Universidad
Zaragoza

»)»

1542

Trabajo Fin de Master

Master en Geologia: Técnicas y Aplicaciones

Aproximaciones al estudio de Arvicolinae
(Rodentia, Mammalia) del Cuaternario de la

Peninsula Ibérica

Autora:

M2 Pilar Alfaro Ibafiez

Directores:

Gloria Cuenca Bescos

Pere Bover Arbés

Facultad de Ciencias | Departamento de Ciencias de la Tierra

Curso 2020-2021

Repositorio de la Universidad de Zaragoza - Zaguan http://zaguan.unizar.es




Indice
Lo RESUMEN .ttt n e e 1
2. ADSIFACT. ... 2
K (411 7T 18 TTox o] ISR TP P TP PRPR 3
O N 1 C=T0t =0 (=T (=SSR 3
5. Planteamiento Y ODJETIVOS. .......coveiiiiiiiiiiieieee e 6
6. Descripcion de los yacimientos eStudiados ...........coovoereiriniiinieneneese e 7
6.1 SIErTa de ALAPUEICA .....vveveeieeeieie ettt 8
6.1.1 Galeria de 1aS EStAtUAS .........ccceiveiieiiieeeeeieiese et eneas 9
6.1.2 Gran DOIING ....c.oiuiiiiiieieie e et 11
6.2 CUBVA GBI IMITON ...t e 13
A V=1 (oo (o] [T [ - USSR 15
7.1  Busqueda bibliografiCa ..........cccvveiiiiiiiiiice e 15
7.2 Trabajo de gabinete.........cooiiiiiiiiiiieee s 16
7.2.1 EStUdiO €N MICIOSCOPIO ...vvveuviviiiniisieeiieie ettt 16
7.2.2 Seguimiento fOtOGrafiCo .........coovviiiiiiiiie e 18
7.2.3 Anélisis estadisticos Y CladiStiCOS........ccccerveireriiriie e 18
7.2.4 EStudio MOIfOMELIICO ....c.voveieii e 20
7.3 Trabajo de [ahoratorio...........ccccoeeiieiie i 21
7.3. 1 Pretratamienio........cccieieieieie et 22
7.3.2 EXIraCCiON ADN .....ociiiiiiieiie ettt 24
0 T T O SRS 25
A T o] =14 - TSRS 25
ST I5Y ] - €[ USROS 27
RESUITATOS. ...ttt nee e 37
0.1 ADN ANEIQUO ....veiieiieiiie sttt nnes 37
9.2 Caracteres MmorfolOgiCoS...........ocvviiieiiiie et 39
0.2, L PAST oottt 39
27 I\ SRS 40
9.2 EStUdio MOMFOMEBLIICO ..o 41
9.2.1  MOrfOmetria gEOMELIICA .......coviiireriieieie ettt 41
10.  InterpretaCion Y diSCUSION. .......ccueiiiiiiriiiiiiieieeiee et 44
I R 0 o 1151 o] -t PSS 46
I T AN | - To (=T ox [ 0 T (01O 48



12.  Bibliografia

ANEXO |



1. Resumen

Siguiendo la linea de trabajo del TFG este Trabajo Fin de Master aborda la utilidad
de diferentes metodologias y técnicas para el estudio de Microtus s.l.. Entre las
metodologias a utilizar se incluye una primera aproximacion al estudio por morfometria
geométrica y clasica, un estudio cladistico y fenotipico, y una primera prueba de

extraccion del material genético de las muestras fosiles.

Para la extraccion del ADN fdsil se ha recurrido a muestras de los yacimientos de
Galeria de Las Estatuas en la Sierra de Atapuerca (Burgos), y de La Cueva del Mir6n
(Cantabria). En este caso, aunque las secuenciaciones del material genético no se han
podido terminar debido a la escasez mundial del material necesario por la situacion de
pandemia, si se ha observado la aplicabilidad de las técnicas de extraccion de genoma

fésil a restos de micromamiferos.

El estudio cladistico y fenotipico se ha realizado mediante un estudio mas completo
de los caracteres morfoldgicos del primer molar inferior (m1) con lo referente al anterior
TFG, afiadiendo especies mas antiguas, pertenecientes al Pleistoceno inferior y medio,
correspondientes del yacimiento de Gran Dolina de la Sierra de Atapuerca (Burgos). Se
puede apreciar como los nodos internos de Microtus s.l. no se encuentran soportados,
siendo Unicamente las especies de Iberomys las que presentan un mayor soporte.
Ademas, se puede observar como la mayoria de clados presentes en la filogenia se
equiparan con los clusters obtenidos en el analisis fenotipico.

Por ultimo, para los estudios de morfometria se ha utilizado el complejo anteroconido
de las especies de Terricola actuales. Mediante la morfometria geomeétrica, aunque no
se aprecian marcadas diferencias entre los individuos estudiados, si se observa una
separacidn entre las especies identificadas como T. pyrenaicus y T. duodecimcostatus.
En el andlisis por morfometria clasica se puede apreciar que las muestras provenientes
de los diferentes yacimientos se separan claramente, y realizando un analisis

discriminante, la separacion de estas dos especies se reafirma.



2. Abstract

Following the line of work of the TFG, this Master's Thesis addresses the use of
different methodologies and techniques for the study of Microtus sl., and a first test of

genetic material extraction from fossil samples.

For the extraction of fossil DNA, | have used samples from the Galeria de Las
Estatuas deposits in the Sierra de Atapuerca (Burgos), and from La Cueva del Miron
(Cantabria). In this case, although the sequences of the genetic material could not be
completed due to a worldwide shortage of the necessary material due to the pandemic
situation, the applicability of fossil genome extraction techniques to small mammal
fossils has been observed.

The cladistic and phenotypic studies haves been carried out by a more complete study
of the morphological characters of the first lower molar (m1) with regard to the previous
TFG, adding older species, belonging to the lower and middle Pleistocene,
corresponding to the Gran Dolina of the Sierra de Atapuerca (Burgos). It can be seen
how the internal nodes of Microtus s.l. are not supported, and only the Iberomys species
present a greater support although it is not supported. Furthermore, it is observe how the
majority of clades present in the phylogeny will be matched with the clusters obtained

in the phenotypic analysis.

Finally, morphometry studies have been carried out using the anteroconid complex
of current Terricola species. Through geometric morphometry, although there are no
marked differences between the individuals studied, is observed a separation between
the species identified as T. pyrenaicus and T. duodecimcostatus. In the classical
morphometric analysis it can be seen that the samples from the different deposits are
clearly separated, and by performing a Discriminant Analysis, the separation of these

two species is reaffirmed.



3. Introduccion

Los denominados topillos modernos, los cuales incluyen los géneros, o subgéneros,
europeos presentes en este trabajo Microtus, Terricola e Iberomys, de la subfamilia
Arvicolinae (Rodentia, Mammalia), son uno de los grupos zooldgicos mayormente
utilizados en los medios continentales para las dataciones del Cuaternario, asi como para
estudios paleogeograficos, paleoambientales y paleocliméaticos debido a su alta
distribucion y presencia en el registro fosil (e.g., Chaline, et al., 1999; Cuenca-Bescds
etal., 2010, 2016 y Fagoaga, 2020).

En los arvicolinos, al igual que en la gran mayoria de pequefios mamiferos, los
estudios se realizan sobre todo mediante las partes dentales, ya que constituyen los
elementos que presentan una mejor conservacion (Rofes, 2014). En concreto, el primer
molar inferior (m1) es el elemento que presenta una mayor abundancia en el registro,
razén por la cual se han realizado una mayor cantidad de estudios sobre la morfologia
de este elemento anatémico, incluyendo el estudio mediante los pardmetros e indices
lineales definidos inicialmente por van der Meulen (1973). Ademas, los arvicolinos
presentan una elevada variabilidad morfoldgica del m1, con caracteres identificativos,
que permite realizar una mejor diferenciacion entre las distintas especies de topillos
(Maul y Markova, 2007).

4. Antecedentes

Los conocidos como topillos modernos, correspondientes a los Microtus s.l., se
corresponden con la segunda radiacion Palaearctica, marcandose el inicio de esta por la
presencia del subgénero Allophaiomys, hace unos 1.8 Ma (Chaline et al., 1999). Este
subgénero de arvicolinos es el primero que presenta denticidén arrizodonta (Chaline,
1972). Estos micromamiferos presentan una elevada tasa evolutiva desde el momento
de su aparicion, lo que lleva a las distintas formas y especies presentes en la actualidad,
distribuidas a lo largo de todo el hemisferio norte, con gran adaptabilidad a diferentes
tipos de habitats (Chaline, et al., 1999 y van der Meulen, 1973).



Segln lo indicado por Chaline (1972), a partir de un proceso de cladogénesis o
especiacion rapida que afecto a la especie Allophaiomys pliocaenicus pliocaenicus, al
inicio del Pleistoceno medio, se originan los ancestros que dan lugar a las especies
actuales y cuaternarias. En concreto, en su trabajo se observa que las especies
correspondientes a las formas gregaloides (lberomys y Terricola) y arvaloides,
provienen de A. pliocaenicus nutiensis, con el cual Iberomys huescarensis, primer
representante del género Iberomys, presenta una morfologia similar (Cuenca-Bescos et
al., 2001), y A. pliocaenicus pitymoides respectivamente. Por el contrario, el resto de
Microtus cuaternarios, que en la clasificacion de Chaline (1972) constituyen M.
ratticepoides, M. malei y Ch. nivalis, provienen de M. malei burgondiae (Figura 1).

Pitymys et Microtus M. ratticeps
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Figura 1. Imagen modificada de Chaline (1972), donde se muestra el esquema evolutivo

Balaruc I

de Allpohaiomys pliocaenicus. 1) Formas raticepoides-nivaloides; 2) Otros linajes de

Microtus.

Es importante mencionar la existencia de importantes discrepancias en la sistematica
y cladistica de estos micromamiferos. Autores como Cuenca-Bescos et al. (2014),
Abramson y Lissovsky (2012) o Brunet-Lecomte (2010), entre otros, discrepan de la
clasificacion actual de los arvicolinos. Estas discrepancias derivan de la elevada tasa

evolutiva que presentan estos roedores.



Una de las cuestiones que generan discrepancias es la posicion de las especies de
Iberomys. Ya en 1972, Chaline clasifico a estas especies en el subgénero Iberomys, el
cual ha sido propuesto por Cuenca-Bescos et al (2014), para su elevacion a la categoria
taxonémica de género, pero diversos trabajos declaran que seria necesario un mayor
soporte por parte de estudios genéticos para poder modificar la clasificacion actual (e.g.,
Barbosa et al., 2018).

Las especies de Terricola también han pasado por diversos cambios en su
sistematica. Anteriormente se incluian dentro del subgénero Pitymys, y presentan
discusiones sobre las diferentes especies 0 subespecies existentes (e.g., Gerbe y de’Isle,
1880; Brunete-Lecomte, 2010). Ademas, estas especies se encuentran presentes en unas

condiciones climaticas distintas que las correspondientes a otras especies de Microtus.

La clasificacion de la especie Microtus gregalis también se ha visto discutida en los
ultimos afios. Tradicionalmente esta especie se localiza en el subgénero Stenocranius
pero estudios realizados en base a datos genéticos y moleculares de individuos actuales
de esta especie proponen que en realidad M. gregalis debe situarse en el género
Lasiopodomys (Abramson y Lissovsky, 2012 y literatura alli mencionada).

