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Resumen

El estudio de biomoléculas en muestras arqueoldgicas
tiene como propdsito generar informacién que permita
reconstruir el entorno y el origen de estas. Los estudios
bioarqueoldgicos se fundamentan en el analisis de biomo-
léculas, como carbohidratos, lipidos, proteinas y dacidos
nucleicos. Aunque estos componentes pudieron experi-
mentar transformaciones derivadas de las actividades hu-
manas, los procesos de degradacion y las condiciones am-
bientales de preservacidn, su recuperacion y analisis per-
miten obtener informacion relevante para la interpreta-
cion arqueoldgica. En la presente investigacion se analizd
un coprolito humano procedente del sitio arqueolégico El
Morro Organico, ubicado en el municipio de Aramberri,
Nuevo Ledn, México, estimando una edad de 1169 + 24
afios. El objetivo fue describir la diversidad microbiana
intestinal presente en el coprolito. La metodologia com-
prendié la extraccion de ADN total y la secuenciacién ma-
siva de nueva generacidn, conocida como NGS (Next-
Generation Sequencing), dirigida al gen ribosomal 16S.
Esta estrategia permitid identificar ocho géneros bacteria-
nos asociados con la microbiota humana, entre los cuales
predominaron microorganismos pertenecientes a la fami-
lia Bacillaceae. Estos resultados evidencian la posibilidad
de un analisis molecular de coprolitos para aproximarse al
conocimiento de la microbiota ancestral y aportar infor-
macidon complementaria sobre las prdacticas alimentarias y
las condiciones de vida de las poblaciones antiguas.

Palabras clave: coprolito, sitio El Morro Organico, diversi-
dad microbiana, Next-Generation Sequencing (NGS).
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Abstract

The study of biomolecules in archaeological samples aims
to generate information that allows for the reconstruction
of their environment and origins. Bioarchaeological stu-
dies rely on the analysis of biomolecules such as car-
bohydrates, lipids, proteins, and nucleic acids. Although
these components may have undergone transformations
due to human activities, degradation processes, and envi-
ronmental preservation conditions, their recovery and
analysis yield information relevant to archaeological inter-
pretation. This study analyzed a human coprolite from the
El Morro Orgdnico archaeological site in the municipality
of Aramberri, Nuevo Ledn, Mexico, which was estimated
to be 1,169 £ 24 years old. The objective was to characte-
rize the gut microbial diversity present in the coprolite.
The methodology involved total DNA extraction and Next-
Generation Sequencing (NGS) targeting the 16S ribosomal
gene. This approach identified eight bacterial genera asso-
ciated with human microbiota, with microorganisms be-
longing to the Bacillaceae family predominating. These
results demonstrate the potential of molecular analysis of
coprolites to gain insight into ancestral microbiota and
provide complementary information regarding the dietary
practices and living conditions of ancient populations.

Keywords: coprolite, El Morro Organico site, microbial
diversity, Next-Generation Sequencing (NGS).
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Introduccion

En el campo de la arqueologia, las primeras etapas
de investigacion suelen enfocarse en la identificacion
fisica y morfoldgica de los restos recuperados, para
su posterior andlisis histdrico, taxondmico, ecoldgico
o geografico. Sin embargo, en algunos casos, por el
tipo de muestra o por la manera de preservaciéon u
obtencién, no puede ser claramente identificada o
clasificada por métodos tradicionales. En estos casos,
el uso de técnicas moleculares para el analisis de aci-
do desoxirribonucleico (ADN) resulta ser una opcién
viable para complementar la identificacion morfolé-
gica. Estas técnicas permiten comparar las secuen-
cias génicas recuperadas de las muestras arqueoldgi-
cas con las registradas en bases de datos de organis-
mos contemporaneos, lo que favorece una identifica-
cion taxondmica mas precisa y contribuye a ampliar
la informacién disponible para su interpretacion ar-
gueoldgica.

En el estado de Nuevo Leén se ha documentado una
diversidad de restos biolégicos en contextos arqueo-
légicos, entre los que se incluyen materiales de ori-
gen animal y vegetal, restos y coprolitos humanos,
ademas de objetos vinculados con la vida cotidiana y
manifestaciones rupestres, como los petrograbados.
En este contexto, el presente estudio tiene como ob-
jetivo caracterizar la diversidad microbiana asociada
con los grupos humanos que se asentaron en la Sie-
rra Madre Oriental, al sur de Nuevo Ledn, mediante
la aplicacién de técnicas moleculares.

