nivel 2 de Pico Tienda II1.

Figura 5 - Diversos angulos del colgante de caliza del nivel 2 de Pico Tienda IlI.

92



Iber-Crono
Actas del conreso de Cronometrias Para la Historia de la Peninsula Ibérica
Barcelona, 17-19 de octubre 2016

Figura 6 - Ejemplares de Sphincterochila sp. del nivel 2 de Pico Tienda IlI.

3 Materiales y métodos

La base del método se fundamenta en que en los seres vivos- a excepcién de algunas bacterias- los aminoacidos,
constituyentes basicos de las proteinas, son levogiros (el grupo amino esta situado a la izquierda de la molécula). Tras la
muerte del individuo, sea cual sea su complejidad bioldgica, se produce el fenémeno conocido como racemizacién: el
grupo amino de los L-aminoéacidos va cambiando de posicion, transformandose en D-aminoacidos. Este fendmeno es una
reaccion quimica reversible de primer orden que alcanza el equilibrio cuando la relacién D/L alcanza la unidad. Se trata de
una reaccién dependiente del tiempo y habitualmente se recurre a un calibrado con otros métodos de datacion,
especialmente el radiocarbono [Ort09].

La temperatura - La racemizacién/epimerizacion es un proceso sensible a los parametros ambientales, particularmente
la historia térmica, de tal manera que el limite de aplicacion del método varia en funcién de la localidad geogréfica. Por
ejemplo, para regiones articas, donde el rango de temperatura varia entre -7 y -12° C, el estado racémico se obtiene
aproximadamente a los 10 Ma [Weh82], mientras que en zonas tropicales como Nueva Guinea, el alcance del método no
supera los 125 ka [Hea88]. En la Peninsula Ibérica el limite del método se sitla en torno a 1.3 Ma [Tor97, Ort04].

Los materiales - Cualquier material biol6gico es susceptible de ser datado por analisis de la racemizacion de
aminoacidos, pero algunos son mucho mas adecuados que otros, entre ellos los ostracodos, moluscos, foraminiferos,
dientes y huesos, céscaras de huevo, etc [Bad73, Goo87, McC88, Mil91, Hea04]. Sin embargo, la racemizacion es un
proceso que depende del género: la velocidad de racemizacion varia segin el mismo, de tal manera que solamente son
comparables las relaciones de racemizacion del mismo taxon y sometidas a la misma historia térmica. Igualmente, cada
aminodcido (alanina, valina, prolina, isoleucina, leucina, &cido aspartico, acido glutamico y fenilalanina, entre otros) tiene
una velocidad de racemizacién distinta, por lo que los valores D/L de cada aminoacido obtenidos en una muestra
determinada no coinciden, de manera que en cada andlisis se tienen varios estimadores independientes de edad.

Las muestras fueron preparadas de acuerdo al protocolo del LEB y analizadas en un cromatografo de liquidos de altas
prestaciones HPLC-1100 con detector de fluorescencia. Con el objetivo de datar el nivel 2 del yacimiento de Pico Tienda
111, se emplearon las dataciones de carbono-14 obtenidas en el nivel 1 de Acebuchal (Neolitico avanzado) [Min17] y nivel
1b de Cueva Blanca (Mesolitico final) [Uzq16]. Se analizaron helicidos del género Sphincterochila procedentes de tres
niveles en los que se seleccionaron 10 ejemplares en cada uno de ellos. Las muestras analiticas estaban constituidas por un
fragmento de la abertura.
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Se siguid el protocolo de Kaufman y Manley [Kau98] para la preparacién y analisis de las muestras:
a) Preparacion

Primeramente, se procedié a una limpieza con HCI 2N para eliminar aproximadamente el 30% de la superficie interna
y externa. La hidrdlisis se realiz6 en &cido clorhidrico 7 N (20 pl/mg) en viales de 4 ml con tapones de rosca recubiertos
de tefl6n, cerrados bajo atmdsfera de nitrégeno, en una estufa a 100°C durante 20 horas. Posteriormente se evaporoé bajo
vacio. Previamente al analisis, la muestra se rehidrat6 con acido clorhidrico 0.01 N (20 ul/mg).

b) Analisis en HPLC.