Cabe mencionar al género Chionomys, el cual inicialmente se defini6 como un
subgénero dentro del género Microtus por Miller (1908). Fue elevado al nivel
taxondmico de género debido a los estudios moleculares y bioquimicos realizados en
representantes actuales (e.g., Graf y Scholl 1975; Graf, 1982). En estos estudios se
comprobd que la distancia molecular que separaba al linaje de Chionomys del de
Microtus es incluso mayor que la existente entre Microtus y Arvicola, localizando la
diferenciacion de las especies de Chionomys hace unos 2.4 Ma (Chaline y Graf, 1988).

Por lo tanto, aunque ampliamente se ha estudiado la filogenia de estos roedores en la
literatura cientifica, tanto desde un punto de vista morfoldgico como genético, la
filogenia sistematica de Microtus s.l. sigue siendo de gran complejidad. Ademas, hasta
recientemente no se ha analizado el genoma fdésil de este género de micromamiferos
(Baca et al., 2020), pero estudios realizados por analisis combinados de morfologia y
genética en otros grupos biologicos han permitido evaluar relaciones filogenéticas
complejas (e.g., Bibi et al., 2012; Bover et al., 2018), demostrando la utilidad de esta

técnica para resolver problematicas como la presente en el género Microtus s.1..



5. Planteamiento y objetivos

El objetivo de este trabajo es apreciar el funcionamiento y utilidad de diferentes
técnicas a la hora de estudiar la filogenia de pequefios mamiferos, concretamente de los
representantes cuaternarios presentes en la Peninsula Ibérica de la subfamilia

Arvicolinae.

Con dicho objetivo se han estudiado un total de 14 especies (Microtus arvalis, M.
agrestis, M. jansoni, M. oeconomus, M. gregalis, M. seseae-T. arvalidens, Iberomys
cabrerae, I. mediterraneus, I. huercarensis, Terricola lusitanicus, T. duodecimcostatus,
T. pyrenaicus-gerbei, T. atapuerquensis y Stenocranius gregaloides) que se agruparan
dentro de Microtus sensu lato (Microtus s.1.), que incluye a los subgéneros Iberomys,
Terricola y Stenocranius. Ademas, se a agregado Chionomys nivalis, y por Gltimo se ha
incluido al andlisis la especie Clethrionomys glareolus, que se usard como outgroup en
los estudios cladisticos por presentar algunas de las caracteristicas mas primitivas dentro
de los topillos modernos. Por razones descriptivas, se van a tratar a los diferentes

subgéneros como géneros.

Se va a analizar la morfologia del primer molar inferior (m1), asi como se va a
extraer el material genético conservado en las muestras fosiles estudiadas,
correspondientes a los yacimientos de la Sierra de Atapuerca (Burgos), la Cueva del
Miron (Cantabria). Siendo asi, se va a analizar el material genético de las mismas

muestras fosiles en las cuales se han observado los caracteres morfolégicos.

El objetivo de este trabajo es avanzar en la metodologia utilizada para la realizacion
del Trabajo Fin de Grado durante el afio pasado (Alfaro-1bafiez, 2020), afiadiendo una
mayor cantidad de datos, asi como informacion mas concreta, mediante el uso de

diferentes metodologias.

En este caso se va a realizar la extraccion del material genetico conservado en las
muestras fosiles/subfésiles de las especies estudiadas, en vez de usar ADN actual
disponible en las bases de datos de genética. En este TFM por tanto se va aplicar la
metodologia necesaria para la correcta extraccion del material genético conservado en

los restos de Microtus s.I+Ch.nivalis estudiados. También se va a realizar un estudio



mas detallado de la morfologia del m1 de estos arvicolinos, para ello, van a estudiarse
una mayor cantidad de especies, observando también los caracteres presentes en taxones

cuya distribucion temporal se remonta hasta el Pleistoceno inferior.

A parte de observar la presencia, ausencia, y estado de desarrollo de los caracteres
presentes en el m1, se van a realizar también una primera aproximacion mediante
estudios de morfometria tanto geométrica, mediante el uso de landmarks, como clasica,
utilizando en este Gltimo caso los parametros e indices descritos por van der Meulen
(1973). Para valorar la utilidad de esta técnica en la diferenciacion de las distintas
especies de arvicolinos, con el objetivo de utilizarla en futuros trabajos, se ha optado
por estudiar a detalle las especies actuales de Terricola, las cuales presentan una elevada

similitud entre ellas, centrandome en el complejo anterocénido.

Con esto el objetivo es abordar diferentes metodologias para el estudio de Microtus

s.l., y observar si pueden aportar nueva informacién sobre su clasificacion y sistematica.

6. Descripcion de los yacimientos estudiados

Se han estudiado muestras fosiles de los yacimientos de la Cueva del Mirdn
(Cantabria) y de los yacimientos de Galeria de las Estatuas y Gran Dolina de la Sierra
de Atapuerca (Burgos). Todos ellos se localizan al norte de la Peninsula Ibérica, en el
interior de sistemas kérsticos formados en calizas del Cretacico, dentro de montes con

origen Alpino (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de situacion geografica (A) y geoldgica (B): Cueva del Mirén, a partir
de la hoja del MAGNA 60 (Portero et al., 1978), C: Sierra de Atapuerca, a partir de las
hojas del MAGNA 200 (Pineda y Arce, 1990) y 201 (Olivé, Ramirez y Ortega, 1987))
de los yacimientos estudiados en este trabajo.

6.1 Sierra de Atapuerca

La Sierra de Atapuerca se encuentra localizada a unos 15 km de la localidad de
Burgos, en la comunidad de Castilla y Ledn. Esta sierra forma parte del extremo mas
noroeste del Sistema Ibérico, encontrandose delimitada por le Rio Arlazén al sur y la
Cordillera Cantabrica al norte. Ademas, se encuentra localizada en el denominado
Corredor de Bureba, zona de paso entre las cuencas del Duero y del Ebro (Cuenca-
Bescos, et al., 2010, Ortega et al, 2011).

Los yacimientos estudiados en este trabajo se localizan en el interior del sistema
karstico localizado en esta sierra, constituido por un total de tres niveles, siendo por

tanto un sistema karstico multinivel (Ortega et al., 2011).

La Sierra de Atapuerca se trata de una estructura anticlinal que se encuentra
conformada por unos 40-70 metros de potencia de materiales calcareos (calizas y



dolomias) pertenecientes a depositos marinos transgresivos de la parte basal del
Cretacico superior, concretamente del Turoniense medio-superior (Ortega et al., 2011,
2014). También se observan materiales sintectonicos de la Orogenia Alpina del
Oligoceno-Mioceno inferior, pertenecientes a depositos de la cuenca del Duero,

plegados siguiendo el contorno de la estructura anticlinal (Ortega, 2009) (Figura 1).

Dentro de este sistema de calizas es donde se forma el endokarst, controlado por la
incision del rio Arlazén, siendo actualmente un sistema colgado con formas heredadas
inactivas (Ortega, 2009; Ortega et al., 2014), en el cual se encuentran los yacimientos
estudiados en este trabajo (Galeria de las Estatuas y Gran Dolina). Las subidas y bajadas
del nivel del Arlazon ocasionaron la excavacion de sucesivos sistemas vadosos, dando
lugar a los diferentes karsts presentes en la actualidad. Esta actividad karstica no solo se
observa en la zona interna de este monte mesozoico, también se puede apreciar en las
superficies de erosion conservadas en materiales carbonatados, diferenciadas tres en la
Sierra de Atapuerca. En estas superficies se aprecia la presencia de geomorfologias
karsticas como lapiaces o dolinas. Cabe también destacar la presencia de una superficie
poligénica, afectada por procesos de karstificacion, denominada Paramo inferior, sobre
depositos de calizas (Ortega, 2009).

El sistema karstico se encuentra relleno de materiales detriticos, cuyo origen esta
relacionado con el material arrastrado desde el inicio del sistema por el mismo medio
fluvial que dio lugar a su formacién (Ortega et al., 2011, 2014), asi como por depdsitos
autoctonos (blogues caidos, espeleotemas) y restos de origen organico. Es en estos
depdsitos organicos (ej: egagropilas) donde se observa una gran cantidad de restos de

microvertebrados (Cuenca- Bescos et al., 2010).

6.1.1 Galeria de las Estatuas

Se encuentra localizada en el nivel superior del sistema karstico, y se ha interpretado
como una antigua entrada al sistema (Ortega, 2009). En este yacimiento se han realizado
dos catas, GE-1 y GE-II, de 9 y 6 m? de extension respectivamente. La segunda cata se
encuentra mas cercana de la antigua entrada de la cueva, lo que ocasiona que los restos
observados en ambas catas presenten diferentes estados de conservacion, asi como

diferente abundancia fosilifera (Arsuaga et al., 2017).



En el relleno sedimentario de este yacimiento se han llegado a diferenciar cinco
niveles distintos por Arsuaga et al. (2017). El registro sedimentario empieza con una
capa de fragmentos de estalactitas que se localiza sobre un flowstone, cuya datacion se
corresponde con la edad del cron Matuyama, habiendo un hiato desde este depdsito hasta
el inicio de la secuencia sedimentaria del yacimiento, datada en 1.22 Ma, coincidiendo
esta edad con la de formacion del nivel intermedio del endokarst de la Sierra de

Atapuerca.

(cm) En este trabajo se va a utilizar la secuencia
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los restos utilizados en este trabajo, . . .
unidad también se observa la presencia de

segun las descripciones realizadas . .
clastos aislados soportados por la matriz, pero

por Arsuaga et al. (2017). en este caso, de base a techo, se ve una
evolucion de geometrias oblongas a mas redondeadas. La unidad 2 (LU2) es muy
abundante en clastos, que presentan tamafios decrecientes hacia el techo, en si se trata
de arcillas negras con niveles limosos de color anaranjado. Por ultimo, en la unidad 1
(LU1) vuelven a apreciarse arcillas de color naranja con fragmentos de clastos flotantes

en la matriz, en este caso de tamafio milimétrico.

El depdsito en GEIIl, al encontrarse mas cerca de la entrada de la cueva, esta
constituido por dos unidades sedimentarias. Las unidades presentan diferencias
sedimentarias con respecto lo observado en GE-I. La unidad 2 presenta en este caso una
matriz de arcilla limosa de colores oscuros con gran cantidad de clastos de tamafio

decimeétrico y de morfologias angulosas. La unidad 1 presenta en la base arcillas
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naranjas, al igual que en GE-I, pero en este caso con clastos decimétricos, y a techo los
depdsitos se corresponden con areniscas en disposicion subhorizontal con clastos

alterados.

Este yacimiento ademéas cobra gran importancia al completar el registro fosilifero
presente en la Sierra de Atapuerca. Siendo asi, aporta informacion sobre el final del
Pleistoceno-inicio del Holoceno, completando el espaciado de tiempo entre los
yacimientos del Pleistoceno medio (Gran Dolina, Sima de los Huesos, Trinchera
Elefante y Trinchera Galeria), y los yacimientos del Holoceno (EI Portalén, Galeria del
Silex, El Mirador) (Arsuaga et al., 2017).

6.1.2 Gran Dolina

Este yacimiento, localizado en el nivel intermedio del sistema endokarstico, esta
constituido por 18-19m de relleno sedimentario, dividido en un total de 11 unidades
diferentes (TD1-TD11) (Cuenca-Bescds et al., 2011). Esta cavidad parece relacionarse
con el nivel mas superior del sistema Cueva Mayor-Cueva del Silo, y se encuentra en la
denominada Trinchera del Ferrocarril, mas concretamente en el sector oriental de esta.
Presenta una morfologia en forma de cerradura, lo que se relaciona con un flujo de agua
de tipo vadoso (Ortega, 2009).