Antecedentes

El sitio arqueoldgico El Morro Organico, ubicado al
sur de la cabecera municipal de Aramberri, Nuevo
Ledn, corresponde a un abrigo rocoso de origen na-
tural a aproximadamente 100 m del cauce del rio
Blanco, que ofreciendo un amplio dominio visual fue
utilizado como refugio por grupos humanos. Perte-
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nece a la provincia fisiografica de la Sierra Madre
Oriental, caracterizada por la presencia de estratos
plegados de rocas sedimentarias formadas durante
los periodos del Jurdsico y Cretdcico (INEGI, 1983).

Entre los restos encontrados por el proyecto arqueo-
l6gico “Sierra Madre Oriental” a cargo del Centro
INAH-Nuevo Ledn, figuran restos de huesos y nume-
rosas heces humanas subfosilizadas, localizados en
todas las unidades de excavacién y la mayor parte de
los niveles estratigraficos. Estos fueron identificados
de origen humano con base en su forma, composi-
cion y ubicacién especifica, ya que solo se encontra-
ron en una zona particular del sitio arqueoldgico, la
cual se ha interpretado como una posible letrina uti-
lizada por los antiguos pobladores (Rivera-Estrada,
2023).

La relevancia del estudio de coprolitos para conocer
aspectos de la dieta del contexto arqueoldgico en el
que se encuentran fue inicialmente sefialada por
Reinhard y Bryant (1992); ya que es posible recupe-
rar componentes como bacterias o virus, hongos,
polen, fitolitos, pardsitos, semillas, hojas u otras es-
tructuras vegetales, huesos e insectos. Por lo tanto,
son una fuente valiosa de informacién que puede
analizarse para describir microbiomas humanos anti-
guos a partir de la identificacion de microorganismos
y su dominancia. Esta informaciéon permite interpre-
tar, por ejemplo, la diversidad de la microbiota de los
antiguos pobladores, la exploracion de los microor-
ganismos no expuestos a dietas modernas o al uso
de antibidticos, asi como la prevalencia de patége-
nos.

A la fecha se han caracterizado mas de 1,000 bacte-
rias intestinales comprendidas en cuatro grandes
grupos bacterianos; un gran porcentaje de la micro-
biota bacteriana estd dominada por el filo Firmicutes
y filo Bacteriodetes, en tanto que el filo Proteobacte-
ria, Actinobacteria y Verrumicrobiota son representa-
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dos modestamente y en proporciones equivalentes,
en organismos sanos (Valencia et al., 2025).

Para el estudio de la diversidad microbiana, los mé-
todos microbioldgicos clasicos utilizados para identi-
ficar cepas bacterianas, como el cultivo microbiolégi-
co, tinciones, pruebas bioquimicas son limitadas, ya
gue algunas cepas no pueden cultivarse en condicio-
nes de laboratorio o requieren condiciones de cultivo
dificiles de reproducir. En este contexto, el analisis de
acidos nucleicos constituye una alternativa que per-
mite estudiar la diversidad microbiana sin depender
exclusivamente del cultivo. Aunque estas biomolécu-
las pueden haber experimentado procesos de degra-
dacién y transformacion a lo largo del tiempo, la apli-
cacion de técnicas moleculares permite recuperar
informacién genética util para la identificacion taxo-
nomica y la caracterizacién de las comunidades mi-
crobianas presentes en muestras arqueoldgicas.

Los estudios basados en ADN han permitido realizar
analisis de regiones especificas del genoma y poste-
riormente, de genomas completos (Gokcumen & Fra-
chetti, 2020); aunque principalmente realizados en
restos humanos, estas técnicas también han sido
aplicadas a restos botanicos (Klister et al., 2020) y de
animales (McHugo et al., 2019). En esta investigacién
se explord la diversidad microbiana mediante se-
cuenciacién NGS (del inglés Next-Generation Sequen-
cing) proveniente de un coprolito humano localizado
en el sitio arqueoldgico El Morro Organico, Arambe-
rri, Nuevo Ledn, México. Este enfoque permitié recu-
perar informacién genética de la muestra y aproxi-
marse a la caracterizacién taxondmica de la micro-
biota intestinal de antiguos pobladores de la Sierra
Madre Oriental.