Se inyectaron 2 ul de la muestra en un cromatdgrafo de liquidos Agilent 1100. La derivatizacion tuvo lugar en el
inyector automatico mediante la adicion de 4 ul del reactivo OPA/IBLC (45,6 mg de O-phtaldialdehido-OPA- y 99,4 mg
de N-isobutiril-L-cisteina-IBLC- disueltos en 2 ml de borato potésico a un pH de 10.4). Se utilizaron tres fases mdviles: a)
agua ultrapura con 3,13 g de sodio acetato trihidratado, 275 mg de EDTA y 100 mg de azida sédica. Se ajusté el pH a 6,
afiadiendo gotas de hidroxido de sodio 10M; b) metanol grado gradiente HPLC; y c) acetonitrilo grado gradiente HPLC.
La columna fue de tipo Hypersil DBS C18 (250 x 4 mm)

4 Resultados

Las caracteristicas que distinguen al género son inequivocas. Sus especies presentan un tamafio medio-grande, solidez y
color blanco de la concha, ausencia de ombligo (presente en individuos juveniles) y forma general globosa cupuliforme.
Son especimenes calcicolas y de ambientes xéricos, expuestos al sol y de suelos pobres, con escasa vegetacion. Pueden
sobrevivir varios afios en inactividad. Esta gran adaptacién a condiciones adversas de humedad y alimento le han
posibilitado la colonizacién de terrenos que otras especies mas exigentes han debido abandonar paulatinamente. La
presencia significativa de este gasterépodo terrestre en los yacimientos de Pico Tienda Ill, Cueva Blanca y Acebuchal
pudo ser fruto de una recogida sistemética para su consumo, si bien no podemos concluir por el momento que fuera un
recurso alimenticio principal en ninguno de ellos.

Los valores D/L del acido aspartico y acido glutamico analizados en el gasteropodo Sphincterochila de los 3 niveles
estudiados aparecen en la Tabla 1, que son los aminoacidos que racemizan a una velocidad mas alta. Del nivel 2 de Pico
Tienda I, se eliminaron los resultados de 3 ejemplares, del nivel 1 de Acebuchal se eliminaron 2, y del nivel 1b de Cueva
Blanca se elimind 1 ya que presentaban unos valores D/L Asp, D/L Glu y del resto de aminoacidos anémalamente altos y
una cantidad de aminoéacidos baja, que pudieran estar ligado a procesos tafondémicos o incluso calentamiento [Hea04,
Kos08]. Se observa que las relaciones de racemizacion del nivel 2 de Pico Tienda Il1 son ligeramente mas altas que en el
nivel 1 de Acebuchal, por lo que su edad es algo méas antigua, sin llegar a la del nivel 1b de Cueva Blanca.

Dado que de los dos Gltimos yacimientos se disponia de dataciones de carbono-14, se construyeron algoritmos de
calculo de edad para poder transformar los valores D/L Asp y D/L Glu del nivel 2 de Pico Tienda en valores numéricos.
Para ello se considerd la edad 4830 + 30 BP (5643-5476 cal BP) (Beta 394881, bellota) para el nivel 1 de Acebuchal. Dado
que en Cueva Blanca se analizaron gasterépodos de todo el nivel 1b, se consideré la media de las edades del techo del
estrato: 6730 + 40 BP (7660-7520 cal BP) (Beta-288288, carbdn de rama de Pinus halepensis); y de la base 7610 + 40 BP
(8450-8370 cal BP) (Beta-288287, carbon de rama de Pinus halepensis). Las fechas radiocarbénicas calibradas tienen una
probabilidad del 95% y para su calculo se ha utilizado la curva de calibracion INTCAL13 [Reil3]. Los algoritmos
resultantes son:

Para el acido aspartico: Edad (cal. afios) = (20247 x D/L Asp) — 3976

Para el acido glutdmico: Edad (cal. afios) = (11187 x D/L Glu) + 2953
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Figura 7 - Algoritmos de calculo de edad del acido aspéartico y acido glutdmico de gasterépodos
del género Sphincterochila.