El relleno sedimentario de esta cavidad (Figura 4) se encuentra ampliamente
explicado en la tesis doctoral de Ortega (2009). A continuacién, menciono

resumidamente las principales caracteristicas sedimentarias indicadas en dicho trabajo:

Esta secuencia sedimentaria presenta en todo su relleno restos de espeleotemas,
comenzando en la base con depositos de lutitas laminadas (TD1) y fragmentos de
espeleotemas, con presencia de blogues caidos de la propia cavidad (TD2). Estos
depdsitos son caracteristicas de interior, lo que indica que en esos momentos la cavidad
no tenia apertura hacia el exterior. A continuacion, se aprecian depoésitos de debris flow,
indicando asi la abertura de la cavidad, con sedimentos brechoides de clastos angulosos
heterométricos con matriz arenosa, que pasan a una alternancia de sedimentos clasto-
soportados (microconglomerados) con niveles de lutitas rojas (decantacion) y bloques

de caliza caidos (TD3-TD4). En TD5 se aprecian diferentes coladas de barros con
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Figura 4. Columna modificada de
Campanaetal., 2016, en la que se han
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pertenecen las muestras fosiles

estudiadas mediante un recuadro rojo.

clastos centimétricos y capas
microconglomeréticas. Al llegar a TD6 se
aprecia un mayor predominio de clastos en los
debris flow, con presencia de matriz tanto
lutitica como de arena fina, asi como se observan
de nuevo depésitos de lutitas rojas. TD7 se
deposita sobre una superficie erosiva que afecta
a TD6, y estd conformada por depositos de
origen fluvial, con calcarenitas laminadas de
estratificacion cruzada planar, asi como
conglomerados soportados por los clastos y
brechas de gravas. En TD8 se observa la
presencia de debris flow de gravas y bloques
heterométricos clasto soportados. TD9 se
caracteriza por un nivel de 35cm de potencia
constituido por guano, que a la base presenta
sedimentos limosos-arcillosos. De esta unidad
también cabe destacar que se encuentra
discordante sobre las anteriores, colmatando una
estructura erosiva que afecta hasta TD5, rellena
de depdsitos limosos-lutiticos, asi como
arenosos. TD10 esta constituida en la base por
depositos de interior, microconglomerados sin
apenas matriz, que pasan a depositos de colapso
del techo y pared de la cavidad (bloques
métricos en los debris flow), que indican un
momento de apertura al exterior. Por ultimo, la
unidad TD11 esta compuesta por sedimentos de
origen fluvial, asi como por coladas de barro,
con una mayor cantidad de niveles clasto

soportados hacia el techo de la unidad, y
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presencia de intercalaciones de niveles de lutitas rojas. Esta secuencia sedimentaria se

encuentra coronada por depdsitos residuales de terra-rosa.

Este yacimiento es de gran importancia debido a la riqueza fosilifera que presenta,
correspondiente al Pleistoceno. Esto permite distinguir el cambio desde las faunas del
Pleistoceno inferior a las faunas del Pleistoceno medio (entre TD5-6 y TD8-10),
ocasionadas por cambios paleoambientales (Cuenca-Béscos y Garcia, 2007).

A parte de lo indicado, este yacimiento también es de gran importancia por el
descubrimiento y descripcion de los restos de Homo antecessor en TD6, asi como por
la datacion mediante paleomagnetismo del limite entre los crones Matuyama-Brunhes

en la zona superior de TD7 por Parés y Pérez-Gonzalez (1995).

6.2 Cueva del Miron

La cueva del Mirdn se encuentra localizada a unos 2 km al sur de la localidad de
Ramales de la Victoria (Cantabria), en el valle del rio Ason, asi como en el interior de
la Cordillera Cantabrica. Concretamente esta cueva se localiza en el sistema karstico
que se encuentra en el denominado Monte Pando. EI Monte Pando esta constituido por
calizas cretacicas, en las cuales se ha formado un sistema endokarstico. Concretamente

este sistema se ha desarrollado en calizas correspondientes a las facies Urgon.

Aunque aun no ha sido alcanzado el sustrato rocoso de esta cueva, mediante estudios
de georradar realizados (Garcia et al., 2012) se ha identificado a unos 9-10 metros de
profundidad. El relleno detritico tiene su origen sobre todo en los sedimentos, tanto
aluviales como coluviales, localizados en la pendiente de entrada a la zona interna de la
cueva (Straus y Gonzalez, 2003) encontrandose los sedimentos aluviales rellenando
todo el espacio disponible en la zona mas interna de la cueva, impidiendo asi saber la
longitud total de este yacimiento (Straus y Gonzalez, 2019). También hay presencia de
restos organicos ricos en microvertebrados, asi como depdsitos originados por caidas de

bloques, crioclasticos, y por precipitacion de carbonato a partir de las calizas.

La Cueva del Mirén se encuentra dividida en 4 zonas diferentes: la Cabafa, la

Trinchera, el Corral y la Rampa. Estas zonas presentan un registro sedimentario que
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abarca desde el Musteriense (zona de la Rampa) hasta la edad del Bronce (zona de la
Cabafia) (Cuenca-Bescos et al., 2008).

Los niveles estudiados en este trabajo (130 y 128), se corresponden con la zona de la
Rampa (Figura 5). La secuencia estratigréfica de esta zona se corresponde en general
con limos de tonalidades desde grisaceas hasta amarillos claros, con fragmento\s de roca,
tanto cantos redondeados como angulosos, asi como fragmentos de silex. En concreto,
los dos niveles estudiados se corresponden con limos finos (Straus y Gonzéalez, 2003;

Cuenca-Bescos et al., 2008).
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Figura 5. Columna modificada de Straus y Gonzalez (2003), a partir de las
descripciones realizadas en Cuenca-Bescos et al. (2008). Se ha indicado en un recuadro

rojo los niveles a los que se corresponden las muestras estudiadas.
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7. Metodologia
7.1 Busqueda bibliografica

Se ha realizado una busqueda bibliografica previa al inicio del trabajo, en la que
aparte de revisar la informacion existente de las diferentes especies de Microtus s.1., el
objetivo era decidir cual de los yacimientos, presentes en la Peninsula Ibérica, eran los
mas favorables para el objetivo final del trabajo, delimitada esta decision por el material
fosil accesible en la Universidad de Zaragoza. A partir de esta busqueda se ha decidido
trabajar con los yacimientos de Galeria de Estatuas y Gran Dolina correspondientes a la
Sierra de Atapuerca (Burgos), y con el yacimiento de la Cueva del Mirén (Cantabria).

Una vez seleccionados los yacimientos se ha vuelto a recurrir a la literatura cientifica
para decidir en qué zonas o niveles de dichas excavaciones era mas adecuado realizar la
busqueda de los taxones que interesan para la realizacion de este trabajo. Para esta
decision se ha tenido en cuenta tanto la edad del yacimiento, como el estado de

conservacion de los restos, asi como los taxones ya observados en dichos niveles.

Mediante el estudio del trabajo de Arsuaga et al (2017), se han decidido utilizar los
siguientes marcos del yacimiento de galeria de Estatuas (Atapuerca, Burgos),
correspondientes a la primera cata realizada (GE-1): N-31, N-30, M-30 y L-31.

A partir de diferentes trabajos donde se recopilaban las especies presentes en los
yacimientos de la Sierra de Atapuerca, y concretamente en Gran Dolina (Cuenca-
Bescds, et al., 2016; Cuenca-Bescds, et al., 1995 vy literatura alli mencionada), se ha
seleccionado trabajar con los niveles TD3-4. TD6 y TD10.

En el yacimiento de EI Mir6n, se ha seleccionado los niveles 130 y 128. Se ha optado
por estos niveles debido a que el nivel 130 se encuentra datado con edad Maastrichtiense
y el nivel 128 se encuentra a pocos miles de afios por encima de dicha edad. Ademas,

estos niveles presentan una elevada biodiversidad, lo que conlleva que haya mas
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probabilidades de encontrar las especies necesarias para la realizacion de este trabajo.
(Cuenca-Bescds, et al., 2008; Lopez-Garcia, 2008 y literatura alli mencionada)

7.2 Trabajo de gabinete

7.2.1 Estudio en microscopio

Se han estudiado a través de microscopio binocular los restos de los yacimientos
seleccionados. En primer lugar, se ha realizado la bdsqueda de los taxones en los
yacimientos de Galeria de Las Estatuas y de la Cueva del Miro6n, con los cuales se han
podido realizar los estudios paleogenéticos debido a la edad de los restos. Se ha dado
prioridad a estos yacimientos ya que los anélisis a realizar posteriormente necesitan que
se les dedique una gran cantidad de tiempo, siendo ademas que en el Gltimo tramo de

los analisis es necesario el procesamiento de los resultados por una entidad externa.

Los restos correspondientes a la Galeria de
Las Estatuas se encontraban clasificados segun
la cata, profundidad y nivel estratigrafico al que
se corresponden (Arsuaga et al, 2017). En total
se han estudiado 302 individuos (m1), de las
especies M. arvalis, M. agrestis, T. lusitanicus y
posibles representantes de T. duodecimcostatus,
presentes en 140 muestras (cajas) distintas. Estas
muestras se corresponden a los cuadros N-31, N-
30 y al M-31 y L-31 (Figura 6). Se han elegido

unos cuadros concretos para realizarse el estudio

de toda la columna de la serie en una seccion = )

4 a |
concreta, completandose algunas de las zonas Figura 6. Muestras del yacimiento

con cuadros cercanos que presentaban de Galeriade Las Estatuas, cata GE-

centimetros de serie ausentes en el marco ! cuadros N-31, N-30, M-31y L-31.

principal. En especifico, se ha utilizado el cuadro M-31 para realizar una columna
general de presencia/ausencia segun el nivel estratigrafico, utilizandose los cuadros N-
31, N-30 y L-31 para completar dicha columna. Se ha afiadido una muestra del cuadro

D33 de la segunda cata (GE-11), correspondiente a un representante de Terricola.
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Los restos se encontraban en su mayoria sin estudiar, por dicha razén lo primero que
se ha llevado a cabo es una seleccion de los m1 de Microtus s.I. presentes en cada una

de las muestras.

En este yacimiento, aunque segun lo indicado por Arsuaga et al. (2017), habia
presencia de las especies T. gerbei/pyrenaicus, M. oeconomus e incluso potencialmente
de I. cabrerae, estas no se han observado en los cuadros estudiados en este trabajo. Su
ausencia puede estar debida o bien a la ausencia de estas especies en los restos
depositados en la Universidad de Zaragoza, o bien debido al efecto Signor-Lipps (Signor
y Lipps, 1982), y por tanto hubiera sido necesaria una busqueda més exhaustiva para

encontrar estas especies, potencialmente mas escasas que las observadas.

Se han estudiado las muestras de los niveles 130 y 128 de la Cueva del Mirén. El
objetivo de trabajar con restos aun no estudiados es poder realizar los estudios de
paleogenética con los taxones necesarios, sin tener que destruir individuos utilizados en
publicaciones cientificas. En total se han estudiado 70 muestras y 120 individuos (m1)
distintos de estos niveles, centrandose el estudio en las especies no presentes en el
yacimiento de Galeria de Estatuas: Ch. nivalis, M. oeconomus y T. pyrenaicus, aunque
también se han observado individuos de M. arvalis, M. agrestis y T. lusitanicus.