Material y Métodos

Muestras arqueoloégicas
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El presente analisis se realizd en una muestra de co-
prolito humano, proveniente del sitio El Morro Orga-
nico, cuadrante NE-2, a una profundidad correspon-
diente al nivel 22, recuperada por la arquedloga A.
Rivera-Estrada, como parte del proyecto Sierra Ma-
dre Oriental-INAH. El contexto arqueoldgico asociado
cuenta con una datacion radiocarbdnica obtenida a
partir de una muestra de carbdn (INAH-3305), con
una edad de 1169 + 24 aios AP, correspondiente al
intervalo calibrado de 770-900 d.C., con una proba-
bilidad del 84.3 %.

Extraccion de ADN gendmico

La muestra fue hidratada en solucién de fosfato tri-
sodico al 0.5% e incubada por tres semanas a 4°C. El
ADN total se obtuvo utilizando un protocolo modifi-
cado de Schenk et al., (2023). Brevemente, se toma-
ron 500 ul de la muestra hidratada y se transfirieron
a un microtubo estéril de 2 ml, a continuacién, se
afiadieron 500 ul de buffer de lisis CTAB 10%-NaCl, y
la mezclé por agitaciéon en vdrtex por 10 segundos.
Se agregaron 500 ul de fenol y se volvié a mezclar
por vértex 10 segundos. Posteriormente, la muestra
se centrifugdé a 14,000 rpm durante 10 minutos. Se
recuperaron 200 pl del sobrenadante y se transfirié a
un microtubo estéril de 1.5 ml. Posteriormente, se
anadieron 200 ul de NaCl 150 mM vy etanol absoluto
en una proporcién de 2:1, para después centrifugar
nuevamente a 14,000 rpm por 10 minutos. Se decan-
té el sobrenadante, obteniendo una pastilla (pellet
de ADN) en el fondo del microtubo. Esta pastilla se
lavé con 100 ul de etanol absoluto, se decantd y dejo
secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Finalmente, la pastilla resultante se resuspendié en
agua estéril libre de nucleasas. Se comprobé la cali-
dad y concentracién de ADN gendmico por medio de
espectrofotometro en Nanodrop2000
(ThermoScientiﬁc®, USA).
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Secuenciacion Next-Generation Sequencing (NGS)

Las muestras de ADN obtenidas y purificadas de los
coprolitos, con una concentracién de 30 ng/ul, se
enviaron a los servicios de la compafiia ZymoBIO-
MICS” (Zymo Research, Irvine, CA - USA) para proce-
sar en la plataforma lllumina” MiSegq™ en la cual se
disefaron librerias dirigidas a la region V3-V4 del gen
16S (bacterias) con el kit Quick-16S™. Las secuencias
amplificadas y secuenciadas se analizaron por bioin-
formatica en la base de datos mediante los servicios
de analisis de la compafiia ZymoResearch. Para el
analisis de taxonomia, composicion y diversidad alfa
para la determinacién de la riqueza taxondmica de
un sitio especifico se utilizé el algoritmo Uclust
(QIIME v.1.9.1) que agrupa secuencias similares en
OTUs (Unidades Taxondmicas Operativas) con por-
centaje de similitud del 97% (Figura 1).

Resultados y Discusion

El método mas ampliamente utilizado en estudios de
ADN bacteriano esta basado en la secuenciacién de
la subunidad ribosomal 16S de las regiones V3-V4,
permitiendo desarrollar estudios que exploran la di-
versidad microbiana en ambientes diversos, indepen-
dientemente de la necesidad o posibilidad de su ais-
lamiento y cultivo in vitro. Gracias a este marcador
molecular, el gen 16S, ha sido posible conocer el mi-
crobioma asociado al cuerpo humano tanto en condi-
ciones de salud como en condiciones de enfermedad

Secuenciacion:

—_—

Librerias dirigidas: Regiones
—» V3-V4 del Gen 16S (Bacterias)

Aislamiento de ADN

KIT Wizard SV genomic
DNA Purificaction

(Human Microbiome Project Consortium, 2012). La
secuenciacion de microbiomas de intestinos sanos,
consistentemente son dominados por los filos Fir-
micutes y Bacteriodetes (Thursby & Juget, 2017).