La edad obtenida para el nivel 2 de Pico Tienda Ill seria 6175 + 850 BP, resultado de calcular la media de las
dataciones de cada gasterépodo analizado considerando los valores de racemizacion del acido aspértico y acido glutdmico.
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Tabla 1: Relaciones de racemizacion medias para el &cido aspartico y acido glutdmico de gasterépodos del género
Sphincterochila y edad de los niveles. En el caso del nivel 1 de Acebuchal y nivel 1b de Cueva Blanca las edades se
obtuvieron mediante 14C. En Pico Tienda |11 la edad se obtuvo introduciendo los valores D/L Asp y D/L Glu en los

algoritmos de calculo de edad.

Nivel N D/L Asp D/L Glu Edad (cal. afios BP)

Acebuchal, nivel 1 10 0.471 +0.052 0.233+0.079 5643-5476

Techo: 7660-7520
Cueva Blanca, nivel 1b 10 0.592 +0.079 0.452 +0.053
Base: 8450-8370

Pico Tienda Ill, nivel 2 10 0.518 +0.049 0.257+0.071 6175 + 850

5 Conclusiones

La datacién por racemizacion de aminoacidos presentada en este trabajo es la primera que se lleva a cabo sobre especies de
gasteropodos terrestres, género Sphincterochila, procedentes de un nivel arqueolégico. La racemizacion de aminoacidos es
una herramienta geocronoldgica importante que se ha revelado como un buen método de datacion alternativo. Dada la
escasa cantidad de material necesaria y el bajo coste analitico, presenta una serie de ventajas sobre otros métodos como el
carbono-14 ya que para datar un nivel se emplean varias muestras lo que, entre otras cuestiones, permite identificar
resultados andmalos asi como aproximarse al time-average de un yacimiento. Una notable limitacidn es la desviacién
estandar alta de los resultados (10-20% por encima de la existente en el C14). Esto se debe a que en la racemizacion de
aminoacidos influyen procesos ligados a la taxonomia (a nivel de género), intra-concha, y tafonémicos. Por eso, es
importante conocer todos los procesos diagenéticos que afectan al material objeto de estudio para poder tener dataciones
fiables. En este sentido, creemos que la aplicacién de este método en gasteropodos terrestres puede ser interesante
especialmente en contextos arqueoldgicos complejos en los que, como es el caso de Pico Tienda Ill, otras muestras
orgénicas no se hallen o éstas no tengan las condiciones necesarias para su datacion por radiocarbono, ya sea por falta de
coldgeno, por falta de representatividad arqueoldgica o por riesgo de contaminacion.

En el caso del nivel 2 de Pico Tienda Il la datacion obtenida por este método (6175 + 850, LEB-14407-14416) junto
con la proporcionada por la aplicacién de la termoluminiscencia sobre el citado fragmento ceramico (6720 + 527 afios BP,
MADN- 6379BIN) nos ha permitido observar un solapamiento de ambas fechas en el VII milenio BP, a pesar de las
amplias desviaciones asociadas. Este horizonte cronolégico es coherente con la cultura material documentada. Somos
conscientes de que la cronometria de este estrato es dilatada pero, no obstante, la consideramos orientativa a falta de mas
informacion, especialmente de dataciones por radiocarbono que afinen méas la antigiiedad del mismo. Los datos de que
disponemos apuntan a que la ocupacion del nivel 2 de Pico Tienda Ill podria adscribirse al Neolitico antiguo aunque no en
una fase temprana.
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