Una vez estudiados estos dos yacimientos, se ha procedido al estudio de los restos de
Gran Dolina, correspondiente a los niveles TD3-4, TD6 y TD10. Se ha seleccionado
estos niveles debido por un lado a la abundancia de arvicolinos, asi por ser en los que se
observa una mayor coincidencia de las especies estudiadas (Cuenca-Bescos et al., 2016).
En Gran Dolina se han estudiado especies desde el Pleistoceno medio al Pleistoceno
superior, las cuales no son Optimas para su estudio paleogenético. En este caso, las
muestras se encontraban ya estudiadas y clasificadas, razéon por la cual se ha

seleccionado para su estudio 54 individuos de 20 muestras distintas.

Para finalizar, como en los yacimientos estudiados no se ha observado la presencia

de la especie I. cabrerae, se ha recurrido a los restos de una poblacién moderna de los
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afios 60, ya extinta, presente en la localidad de Uncastillo (Huesca), para poder estudiar
la morfologia de esta especie. Tampoco se han encontrado ejemplares de M. gregalis ni
del outgroup C. glareolus, pero por su presencia en el yacimiento de la Cueva de El
Mirdn, se han tenido en cuenta estas especies para los analisis morfoldgicos a partir de

las descripciones realizas en la bibliografia correspondiente a este yacimiento.

7.2.2 Seguimiento fotogréafico
Se han realizado fotografias de los individuos mejores preservados, asi como de los
que se analizaran en el laboratorio de paleo genética, en los que también se realizaran

los estudios de la presencia o ausencia de los caracteres morfoldgicos.

También se han realizado fotografias a detalle del complejo anteroconido de 39
individuos de las especies correspondientes a Terricola, de los yacimientos de Galeria
de las Estatuas y de la Cueva del Mirdn, con el objetivo de realizar los andlisis de

morfometria geomeétrica.

7.2.3 Andlisis estadisticos y cladisticos

Se ha realizado una matriz de caracteres, codificada en 1, 0 y 2 segun la presencia,
ausencia, o estado intermedio del caracter en cuestion observado en los individuos
fosiles y subfosiles de Arvicolinae estudiados en este trabajo (Tabla 1). A parte de las
observaciones realizadas, se ha recurrido a la literatura cientifica ya mencionada para

observar los caracteres estudiados.

Se ha observado una gran variabilidad morfologica entre las diferentes especies, por
dicha razén se ha recurrido Unicamente a los caracteres con un comportamiento mas

homogéneo observado entre los individuos.

Con dicha matriz se han realizado diferentes analisis estadisticos y cladisticos
mediante los programas Past v. 4.03 (Hammer et al., 2001) y TNT v. 1.5 (Goloboff y
Catalano, 2016) respectivamente. Mediante el uso de Past se ha realizado un analisis de
tipo fenotipico, realizandose un cluster clésico. Se ha realizado mediante el algoritmo

“Paired group” (UPGMA), y utilizando el indice de la distancia Euclidea. Se ha
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obtenido un dendograma el cual servira para poder apreciar las relaciones entre las

distintas especies antes de llevar a cabo el andlisis cladistico.

Tabla 1. Matriz que recoge los caracteres analizados y su estado de desarrollo en cada
una de las especies estudiadas. 1. Raices; 2. Esmalte diferenciado; 3. Esmalte tipo
Microtus; 4. Zonas libres de esmalte; 5. T3 (tercer triangulo) + CA (cUspide anterior); 6.
Segundo RP (rombo pitimiano); 7. Primer RP; 8. 4li (cuarto entrante lingual) fuertemente
probergente; 9. Ausencia T6; 10. Asimetria labio-lingual (LaLi); 11. Gancho lingual
proximal; 12. Cuello antes de CA; 13. 4 o0 5 entrantes linguales; 14. Cuarto entrante

lingual y tercer entrante labial escalonados; 15. T5 cerrados.

Especies Caracteres

112 |3|4|5[6[7[8]9]10]11]12]13]14] 15
Microtus arvalis i1]j1j1j1j1f{of1foj1jo0jojJ2]1]0]1
Microtus agrestis 1({1f(1]j1)j1j0j1fO0Of1|0]JO]|2|1[1]]1
Microtus jansoni i1|(1f{1j]j1f(1j0]1foO0oj1|0O0fO]2|1]0] 1
Iberomys cabrerae 1111 f(1jo0|1f1j1|1f1]1|1]1]1
Iberomys mediterraneous 1121211 j0j21f21|2|212]1]0]1f[0f 1
Iberomys huescarensis i1|(1f1)j1f(1j0|J]O0fO|21|1f1]0|1]|]0]| 1
Chionomys nivalis i1|1f{1j1|1f0o]J1|0O0f|1])JOf0O]jO]JOf1] O
Terricola pyrenaicus-gerbei 1f({1f(1)j1)j1j0j0f0O]|J212])J0]J0Of2[21|0] O
Terricola lusitanicus i1]j1j1j1|1fo0ofoO0fO|1|0O|J0O]2]1]0] 0O
Microtus seseae 1]1f{1j1j1fojojoj1rjofojrj1fojo
Terricola atapuerquensis i1|1f(1j1(1f0]JO|Of21])O|0O0]|2]1|[0] O
Terricola duodecimcostatus i1|1f212j1f1f0)jOfjOfj2)OfO|2]|1|0O0] O
Microtus oeconomus 1f(1f(1]j1]J]1j0|2|0]JO]JO]JOfOf[21|1] O
Microtus gregalis i1|(1f{1)j1f(1j0]1f0ojO|OfO]1|1]0] 1
Stenocranius gregaloides i1|1f{1]1(1j]0]J]O0fOjO|JOfO]JO|1]O0] 1
Clethrionomys glareolus ofojfojof1jojojoj1r1jojojojofofoO

Con el programa TNT se ha realizado un cladograma por busqueda tradicional,
mediante el método TBR (tree bisection reconection). Se han llevado a cabo un total de
1000 réplicas, refiriéndose este dato a la cantidad de secuencias afiadidas de forma
aleatoria, de las cuales se han guardado 100 arboles por réplica. En total se han obtenido
4 cladogramas en los cuales se ha realizado un arbol de consenso estricto. En este
cladograma es donde se han realizado los analisis de soporte de ramas de tipo parsimonia
Bootstrap estandar (Felsenstein, 1985) y Bremer support (decay index) (Bremer, 1994).
Se considerara un buen soporte de las ramas cuando el valor de soporte se encuentre por

encima o igual del 75% en Bootstrap y de 4/5 en Bremer.
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7.2.4 Estudio morfométrico

Mediante las fotografias realizadas a las especies de Terricola se ha realizado un
estudio de morfometria geomeétrica utilizando los programas TPSutil, para crear los
archivos TPS, y TPSdig, para digitalizar y situar los landmarks (Rohlf, 2015). Se ha
realizado una primera aproximacion al estudio del complejo anteroconido de 37
muestras, correspondientes a las especies de T. lusitanicus, T. duodecimcostatus, y T.
pyrenaicus de los yacimientos de La Cueva del Mirdon y la Galeria de las Estatuas. Se
han colocado un total de 14 landmarks (Figura 7, B), correspondientes a las siguientes
posiciones: 1. Apice de BRA2, 2. Apice T4, 3. Apice BRA3, 4. Apice T6, 5. Apice
BRAA4, 6. Apice CA, 7. Apice LRAS5, 8. Apice T7, 9. Apice LRA4 , 10. Apice T5 11.
Apice LRA3, 12. Primera inflexion BRA3, 13. Inflexion LRA4, 14. Segunda inflexion
BRAS, 15. Inflexion LRA3. Los landmarks 13 y 14 se han seleccionado al observarse
un aparente cuello entre T4-T5 y T6-T7 de mayor longitud en las especies
correspondientes a T. lusitanicus, para asi poder tener una mejor medida de dicho

caracter.

Posteriormente, estos landmarks se han estudiado mediante el programa PAST,
realizandose en primer lugar un Andlisis Cluster, para observar las posibles relaciones
entre las muestras obtenidas. A continuacion, se ha realizado una representacion
geométrica de los componentes principales (PC), considerando aquellos que agrupen
entre el 75 y 85% de varianza, en la cual se han observado cémo se agrupan las distintas
muestras, asi como cuales de ellas presentan valores mas anémalos. Las muestras
anomalas han sido eliminadas, pasando a un total de 33 muestras, repitiéndose entonces

los andlisis realizados para obtener el resultado final.

También se ha llevado a cabo un estudio por morfologia clasica, mediante los
parametros e indices de van der Meulen (1973), con las mismas muestras con las que se
han realizado los estudios de morfometria geométrica: a (longitud del CCA), W
(anchura total del diente), b/W (b=cuello entre T4.T5 y T6-T7), ¢/W (c=anchura del
primer RP), d (cuello entre T6-T7 y CA) y e (anchura de CA) (Figura 7, B). Después de
realizar las medidas correspondientes, se han llevado estos datos de nuevo al programa
PAST, donde se ha realizado un Analisis Cluster y un Analisis Discriminante, para
observar la clasificacion de los diferentes individuos segun las medidas tomadas, y

compararlo con la clasificacion dada inicialmente.
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En la Figura 7 se ha indicado la nomenclatura utilizada en este trabajo, la posicion

de los landmarks, asi como la localizacion de los parametros de medida utilizados.

ANTERIOR

LINGUAL
TvIdv1

. S

POSTERIOR
Figura 7. A) Nomenclatura correspondiente a los m1 de las especies estudiadas, segun

van der Meulen (1973). RP: Rombo pitimiano, CA: cuspide anterior, LRA: angulo
entrante lingual, BRA: angulo entrante bucal; T: triangulo, LP: I6bulo posterior, CCA:

complejo anteroconido.

B) Posicion de los landmarks y medidas realizadas en el CCA de las especies de

Terricola estudiadas en morfometria.

7.3 Trabajo de laboratorio

Todo el proceso y protocolo de pretratamiento, extraccién de ADN y elaboracion de
las librerias genéticas se ha llevado a cabo en el laboratorio de paleogendmica del IUCA
en la Universidad de Zaragoza. Los trabajos post-PCR se han realizado en el laboratorio
de gendmica funcional del CIBA, localizado en el campus San Francisco de la

Universidad de Zaragoza.
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Se han analizado un total de 11 muestras correspondientes a los taxones M. agrestis,
M. arvalis, T. duodecimcostatus-lusitanicus, T. lusitanicus, T. pyrenaicus-gerbei y Ch.
nivalis (Tabla 2).

Tabla 2. Muestras en las que se han realizado los estudios de paleogenética, indicando la
procedencia de las mismas, los detalles de las muestras y de los yacimientos, asi como el

numero de laboratorio asignado.

Especie Yacimiento |Mandibula Detalles NUme ro.
laboratorio

Microtus agrestis Estatuas Izquierda |M31, Niv3, 250/260 122
Microtus agrestis Estatuas Derecha  |M30, Niv1-2, 240/260 123
Microtus arvalis Estatuas Derecha  |M30, Niv3, 280/290 124
Terricola duodecimeostatus- ., ¢ Derecha  |N31, Niv3, 260/270 125
lusitanicus

Terricola lusitanicus Mirén Derecha X10A, Niv130, z=34 126
Microtus agrestis Mirén Izquierda | X10D, Niv130, z=34 127
Microtus arvalis Mir6n Derecha | X10A, Niv130, z=25 128
Chionomys nivalis Mir6n Izquierda | X10A, Niv130, z=25 129
Terricola pyrenaicus Mirén Derecha X10A, Niv130, z=30 130
Microtus agrestis Miron Izquierda | X10A, Niv128, z=21 131
Microtus oeconomus Mir6n Izquierda |W10B, Niv128, z=12 132

Debido a diferentes problemas de escasez de material a nivel mundial por la actual
situacion de pandemia, asi como por algunos fallos en los resultados de los analisis, no
se ha podido terminar todo el proceso. Se va a explicar el procedimiento que se ha

podido llevar a cabo.