En este trabajo, con la secuenciacion del gen 16S am-
plificado de los coprolitos se determiné su composi-
cién bacteriana, siendo el filo Firmicutes el de mayor
prevalencia, con un 98% de total de secuencias bac-
terianas identificadas (Figura 2). Rajilié-Stojanovic et
al. (2007), reportan a Firmicutes, como el grupo mas
diverso en el tracto gastrointestinal humano seguido
de Bacteroidetes estos filos incluyen al 90% de los
microorganismos intestinales; seguidos de los filos
Proteobacteria y Actinobacteria.

El filo Firmicutes (también conocido como Bacillota)
estd constituido mayormente por bacterias Gram-
positivas, entre las que predominan bacterias anae-
robias esporuladas, en las que algunas especies pre-
sentan capacidad aerdbica facultativa, lo que les con-
fiere una notable capacidad de adaptacion. Se ha
postulado que diversos mecanismos, como la super-
vivencia en el ambiente mediante la capacidad de
formar esporas, el aprovechamiento de nutrientes
complejos del hospedero incluidos los glicanos y la
produccién de acidos grasos de cadena corta, asocia-
da a la transferencia y/o persistencia en el intestino
del huésped, podrian explicar la alta prevalencia del
filo Firmicutes en la microbiota de los vertebrados
(Dias et al., 2025).

La dominancia del filo Firmicutes fue reportada tam-

* Anilisis bioinformatico: /.___ e Q N
pipeline DADA2 oD sovaes b
* Taxonomia, composicién y | P J
diversidad a: Uclust (QIIMI -/ i
v.1.9.1) - Zymo Research / ) P
* Diversidad: a / Q
»
e e g
\‘?(“—d

Figura 1. Estrategia experimental para el andlisis de ADN de la composicion microbiana, mediante aislamiento de ADN

y secuenciacion.
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Figura 2. Composicion microbiana y diversidad de especies de bacterias en macrorresto de heces (coprolito), identifica-
das a partir de la secuenciacion del gen 16S mediante la plataforma Numina’ MiSeq™.

bién para muestras de coprolitos de una antigliedad
aproximada de 1,300 afos proveniente del sitio El
Zape, Durango, México (Tito et al., 2008). Los resulta-
dos revelaron, por una parte, una alta similitud entre
la microbiota moderna y la antigua. En este sentido,
la conservacién en la composicion de microbiota in-
testinal entre especies de vertebrados y, en este ca-
so, entre la misma especie, coloca a Firmicutes como
el filo mds prevalente. Esto se debe a que este grupo
se ve especialmente favorecido por condiciones in-
testinales estables, tales como temperatura constan-
te, suministro continuo de nutrientes y, particular-
mente, un ambiente intestinal anaerdbico (Rychlik,
2020).
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Otro aspecto evidenciado en los coprolitos de El Za-
pe, fue la considerable variacién taxonémica obser-
vada entre dos muestras independientes de un mis-
mo coprolito, aunque dicha variacidon no se reflejo en
su perfil funcional. Se ha establecido que la composi-
cion de la microbiota esta influenciada por muchos
factores, tales como la hipoxia, ritmo circadiano,
temperatura, actividad fisica, patrones de sueno y la
dieta (Liang et al., 2026). Sin embargo, presentan
cierto grado de estabilidad que no se ha explicado
completamente. Algunos estudios explican esta esta-
bilidad al identificar tres grupos diferenciados de mi-
crobiomas, denominados enterotipos, dominados
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por Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterotipo
II) y Ruminococcus (enterotipo 1ll). Estos enterotipos,
qgue pudiendo diferir en la composicion de especies
bacterianas, pueden ser agrupadas segun el compo-
nente funcional (caracteristicas metabdlicas de los
microorganismos) asociado a la fuente de Carbono
del cual obtienen energia; ya sea mediante la fer-
mentacién de carbohidratos (enterotipo |) o a partir
de las glucoproteinas de la mucina (enterotipos | y
1), pudiendo también diferir en cuanto a los niveles
de produccidn de vitaminas (Arumugam et al., 2011)