7.3.1 Pretratamiento

Para la preparacion de las muestras se ha seguido el protocolo indicado en Bover et
al. (2018). Antes de tratar las muestras, se ha procedido a eliminar cualquier rastro de
contaminacion externa presente en las bolsas y/o tubos que las transportaban. Para ello
se ha lavado con lejia el exterior de las bolsas y tubos y se las ha sometido a irradiacion

con rayos UV durante 5 minutos.
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Al ser las muestras de fosiles de micromamiferos, su reducido tamafio ocasiona que
no se pudiera eliminar la capa mas superficial mediante el uso de herramientas
mecanicas, por lo que se han utilizado bisturis con hojas estériles para eliminar los restos
de sedimentos. Posteriormente los huesos se han irradiado mediante rayos UV durante
30 minutos cada lado, a continuacion, se ha realizado una limpieza de la superficie con
hipoclorito sodico (lejia) al 2%, seguido de una inmersion en etanol al 80% durante 2
minutos para eliminar los rastros de lejia. Finalmente, las muestras se dejaron secar al
aire dentro de una campana extractora (Figura 8). Para finalizar la limpieza y
descontaminacion de las muestras se las ha vuelto a someter a irradiacion con rayos UV

durante 15 minutos cada lado.

Figura 8. Muestras llevadas al laboratorio de paleogendmica del IUCA en la Universidad

de Zaragoza, dentro de la campana extractora durante el proceso de secado al aire libre.

Al tratarse de muestras de microvertebrados, se han pulverizado fisicamente en el
interior de tubos tipo Eppendorf de 2 mL con tapon de rosca. Para evitar la
contaminacion entre las muestras, a cada una de ellas le corresponde su propia pinza y
su propio tubo. El peso final del polvo/fragmentos de hueso correspondiente a cada una

de las muestras se ha representado en la Tabla 3.
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Tabla 3. Peso final (mg) del polvo/fragmento de hueso correspondiente a las muestras,

después de haberse realizado todo el proceso de pretratamiento de las muestras

NUmero laboratorio Especie Peso (mg)
122 Microtus agrestis 53
123 Microtus agrestis 73
124 Microtus arvalis 31
125 Ter.ricqla duodecimcostatus- 29

lusitanicus
126 Terricola lusitanicus 48
127 Microtus agrestis 81
128 Microtus arvalis 62
129 Chionomys nivalis 130
130 Terricola pyrenaicus 65
131 Microtus agrestis 28
132 Microtus oeconomus 115

7.3.2 Extraccién ADN

Para el proceso de extraccion del ADN presente en cada una de las muestras fosiles
se ha procedido con una modificacion del protocolo de Dabney et al. (2013), utilizando
un PB buffer (tamp6n PB) (Quiagen) modificado, asi como particulas de silica en
suspension (Brotherton et al., 2013), segun lo indicado en Bover et al. (2019). Estas
particulas de silica se adhieren a los fragmentos de ADN que pueda haber presente en

las muestras fosiles.

En todo este proceso se ha utilizado también un control negativo, para poder
comprobar méas adelante que el proceso se ha llevado a cabo correctamente, y que no
han sucedido contaminaciones externas. Describiendo brevemente el proceso realizado,
se ha llevado a cabo una predigestion/descalcificacion preliminar del polvo de hueso
mediante ImL EDTA 0.5 M durante una hora en rotacion constante. A continuacion, y
una vez retirado el EDTA, se introdujo 1mL de tampon de digestion (0.45M EDTA,
0.25 mg/ml Proteinassa K) en cada uno de los tubos de muestras y se incubaron durante
20 horas, también en rotacion constante, a 55°C de temperatura. Finalmente, después de
un proceso de centrifugado para que los restos de particulas sélidas se mantengan en el

fondo de los tubos, se recolecté el sobrenadante y se afiadié a un tampon de 13,6 mL de
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PB buffer (Qiagen), 7uL de Tween-20, 420uL de acetato de sodio 3M, y 100 pL de
silica en suspension. Por Gltimo, se lavaron las particulas de silica mediante etanol al
80%, y el ADN se eluyd con 100uL de tampon TLE.

7.3.3PCR

Para poder verificar si hay presencia de ADN de mamifero en las muestras, se ha
realizado una PCR mediante el uso de cebadores (primers) universales de mamiferos.
Esta PCR amplifica un fragmento de 96-97 pares de bases (pb) del gen mitocondrial
12S. Estos cebadores, descritos en Macqueen et al. (2010), se tratan del Mammal 12S E

(Forward) y Mammal 12S H (Reverse).

Para realizar esta PCR se usaron 2L de cada uno de los extractos en cada reaccion,
con un volumen final de 25uL: 1 x Amplitaq Gold Buffer (Applied Biosystems), 2,5
mM MgCl2, 0.4 uM de cada cebador, 0.25 mM de cada dNTP, 1.25 U Amplitaq Gold
(Applied Biosystems) (enzima de amplificacion de ADN), 2 mg/mL de albimina de
serum de conejo (RSA, Sigma-Aldrich) y agua estéril. La PCR se realiz6 en las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 6 min, 50 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 20 s, unién del cebador a 55°C durante 15 s y
extension a 72°C durante 40 s; y una elongacion final a 72°C durante 10 min. Estos
productos de PCR fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%,
marcados mediante 0.5 pL de Dye-non-tox (PanReac AppliChem), para asi poder ser

visualizados mediante un transiluminador

7.3.4 Librerias

El proceso de crear las librerias consiste en preparar el posible material genético para
su posterior secuenciacion. En este caso, se van a construir librerias de cadena doble
(DSL), usando el método de Meyer y Kircher (2010), con las modificaciones de Llamas
et al. (2016). Para obtener dichas cadenas dobles se han unido, mediante la proteina
Ligasa, adaptadores cortos P5 y P7 (que presentan un “codigo de barras” o barcodes de
7 pb en cada adaptador) a cada uno de los extremos de las moléculas de ADN. Con el

uso de alta temperatura se ha desactivado la encima Bst polimerasa después de la

25



reaccion de relleno, la cual alarga los adaptadores hasta que ambas cadenas sean de igual
longitud. La combinacién especifica de cada uno de los cddigos de barras en los
adaptadores P5 y P7 permiten identificar cada una de las muestras, y por tanto, a que

individuo pertenece cada una de ellas después del proceso de secuenciacion (Tabla 4).

Tabla 4. Combinacion de los adaptadores cortos P5 y P7 para cada una de las muestras.

También se indica el niUmero identificativo correspondiente en el Bioanalizador.

NUmero

. Especie Barcode P5 | Adaptador P5 | Barcode P7| Adaptador P7 | N° Bioanalyzer
laboratorio

122 |Microtus agrestis | ATCGATT | P5_fwd BC001| GCTAGCC [ P7 fwd BC003 JLGO2

123 Microtus agrestis | CAGTCAA | P5 fwd BC002| ATCGATT | P7_fwd BCO001 JLGO03

124 Microtus arvalis GCTAGCC | P5 fwd BC003| CAGTCAA | P7_fwd BC002 JLG04

Terricola

125 duodecimcostatus-| TGACTGG | P5_fwd_BC004| TGACTGG | P7_fwd_BC004 PBAO7
lusitanicus
Terricola

126 lusitanicus CAATTGC | P5_fwd BC005| TGACTGG | P7_fwd_BC004 PBAOS

127 Microtus agrestis | GCCAATG | P5 fwd BC006| GTCATAC | P7_fwd BCO010 JLGO05

128 |Microtus arvalis | TGGCCAT |P5 fwd BC007| CAATTGC | P7 fwd BC005 PBA09

129 Chionomys nivalis| ATTGGCA | P5 fwd_BC008 | GCCAATG | P7_fwd_BC006 PBA10

130 |rerricola CGATGTA | P5_fwd BC009| GCCAATG | P7_fwd_BCOOS|  JLGO6
pyrenaicus - -

131 Microtus agrestis | GTCATAC | P5 fwd BC010| ATCGATT | P7_fwd BC001 JLGO7

132 |Microtus ATTGGCA | P5_fwd BC008| CAGTCAA | P7 fwd BCO02|  JLGOS

oeconomus

El kit de PCR Amplitag Gold (Applied Biosystems) ha sido utilizado tanto para la
amplificacion de las librerias (primera amplificacién) como para la realizacion de la
PCR de amplificacion de los adaptadores Truseq de Illumina (P5_ipCR_LPx y GAII
Indexingx), los cuales se unen a los adaptadores P5 y P7. Los productos de la
amplificacion se purificaron mediante particulas SPRI AxyPrep (AxyGen), particulas
magnéticas a las que, bajo determinadas condiciones, se adhiere el ADN. Los productos
de la primera amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa al 2% marcados con
0,5 pL de Dye-non-tox y se cuantificaron con Qubit (kit High Sensitivity). En este caso,
la visualizacion de los fragmentos de ADN en la primera amplificacion suele mostrar
un patron en forma de “smear” (las moléculas més largas se mueven mas lentamente
por el gel agarosa) y se puede evaluar si las moléculas presentes se encuentran por un
rango entre 100 y 400 pb de longitud. En el caso de que presenten longitudes mayores

podria indicar la presencia de contaminacion de ADN moderno, o si por el contrario
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existen picos marcados en longitudes inferiores, podria indicar la presencia de dimeros

(unién entre si de los adaptadores P5 y P7).

Una vez realizada la cuantificacion mediante Qubit, los productos resultantes de la
amplificacion con los adaptadores Truseq se han visualizado en el Bioanalizador
“Bioanalyzer” (kit High Sensitivity) del centro de genomica de la Universidad
Complutense de Madrid.

8. Sistematica

Como ya se he mencionado, se va a tratar a los subgéneros como géneros por razones
descriptivas. A continuacién, se realiza una breve descripcion de la morfologia
observada en los diferentes m1 estudiados. También se va a hacer mencion del habitat
de las especies actuales, presentes en la Peninsula Ibérica, obtenido a partir del Atlas y
Libro rojo de los Mamiferos Terrestres de Espafia (Palomo et al., 2007), puesto que se

observan marcadas diferencias en el habitat correspondientes a cada uno de los géneros.

Familia: Cricetidae, Fisher, 1817
Subfamilia: Arvicolinae, Gray, 1821
Género: Clethrionomys, Tilesius, 1850

Especie: Clethrionomys glareolus (Schreber, 1780)

Breve descripcion: El topillo rojo se caracteriza por ser el Unico arvicolino presente
en la actualizad con raices en la Peninsula Ibérica. También se caracteriza por presentar
abundante cemento tanto en los entrantes linguales como bucales, asi como por no
presentar esmalte diferenciado ni zonas libres de esmalte. Todos sus triangulos se
encuentran comunicados entre si, y se observa la presencia de hasta T7 antes de la

cuspide anterior, con ausencia de cuello.

Héabitat actual: Aunque puede llegar a estar presente en zonas de pradera con

presencia de matorrales, setos, o incluso en muros de piedra con vegetacion, son las
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zonas boscosas, con abundante sotobosque y pedrizas himedas, el hébitat primordial de

esta especie.

Género: Stenocranius (Kastschenko, 1901)

Especie: Stenocranius gregaloides (Hinton, 1923)

Breve descripcion: Esta especie extinta de topillo se caracteriza por presentar un

reducido o inexistente T6, con presencia del primer rombo pitimiano (T4 y T5
confluyentes), asi como LRA4 y BRAS3 paralelos entre si (Cuenca-Bescos et al., 1998).
A parte de estas caracteristicas presenta el resto de caracteres basicos de Microtus s.I.

(esmalte tipo Microtus, zonas libres de esmalte y ausencia de raices) (Figura 10).

Género: Chionomys, Miller, 1908

Especie: Chionomys nivalis (Martins, 1842)

Breve descripcidn: la especie Chionomys nivalis, también conocido como el topillo

nival o el neveron, se caracteriza por la morfologia que presenta T6 y T7, dando una
apariencia de “punta de flecha” o “seta” a la ctispide anterior, y por tanto con ausencia
de cuello, presentando 4 entrantes linguales. La cuspide anterior tiene una leve
inclinacion hacia el lado labial, inclindndose T6 hacia la parte posterior. Presenta

esmalte diferenciado tipo Microtus con zonas libres de esmalte (Figura 10).

Héabitat: En zonas de alta montafia y de gran altitud, donde hay presencia de

acumulaciones rocosas estables, como pedrizas y canchales.

Género: Microtus, Schrank, 1798

Todas las especies de Microtus se caracterizan por su ausencia de raices, por
presentar esmalte tipo Microtus, con la zona méas gruesa del esmalte en la parte anterior
de los tridngulos, asi como zonas libres de esmalte. La especie tipo del género Microtus

es el topillo campesino, Microtus arvalis. En general se corresponden con hébitats en
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zonas abiertas de pradera y climas humedos, con cobertera herbacea constante en el
tiempo.

Especie: Microtus arvalis (Pallas, 1779)

Breve descripcion: El topillo campesino, M. arvalis, denominado antiguamente

como M. terrestris, se corresponde con la especie tipo del género Microtus. Se observa
la presencia hasta T7, con presencia de cuello entre T7 y T6 y la cuspide anterior. Esta

cuspide presenta una morfologia méas redondeada que la observable en M. agrestis.

Estas dos especies muy similares, fueron estudiadas ampliamente por Luzi (2018).
Entre si se diferencian, aparte de por la morfologia de la cUspide anterior, por la simetria
y disposicion de los triangulos T4/T5 y T6/T7. En el caso de M. arvalis T4 y T5
presentan una mayor simetria, siendo ambos de tamafio similar. Ademas, en los
triangulos T6/T7 se puede apreciar como en esta especie son confluentes y paralelos

entre si (Figura 9).

Hébitat actual: Este topillo habita en medios abiertos, con abundante cobertera

herbécea o arbustiva, que se mantiene a lo largo del tiempo.

Especie: Microtus agrestis (Linnaeus, 1761)

Breve descripcion: La especie M. agrestis, conocida como el topillo agreste, es muy

similar a M. arvalis, presentando los mismos caracteres que los mencionados en el
anterior. M. agrestis presenta una marcada asimetria entre los triangulos T4/T5 y por
presentar T6/T7 una disposicidn menos paralela que en M. arvalis, encontrandose T6
claramente por debajo de T7, lo que lleva a que la clspide del topillo agreste no sea tan
redondeada y mas alargada (Luzi, 2018). Su similitud tiene como resultado que en
algunos casos sea complicada su diferenciacion, incluso algunos autores llegan a
agruparlos (Pokines, 1998; Baena et al., 2005) (Figura 9).

Hébitat actual: Al igual que M. arvalis, esta especie habita en medios abiertos, como

praderas y herbazales espesos. También se encuentra presente en bosques jovenes y en
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zonas de montafia 0 boscosas, asi como en margenes de arroyos o riachuelos y juncales.

Aun asi, su medio ideal son pastos abiertos con cobertera de gramineas.

Especie: Microtus jansoni (Chaline, 1972)

Breve descripcion: Se trata de una especie de arvicolino extinta, presente durante el

Pleistoceno medio. Presenta una morfologia similar a la observada en Microtus agrestis.
Su m1l, al igual que el del resto de Microtus, esta constituido por hasta 7 triangulos,
estando los dos ultimos comunicados entre si. En algunos ejemplares estudiados en la
literatura cientifica se ha identificado la presencia de un T9 desarrollado en la cuspide

anterior, con un angulo rentrante con gran incision (B.A 5) (Chaline, 1972) (Figura 9).

Figura 9. Fotografias de individuos seleccionados de 1) Microtus jansoni (Gran
Dolina, TD10), 2) Microtus arvalis y 3) Microtus agrestis (Galeria de las Estatuas,

nivel 3). Escala 1mm.

Especie: Microtus gregalis (Pallas, 1779)

Breve descripcidn: M. gregalis, conocido como topillo de cabeza estrecha, presenta
el mismo tipo de esmalte que el resto de Microtus s.l.. Se observa hasta T7, pero con un
reducido o inexistente T6, caracteristica que lo diferencia del resto de Microtus. T5 y
T4 se encuentran incomunicados y se observa un cuello, poco desarrollado, entre T7 y
T6 y la clspide anterior, lo que conlleva a que presente un total de 5 entrantes linguales.
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Hébitat actual: La especie M. gregalis prefiere zonas con temperaturas medias frias,

en zonas abiertas, que varian desde estepas deseérticas hasta tundras en zonas montafiosas
(Pal’chekh et al., 2002).

Especie: Microtus oeconomus (Pallas, 1776)

Breve descripcion: El topillo nérdico o topillo de las turberas, M. oeconomus,

presenta al igual que M. gregalis un reducido o inexistente T6, ademas el T7 suele estar
orientado hacia abajo, dandole al complejo anterior una morfologia similar a un gancho.
En las muestras estudiadas no se observa presencia de cuello entre T7 y la cuspide
anterior, presentando por lo tanto hasta LRA3 (Figura 10).

Habitat actual: La presencia de este roedor se observa en zonas de tundra o taiga, con
abundante cobertera vegetal. Es comun que se asiente en margenes de lagos. Se ha
observado que los restos fdsiles de esta especie también se localizan en zonas mixtas de

bosque y taiga.

Figura 10. Fotografias de los individuos seleccionados de las especies de 1) Microtus
oeconomus (Cueva de EI Mirdn, nivel 128), 3) Chionomys nivalis (Cueva de EI Mirdn,

nv 130) y 2) Stenocranius gregaloides (Gran Dolina, TD4). Escala 1mm.

Especie: Microtus seseae (Gil, 1997)-Terricola arvalidens (Kretzoi, 1957)
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Breve descripcion: Se ha decidido agrupar las especies de Microtus seseae y

Terricola arvalidens debido a la similitud que presentan estas dos especies en las
muestras estudiadas, aunque en otros trabajos correspondientes al yacimiento donde
pertenecen estas muestras (e.g., Cuenca-Bescos et al., 2016) si las han dividido. A parte
de las caracteristicas propias de las especies de Microtus, presenta tanto el primer como
el segundo rombo pitimiano, pero con T6 y T7 muy alternantes, y el &ngulo entrante
LRA4 muy profundo (Gil, 1997). La presencia de ambos rombos pitimianos es una
caracteristica de las especies de Terricola, razén por la cual, a los especimenes que
presenta un mayor desarrollo del primer rombo pitimiano, asi como un BRA4 mas
profundo se les atribuye la clasificacion de Terricola arvalidens, mientras que en los
que los triangulos T4/T5 presentan un mayor salto entre estos dos, se le clasifica como

Microtus seseae. (Cuenca-Bescos et al., 1998) (Figura 12).

Aunque se ha observado esta diferencia, se ha optado por clasificarlos conjuntamente
ya gue no se ha apreciado con claridad que se trate de especies distintas, al menos con

los caracteres tenidos en cuenta en este trabajo.

Género: Iberomys (Chaline, 1972)

Las especies correspondientes al subgénero Iberomys se diferencian de las especies
de Microtus por presentar una cuspide anterior con morfologia triangular, asi como
presentar el denominado gancho lingual proximal, caracteristicas observadas por
Chaline (1972). Estas especies también presentan una marcada asimetria entre los
triangulos labiales y linguales, presentando los salientes linguales una mayor longitud
lateromedial en comparacion con los labiales, caracteristica denominada por Cuenca-
Bescos et al., 2014 como “asimetria labio-lingual”, caracteristica que se acrecienta en

los taxones mas modernos.

Por estas caracteristicas distintivas, las cuales lo diferencian de otros representantes
del género Microtus, es considerado por algunos investigadores (Cuenca-Bescos et al.,
2014), que deberia de ser elevado al siguiente nivel taxonomico de jerarquizacion,

considerando a Iberomys como un género en vez de subgénero de Microtus.
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El habitat de las especies de Iberomys se corresponden con prados abiertos y
hdmedos, con presencia de pastos altos y suelos blandos.

Especie: Iberomys huescarensis (Ruiz Bustos, 1988)

Breve descripcion: A esta especie antiguamente se le llego a incluir dentro del

subgénero Pitymys (actualmente se corresponde con los Terricola), refiriéndose a ella
como Pitymis huescarensis (Ruiz Bustos, 1988). Este topillo aparece durante el

Pleistoceno inferior, siendo el primer representante del Iberomys.

Entre sus caracteres se puede apreciar la gran confluencia entre los tridngulos
anteriores (T7/T6), asi como presentar un complejo anterior triangular, pero no tan
marcado como las especies mas modernas de Iberomys, presentando una morfologia

mas arvaloides que gregaloides (Chaline, 1972).

En esta especie no se observa BRA4, por lo tanto, no hay presencia de cuello que
separe los triangulos T6/T7 de la cuspide anterior. Ademas, esta es la especie de
Iberomys que presenta una menor asimetria labio-lingual (Cuenca-Bescos et al., 2014)
(Figura 11).

Especie: Iberomys mediterraneus (Chaline, 1967)

Breve descripcion: Esta especie de topillo fue nombrada por Giebel (1847) como

Iberomys brecciensis, en 2014 Cuenca et al. propusieron el cambio de nombre a I.
mediterraneus debido a los problemas taxonémicos existentes con el holotipo definido
para esa especie por Chaline (1972). Los primeros registros de este topillo se
corresponden con el Pleistoceno medio. También se observa una asimetria labio/lingual,
bastante mas marcada que en su antecesor I. huescarensis. En algunas especies se puede
llegar a apreciar como BRA4 presenta una gran probergencia (Cuenca-Bescos et al.,
2014) (Figura 11). En imagenes de la literatura cientifica se ha observado la presencia
de un LRA4 muy poco marcado, dando lugar a un cuello muy amplio (Chaline, 1972;
Cuenca-Bescos et al., 2014), pero no en las muestras estudiadas en este trabajo.
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Especie: Iberomys cabrerae (Thomas, 1906)

Breve descripcion: El iberdon o topillo de cabrera, I. cabrerae, es una especie

endémica de la Peninsula Ibérica, y el Unico representante actual de Iberomys. Se
diferencia de otras especies de Iberomys por la presencia de un cuarto entrante lingual
muy profundo, alcanzando précticamente el lado labial (Chaline, 1972). Esta especie
también es la que presenta una cuspide anterior mas triangular, asi como la mayor
asimetria latero-labial observado en estas especies (Cuenca-Bescos et al., 2014) (Figura
11).