Otro estudio reciente de caracterizacién de microbio-
ma humano ancestral corresponde a la exploracion
del contenido intestinal y paleoheces de restos mo-
mificados de un antiguo poblador prehispanico de
Zimapan, Hidalgo, México. El analisis revelé grupos
tipicamente asociados al microbioma humano, inclu-
yendo familias como Peptostreptococcaceae, Clostri-
daceae, Enterobacteriaceae y Enterococcaceae
(Rosas-Plaza, et al., 2025). Segun Rinninella et al.
(2019) en la microbiota intestinal, para el filo Fir-
micutes, Clostridium corresponde al género mas re-
presentado, seguido de Lactobacillus, Bacillus, Ente-
rococcus y Ruminococcus. El filo Bacteriodetes por su
parte, constituido por bacterias Gram-negativas, se
encuentran representadas en la microbiota intestinal
por Bacteroides, Prevotella, Parabacteroides y Alisti-

pes (Gomes et al., 2018).

Respecto a taxones bacterianos representados, en
nuestra investigacion, la familia Bacillaceae dominé
la composicion bacteriana de la muestra de El Morro
Organico particularmente el género Bacillus. Especies
del género Bacillus pueden formar parte de la micro-
biota intestinal humana, aunque generalmente se
encuentra en proporciones variables y no constituye
uno de sus grupos dominantes (Duc et al., 2004). Su
presencia en el tracto gastrointestinal puede estar
asociada con el consumo de alimentos, la interaccién
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con el ambiente y la resistencia de sus endosporas a
condiciones adversas (Lee et al., 2019). La capacidad
de numerosos integrantes de la familia Bacillaceae
para formar esporas podria haber favorecido su per-
sistencia en el ambiente y, por consiguiente, la eleva-
da representacién en la muestra analizada puede co-
rresponder a la microbiota intestinal original o a pro-
cesos de incorporacién y colonizacion posteriores a
la deposicién.

Un género representado en la muestra de coprolitos
fue Leuconostoc sp. (Figura 3), bacteria acido-lactica
Gram positiva asociada a perfiles de probidticos. Di-
ferentes cepas de Leuconostoc estan presentes en
variados ambientes ecoldgicos, sin embargo, pobre-
mente representados comparados con bacterias ae-
robias. Este es un género comensal en humanos y en
muy baja frecuencia, patégeno oportunista, es reco-
nocido como generalmente como segura (GRAS-
Generally Recognized as Safe) (Hemme & Foucaud-
Scheunemann, 2004). Leuconostoc mesenteroides se
ha descrito como un habitante transitorio de la mi-
crobiota humana cuya fuente de origen principal co-
rresponde al consumo de bebidas fermentadas tradi-
cionales (Jung et al., 2012), lo que representa clara-
mente el reflejo de la practica de elaboracién de be-
bidas ancestrales sobre la composicion bacteriana
intestinal.

También se encontré representado el género Lysini-
bacillus (Figura 3). Especies del género bacteriano
Lysinibacillus, se desarrollan principalmente en sus-
tratos ambientales como suelos, sedimentos, agua,
etc. Sin embargo, existen reportes de casos de infec-
ciones humana de las especies L. sphaericus, L. fusi-
formis describiéndose el cuadro patoldgico como
bacteriemia, endocarditis y peritonitis (Celis-Olivares
& Cruz-Choappa, 2025), por lo que puede asociarse
positivamente al origen del coprolito.

Es interesante destacar que, entre los grupos tipicos
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de la microbiota humana, en el hombre de Zimapan
se encontré a Jeotgalicoccus, un género de bacterias
Gram positivas halotolerantes (Rosas-Plaza et al.,
2025). De manera similar, en la muestra analizada de
El Morro Orgdnico se determind la presencia del gé-
nero halofilo Oceanobacillus (Figura 3).

En 2016, Khelaifia et al. reportaron una nueva espe-

Incertae sedis 3.4
Strepfococcus 1 1.2
Novosphingobium 1 0.2

cie de Oceanobacillus, O. jeddahense sp. nov., y sefia-
laron que las bacterias haléfilas y sus efectos sobre la
salud y las enfermedades humanas han sido escasa-
mente considerados en los estudios de la microbiota
humana.

Aunque estos microorganismos se asocian principal-
mente con ambientes naturales de elevada salinidad,
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88.6

Bacillales . 95 .5

3 Solibacillus ® 1.7
2 Lysinobacillus ma 3
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2 Sphingomonadaceae | 0.2
% Planococcaceae 7.3
- Leuconostocaceae 1 1
Bacillaceae
§ Sphingomonadales 2.2
.:'1: Lactobacillales m 2.3
O
Mollicutes 1 0.2
Gamaproteobacteria 1 0.6
Betaproteobacteria |1 0.2
Alphaproteobacteria 1 0.2
2 Fusobacteriia 0.1
K Negativicutes 0.1
© Clostridia 0.1
Flavobacteria 0.1
Bactercidea | 0.2
Actinobacteria ' 0.4
Tenericutes 0.1
Proteobacteria 1.1
< Fusobacteria 0.1
oy

Bacteroidetes 1 0.3
Actinobacteria 1 0.4

Firmicutes I 98

Figura 3. Abundancia y diversidad de grupos microbianos por Filum, Clase, Orden, Familia y géneros representativos de bacte-
rias en macrorresto de heces (coprolito), identificadas a partir de la secuenciacion del gen 16S mediante lllumina® MiSeq™.

106

PLANTA No. 33, Agosto 2026



como salmueras, salinas solares y depdsitos salinos,
otros habitats incluyen los alimentos conservados
por salazén como pescados y mariscos (Yoon et al.,
2003). En este sentido, la presencia de bacterias ha-
|6filas o halotolerantes en muestras intestinales anti-
guas podria estar relacionado con el consumo de ali-
mentos conservados con sal, ya sea por el manejo de
la técnica de conservacion de alimentos o el contacto
con pobladores o productos de sitios distantes; ade-
mas de la posibilidad de otras fuentes tales como la
exposiciéon ambiental.

Tanto el individuo conocido como “hombre de Zima-
pan” (datado para el afio 936 AP), descubierto den-
tro de la frontera septentrional de Mesoamérica, y la
muestra de El Morro Orgdnico localizada al norte de
México, ademas de contribuir al conocimiento de
microbiomas ancestrales, pueden estudiarse tam-
bién en los contextos geograficos en los que fueron
localizados. En este sentido, se ha planteado previa-
mente la existencia de una relacién estrecha de la
microbiota intestinal y la etnicidad, es decir la rela-
cion entre la constitucidon genética del hospedero, el
entorno geografico, las condiciones de vida, los habi-
tos alimentarios, las tradiciones culturales y demads
factores ambientales observados entre distintos gru-
pos étnicos (Liang et al., 2026). El estudio comparati-
vo con enfoque geografico ha establecido patrones
de abundancia y funcionalidad de comunidades bac-
terianas intestinales de los principales grupos étnicos
de diferentes regiones del mundo. En el contexto de
salud publica, el conocimiento de microbiomas anti-
guos y contemporaneos puede aportar informacion
complementaria para orientar estrategias de salud
especificas, que considere el perfil microbiano y el
contexto socio geografico de la poblacién. En el dm-
bito histoérico, este tipo de estudios puede ampliar la
comprensién de patrones culturales en conjunto con
las evidencias arqueoldgicas.
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Conclusiones

La caracterizacion molecular del coprolito confirma
la posibilidad de recuperar ADN e identificar compo-
nentes de la microbiota ancestral, lo que demuestra
la utilidad de estas técnicas para el estudio de comu-
nidades microbianas del pasado. El andlisis taxono-
mico permitié identificar géneros bacterianos asocia-
dos con la microbiota humana, con un predominio
de microorganismos pertenecientes a la familia Baci-
llaceae. Detectando géneros bacterianos con poten-
cial probidtico y de categoria halotolerante. Estos
estudios pueden ser realizados idealmente en mues-
tras protegidas del contexto ambiental para incre-
mentar el nivel de informacion efectivamente rela-
cionada a la microbiota intestinal. En conjunto, estos
resultados preliminares presentan una posible apro-
ximacién al conocimiento de las relaciones sociocul-
turales de las poblaciones humanas de la region y su
entorno ambiental especificamente en el sitio ar-
qgueolégico El Morro Orgdnico. Por otra parte, la
composicién de la microbiota ancestral en poblado-
res de la regién noreste de México y proporcionan
informacién que puede ser relevante y complemen-
taria para la interpretacién de restos en contextos
arqueoldgicos del estado de Nuevo Ledn.
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