Es en la Unica especie de Iberomys donde el cuello, aun siendo de gran amplitud, se
puede diferenciar por la presencia de un LRA4 poco marcado, y de mucha menor
amplitud que BRAS.

Habitat actual: Se encuentra en zonas con influencia mediterranea, con cobertera

herbacea que se mantenga durante todo el afio.

Figura 11. Fotografias de los individuos seleccionados de las especies de Iberomys. 1)
Iberomys cabrerae (Un Castillo, Huesca), 2) Iberomys mediterraneus (Gran Dolina,

TD10), 3) Iberomys huescarensis (Gran Dolina, TD6). Escala 1mm.

Género: Terricola, Fatio, 1867

La diferenciacion de las distintas especies de Terricola es compleja, pero segun lo
indicado por Brunet-Lecomte, 1990, se pueden diferenciar sobre todo por tres

caracteristicas, dos de ellas correspondientes a la morfologia del m1: la inclinacion del
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segundo rombo pitimiano, presente en todas las especies de Terricola, y la abertura de
la cUspide anterior. En general las especies de terricola se corresponden con un clima

seco en zonas de prados abiertos, y estan relacionadas con temperaturas mas calidas.

Especie: Terricola atapuerquensis (Gil, 1996)

Breve descripcion: Esta especie extinta del Pleistoceno medio fue definida en 1996

por Gil, siendo su holotipo un primer molar inferior (m1) derecho encontrado en el nivel
11 (TD11/50) del yacimiento Galeria. T. atapuerquensis se caracteriza por presentar un
aspecto asimétrico, con un mayor desarrollo del lado labial, con alternancia de los
triangulos T6 y T7, los cuales se encuentran confluyentes, separados de la cuspide
anterior por un cuello amplio, y presentan menor tamarfio que T4 y T5, que conforman

un primer rombo pitimiano imperfecto (Gil, 1996) (Figura 12).

Especie: Terricola lusitanicus (Gerbe, 1879)

Breve descripcion: El topillo lusitanico, T. lusitanicus, presenta tanto el primer como

el segundo rombo pitimiano, por tanto, presenta hasta T7 con 5 entrantes linguales. El
segundo rombo pitimiano se encuentra parcialmente aislado de la cuspide anterior,
dando lugar a un cuello marcado. Al igual que los anteriores Microtus, presenta zonas
libres de esmalte (Figura 12).

Habitat actual: Se observa en habitat de diversas caracteristicas, pero se relaciona con
suelos blandos y himedos y densa cobertera vegetal.

Especie: Terricola duodecimcostatus (Sélys-Longchamps, 1839)

Breve descripcion: T. duodecimcostatus, conocido como el topillo mediterraneo, es

muy similar a T. lusitanicus. Estas dos especies se pueden diferenciar por la relacion del
segundo rombo pitimiano con la culspide anterior, encontrandose ampliamente
comunicados en T. duodecimcostatus (Cuenca-Bescos et al., 2008), aun asi, se sigue

apreciando una morfologia de cuello, siendo en este caso mucho menos marcado. T.
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duodecimcostatus se caracteriza también por presentar un tamafio similar de los

triangulos T6-T7 y T4-T5, siendo ademéas T6 y T7 paralelos entre si (Figura 12).

Hébitat actual: Esta especie se localiza en espacios abiertos con marcada influencia
mediterranea, estando condicionada su presencia por suelos estables y himedos con
abundante cobertera vegetal.

Especie: Terricola pyrenaicus-gerbei (Gerbe, 1847)

Breve descripcion: Se han agrupado las especies Terricola pyrenaicus y Terricola
gerbei debido a las similitudes presentes entre ambas especies. Tanto el topillo de Gerbe
como el topillo pirenaico topillo de Gerbe. Esta especie presenta al igual que el resto de
las especies de Terricola los salientes T4-T5 confluyentes, formando el primer rombo
pitimiano, asi como la presencia de T6-T7 conformando el segundo, separados de la
cuspide anterior por un cuello, con presencia de 5 entrantes linguales. También presenta

zonas libres de esmalte y esmalte de tipo Microtus.

Por las similitudes entre estas dos especies de topillos hay investigadores que no las
diferencian o que tratan a T. pyrenaicus como una subespecie de T. gerbei, aunque ya
en 1880 Gerbe y de’lsle ya los identificaron como dos especies distintas por las
diferencias craneales. En lo referente al m1 de estas especies Brunete-Lecomte (2010)
indico que se pueden observar variaciones en la morfologia de este molar entre ambas
especies, correspondientes a una mayor relacion longitud/anchura, una menor
inclinacion del rombo pitimiano y un complejo anterocénido més abierto en T. gerbei.
Estas caracteristicas no se han tenido en cuenta para la realizacion de este trabajo, razon

por la cual se ha decidido no diferenciarlas (Figura 12).

Héabitat actual: Esta especie se corresponde en la actualidad con areas de

montafias/subalpinas, limitadas por factores climaticos (no mas de 15°C-16°C de media,

y no menos de 1000 mm anuales de precipitacion).
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Figura 12. Individuos seleccionados de las especies de Terricola. 1) Terricola
pyrenaicus (Cueva de EI Mirdn, nivel 130), 2) Terricola duodecimcostatus (Galeria de
las Estatuas, nivel 3), 3) Terricola lusitanicus (Galeria de las Estatuas, nivel 3-4), 3)
Microtus seseae-Terricola arvalidens (Gran Dolina, TD6) y 4) Terricola atapuerquensis

(Gran Dolina, TD10). Escala 1mm.

9. Resultados

9.1 ADN antiguo

Al realizar la PCR con cebadores para el gen mitocondrial 12S (Figura 13), se aprecia
que se ha amplificado el fragmento en la mayoria de las muestras analizadas. En los
Unicos donde no se aprecia esta amplificacion es en las muestras 126 y 130,

correspondientes a T. lusitanicus y T. pyrenaicus.

37 38 39 40 41 42 43 44 45 4647 50

Figura 13. Resultados de la PCR con cebadores para el gen mitocondrial 12S. Se aprecia

que la PCR ha dado positiva en todas las muestras menos en la 126 y la 130.
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Al visualizar los productos de la primera amplificacion de la libreria (Figura 14) se
observa como la mayoria de las muestras si presentan material alrededor de los 200-
100pb. Se aprecia que las muestras 5 y 8, correspondientes a T. lusitanicus (N°
Laboratorio: 126) y a Ch. nivalis (N° Laboratorio: 129), presentan una banda por debajo
de los 100 pb, correspondiente muy posiblemente a la presencia de dimeros. También
se puede observar como la sefial de la muestra 4, correspondiente a T. duodecimcostatus-

lusitanicus (N° Laboratorio: 125), es muy tenue.

1 2 3 45 6 7 8 91011

SEMLL]

Figura 14. Imagen correspondiente a la visualizacion de los productos de la primera
amplificacion de la libreria. Se observa la presencia de dimeros en las muestras 5y 8, asi

como escaso material genético en la muestra 4.

En los resultados del Bioanalizador (Anexo 1) se puede observar que hay presencia
de dimeros en algunas de las muestras, apreciables por la presencia de un pico en valores
alrededor de los 150pb. En el caso de la muestra de Ch. nivalis se observa un pico en
los 100pb, y por lo tanto ese valor no se corresponderia al dimero formado por los

adaptadores Truseq por lo que podria ser algun artefacto de unidén de adaptadores.
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También se observa la presencia de cadenas unidas entre si por los adaptadores,
distinguible por la presencia de ondulaciones en los electroferogramas (Daisy chain)
(Anexo 1) hacia valores elevados, ocasionadas por un posible exceso del ADN inicial en
la reaccion de amplificacion (Se aprecia en las muestras 122, 124, 127, 130, 131y 132).
Un ultimo problema que se observa en las gréficas es en la muestra 123, en la cual el
pico principal se encuentra desdoblado (bubble), debido posiblemente también al exceso

de ADN en la reaccion de amplificacion.

Las Unicas muestras que presentan resultados adecuados para continuar el proceso
segin los resultados del Bioanalizador (Anexo 1) son las siguientes: T.
duodecimcostatus-lusitanicus (N° Laboratorio:125, N2 Bioanalyzer: PBAQ7), T.
lusitanicus (N° Laboratorio: 126, N° Bioanalyzer: PBA08) y M. arvalis (N° Laboratorio:
128, N° Bioanalyzer: PBA09). Cabe destacar que la muestra 126, que habia dado
negativo en la PCR con los cebadores para el gen mitocondrial 12S, parece tener ADN
al realizar la cuantificacion, aunque cabe la posibilidad de que no se trate de ADN

enddgeno, y pueda corresponder a ADN bacteriano.

9.2 Caracteres morfoldgicos
9.2.1 PAST

En el dendograma obtenido (Figura 15) se puede apreciar un cluster, del que la
especie C. glareolus funciona como outgroup, que contiene dos subcluster principales.
El subcluster 2 contiene las especies Iberomys, y en el subcluster 1 se observan las
especies de Microtus, Chionomys, Terricola y Stenocranius. En este ultimo subcluster
también se han diferenciado otros dos distintos, el 1.1, que contiene las especies de
Terricola, M. seseae. M. jansoni, M. arvalis y M. agrestis y el subcluster 1.2, que

contiene el resto de especies estudiadas.

Entrando mas al detalle, se puede identificar hasta dos subclusters distintos dentro de
cada uno de los ya mencionados. En el subcluster 1.1 se han observado los subclusters
1.1.1 (especies de Terricola'y M. seseae) y 1.1.2 (especies de M. jansoni, M. arvalis y
M. agrestis). En el subcluster 1.2 se han diferenciado los subclusters 1.2.1 (Ch. nivalis

y M. oeconomus) y 1.2.2 (S. gregaloides y M. gregalis).
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Figura 15. Dendograma realizado mediante el programa PAST. Se ha indicado mediante

circulos los diferentes clusters y subclusters. Se ha identificado un cluster principal, dos

subcluster de primer orden, dos de segundo orden y 4 de tercer orden.

9.22TNT

Se puede apreciar como el clado interno de Microtus no se encuentra soportado ni

por Bootstrap (valores a la izquierda) ni por Bremer (valores a la derecha) (Figura 16).

Las especies de Terricola se agrupan en un clado, funcionando como la rama basal

del clado de los Microtus + Chionomys. En este clado también se observa la presencia

de M. seseae, que como se ha mencionado anteriormente, se ha identificado como M.

seseae tanto a los individuos de esta especie como de T. arvalidens.

M. oeconomus y Ch. nivalis se encuentran formando un clado hermano del formado

por el resto de especies de Microtus s.l. En este ultimo clado se pueden identificar hasta

tres distintos, conformados por M. gregalis y S. gregaloides, las especies de Iberomys,

y M. jansoni, M. agrestis y M. arvalis. Este ultimo clado se corresponde con especies

agrupadas dentro de las denominadas formas arvaloides (Chaline, 1972).
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Figura 16. Cladograma realizado por TNT. Se han indicado los valores de soporte de las

ramas por Bremer (derecha) y Bootstrap (izquierda).

9.2 Estudio morfomeétrico

9.2.1 Morfometria geométrica

La mayoria de individuos andmalos (3 de ellos) se relacionaban con las muestras
identificadas inicialmente como T. duodecimcostatus, pero al no encontrarse agrupadas,
sino dispersas y sin presentar ninguna relacion, se ha optado por tratarlas como

individuos anémalos.

En el resultado final de los analisis se puede observar que en el dendograma realizado
(Figura 17) hay presencia de dos clusters principales. En el primero de ellos se
encuentran agrupadas las especies de T. pyrenaicus, aunque en este mismo hay también
presencia de individuos de T. lusitanicus. Se observa que la mayoria de especies de T.

pyrenaicus identificadas se encuentran conformando un subcluster.

En la representacion por componentes principales (PC), se distinguen un total de 7/8
PC segun el porcentaje de varianza (76/80% respectivamente) (Tabla 5), siendo los dos
primeros los que agrupan una mayor cantidad de la misma. Se puede apreciar como los
individuos clasificados por T. pyrenaicus presentan valores altos del PC1, por el
contrario, las especies de T. lusitanicus presentan valores de centrales a bajos del PC1,

con una gran variabilidad, aun asi, este primer componente principal es el que mejor
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Figura 17. Dendograma realizado mediante las medidas de morfometria geométrica.

Individuos 1-19 pertenecen a La Cueva del Mirdn, del 20-33 a La Galeria de las Estatuas.

Los individuos marcados en azul se corresponden a T. pyrenaicus, en negro a T.

lusitanicus.

representa las diferencias entre las especies. Tapla 5. Valores de Eigenvalue

Respecto al PC2 no termina de ser resolutivo para T. y norcentaje de varianza de los

pyrenaicus, presentandose este mejor agrupado 1

mediante el PC1 y PC7. Las especies de T. principales (PC).

primeros

componentes

lusitanicus presentan una elevada diversidad de

PC |Eigenvalue |% varianza

valores del resto de PC, aunque en la representacién 1{0.00163613 24,628
PC1-PC2 se puede observar una cierta tendencia a 210.000821927 12,372
3/0.000755148 11,367

presentar mayores valores de PC1 a mayor sea el de [ 4[0 000575963 86698
PC2 (Figura 18). Esta tendencia desaparece si se | ©5|0.000447655 6,7384
. . 6/0.000423433 6,3738
eliminan los landmarks 13 y 14, correspondientes al ~10.000360293 54234
inicio del cuello entre T4-T5y T6-T7. 8(0.000295676 44507
910.000270326 4,0691

10]0.000206015 3,1011

Una de las muestras diferenciadas inicialmente como T.

pyrenaicus (3) se encuentra

mas cercana a las muestras identificadas como T. lusitanicus (Figura 18), asi como no

se encuentra en el subcluster que engloba el resto de muestras de T. pyrenaicus. A la

muestra 14 le sucede similar, pero esta si que presenta una mayor relacion con los demas

individuos de T. pyrenaicus en las representaciones geométricas de los PC.
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Figura 18. Representacion grafica de las muestras segun los componentes principales
(PC) 1-2 (A) y 1-7 (B). En azul se encuentran representadas las muestras de T.
pyrenaicus, en negro las correspondientes a la especie T. lusitanicus. Se ha representado
mediante un cuadrado las muestras pertenecientes al yacimiento de La Cueva del Mirén,

y con un circulo las correspondientes a Galeria de las Estatuas.

9.2.2 Morfometria clasica

El Andlisis Cluster no aporta informacion de utilidad, observandose que los
individuos de las distintas especies se encuentran entremezclados. Lo que si se puede
observar es una separacion segun el yacimiento de procedencia (Figura 19).
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Figura 19. Dendograma realizado a partir de las medidas lineales e indices de van der
Meulen (1973). Individuos 1-19 pertenecen a La Cueva del Mirdn, del 20-33 a La
Galeria de las Estatuas. Los individuos marcados en azul se corresponden a T.

pyrenaicus, en negro a T. lusitanicus.

Al realizar un Analisis Discriminante la clasificacion dada no varia sustancialmente.
La clasificacion dada inicialmente coincide en su mayoria con la aportada con el
programa, apreciandose Unicamente dos cambios. El individuo 14, clasificado
inicialmente como T. pyrenaicus, el Andlisis Discriminante lo clasifica como T.
lusitanicus, y la muestra 8 el programa lo clasifica como T. pyrenaicus al contrario de

la clasificacién inicial.

10. Interpretacion y discusion

Aunqgue no se han podido terminar de realizar los andlisis paleogenéticos, y por tanto
no se puede concluir si los fragmentos de ADN presentes pertenecen en efecto a las
especies estudiadas, o por el contrario es contaminacion externa tanto antigua como
moderna, si se puede observar que estos tipos de muestras, de estos yacimientos y de
esta cronologia, pueden aportar, a falta de confirmarlo mediante secuenciacion,

informacidn genética.

Ademas, se aprecia que aunque en la PCR de cebadores del gen 12S no se produzca

la amplificacion de dicho gen (Figura 13 y Figura 14), podria darse el caso de que las

44



muestras tuvieran efectivamente ADN enddgeno (e.g., T. duodecimcostatus-lusitanicus,
muestra 125, y T. lusitanicus, muestra 126). La amplificacion via PCR con cebadores
12S podrian haber dado resultados negativos por diferentes razones, ya sea por ausencia
del material genético especifico a amplificar, por tener un ADN muy fragmentado y de
menor tamafio que el de la ampliacion o porque por algin motivo se ha inhibido la

reaccion de amplificacion.

En las muestras en las que se observa la presencia de gran cantidad de dimeros,
ondulaciones en el electroferograma, asi como la presencia de picos dobles, se han
repetido las amplificaciones con los adaptadores Truseq (muestras 122, 123, 124, 127,
130, 131 y 132), controlando que la cantidad de ADN inicial no supere los 3.5
ng/reaccion. En el caso de la muestra 129 (Ch. nivalis), que presenta un marcado pico
en el valor de 100 pb, se ha repetido la purificacion con las particulas SPRI. Con esto se
ha realizado de nuevo la purificacion de las PCR, su cuantificacion por Qubit, y

actualmente se encuentran en espera de ser cuantificadas en el Bioanalizador.

Tanto el dendograma (Figura 15) como el cladograma (Figura 16), realizados por
caracteres morfoldgicos, agrupan por separado las especies de Iberomys, Terricola, asi
como las formas arvaloides (M. arvalis, M. agrestis y M. jansoni). Esto indica por tanto
una mayor relacion, al menos a nivel morfol6gico, entre dichas especies. También se
observa como las especies de M. oeconomus y Ch. nivalis se encuentran formando un
clado, aunqgue el género Chionomys ya ha sido definido como un género aparte del de
Microtus (Abramson y Lissovsky, 2012). Las especies de S. gregaloides y M. gregalis
también se encuentran relacionadas entre si tanto por el cladograma como en el
dendograma. Como ya ha sido mencionado, M. gregalis también se ha agrupado dentro
de Stenocranius, pero algunos articulos recientes (Abramson y Lissovsky, 2012), sitian
dicha especie no solo en un género distinto de Microtus, sino incluso diferente de

Stenocranius, dentro el género Lasiopodomys (Lataste, 1887).

Al observar las diferencias entre el cladograma y el dendograma se puede apreciar
como en el segundo las especies de Iberomys se encuentran separadas del resto de
arvicolinos estudiados, mientras que Terricola en este caso se localiza formando un

subcluster con las especies de formas arvaloides. En el dendograma, a diferencia que en
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el cladograma, las especies Ch. nivalis, M oeconomus, S. gregaloides y M. gregalis
forman un subcluster. Esto demuestra que, aunque los andlisis fenotipicos aportan
informacién sobre cémo pueden relacionarse las diferentes especies entre si, la
estructura general del dendograma puede acabar variando en comparacion a un analisis

cladistico.

Mediante la primera aproximacion mediante morfometria al estudio del CCA de las
especies de Terricola, se puede observar que en ningun caso los resultados terminan de
ser concluyentes. Mediante la morfometria geométrica se ha podido intuir una
separacion entre las especies de T. pyrenaicus y T. lusitanicus, pero todas las muestras
se encuentran dentro de la elipse del 95% de confianza. Mediante morfometria clasica
no se ha observado esta separacion entre especies, pero si se aprecia una clara separacion
segun el origen de las muestras (yacimientos). EI Analisis Discriminante si que

comparte en general la clasificacion de las especies dada inicialmente.

Las muestras 3 y 14, consideradas al inicio como T. pyrenaicus probablemente
correspondan a la especie T. lusitanicus. Ambas se encuentras separadas del subcluster
2 (Figura 17) donde se agrupan el resto de individuos clasificados como T. pyrenaicus.
Ademas, la muestra 3 se encuentra mas cercana a las muestras de T. lusitanicus que al
resto de T. pyrenaicus mediante la representacion de los componentes principales. La
muestra 14 aunque en la figura 18 si que se encuentra relacionada con los demas T.

pyrenaicus, el Analisis Discriminante realizado la sitia como T. lusitanicus.

11.Conclusiones

Debido a los diferentes problemas que se han presentado durante la realizacién de
los anélisis paleogenéticos, que han conllevado la necesidad de repetir los analisis, asi
como a la escasez mundial de los materiales necesarios, no se han podido terminar de
realizar las secuenciaciones del material genético presente en las muestras. Aun sin
saber si el ADN presente se corresponde a las muestras estudiadas o es contaminacion,

se ha observado que la metodologia para la extraccion de ADN fosil es aplicable a las
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muestras de micromamiferos, y los resultados de dichos analisis se utilizaran en trabajos

futuros.

El estudio filogenético, al no presentar soporte en las zonas internas de Microtus s.1.
+ Ch. nivalis, remarca la necesidad de realizar estudios complementarios que permitan
aclarar la compleja sistemética de Microtus. En este andlisis la especie de Ch. nivalis se
localiza con las especies de Microtus s.l., aunque ya se ha demostrado que Chionomys
se trata de un género distinto, lo que demuestra que no se puede llegar a conclusiones

precisas sobre la filogenética de este grupo unicamente mediante los analisis cladisticos.

La aproximacion realizada mediante estudios morfométricos no ha terminado de ser
resolutiva. Se ha observado una cierta tendencia a la separacion de las especies mediante
la morfometria geométrica, pero la separacién entre las dos especies analizadas no es
muy marcada. También se ha podido apreciar que los estudios de morfometria clasica
realizados son mas resolutivos a la hora de separar las muestras segun el yacimiento de

origen mas que por la especie a la que correspondan.

Respecto al posible caracter observado en T. lusitanicus, correspondiente a este
cuello de gran longitud entre T4-T5 y T6-T7, aunque Si parece que tiene una cierta
influencia en como se agrupan los individuos en el analisis de morfometria geométrica,
haria falta realizar un estudio con una mayor cantidad de muestras y de especies de

Terricola para apreciar si es caracteristico de esta especie en concreto.

A raiz de todos los resultados obtenidos, y al apreciar la diferente aplicabilidad de las
distintas metodologias aplicadas en este Trabajo Fin de Master, he llegado a las

siguientes conclusiones:

1. Si las secuenciaciones indican que el ADN extraido pertenece en efecto a ADN
fosil de las muestras estudiadas, su estudio y analisis sinérgico con los caracteres
morfologicos puede aportar informacion de utilidad para resolver la compleja

filogenia de Microtus s.1..
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2. Los andlisis cladisticos necesitan de estudios complementarios para poder

resolver la compleja filogénia de Microtus s.1..

3. Los anélisis de morfometria realizados en el complejo anteroconido (CCA)
aportan informacion para realizar la separacion entre diferentes especies de
Microtus s.l. con gran similitud entre sus caracteres morfoldgicos. Aun asi, el
estudio de landmarks no termina de ser concluyente, y por tanto en trabajos
futuros se propone realizar el estudio morfométrico mediante el contorno del
CCA.
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