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1. Abstract

Fossil voles (Arvicolinae, Rodentia) of the genus (or subgenus, depending of the authors) Microtus,
Iberomys, Terricola, are essential in Quaternary biostratigraphy. In this work, different trees depicting
the phylogeny of 13 species of modern common vole, currently present in the Iberian Peninsula, will be
presented. The fossil material studied in this work are the result of the excavations of the archaeo-
paleontological sites of the Sierra de Atapuerca (Burgos), and in the Cueva Del Mirén (Cantabria). The
fossils are the isolated first lower molars (m1) of the different studied species.

An analysis of the genetic sequences of these species, corresponding in this case to the mitochondrial
cytochrome b (cytb), is carried out, as well as the study of 17 different morphological traits in the
occlusal surface, roots and lateral surfaces of the m1. With these data, first separately and secondly
combined, the most probable tree has been inferred using different analyses and including the statistical
support of the branches and nodes. For its elaboration, it has been necessary to learn how to use different
cladistics and phylogeny programs, which use different types of support analysis.

As different types of analysis are used, it is possible to compare the different levels of support of each
method, as well as the variations in the distribution of the species in the obtained trees, according to the
analysis used. Furthermore, since analyses are carried out first using only morphological or genetic
characters, and finally combining both types of data, it has been possible to observe the variability in
the node support level and topology of the trees inferred, depending on the data used.

It has been observed that the addition of the set of genetic data to the morphological matrix, results in
an increase in the level of support of the nodes. This can be observed in the value obtained with the
Bremer support analysis, which presents well supported values when the genetic data were added.
However, this result is not observed in the Bootstrap and in the Posterior Probability (PP) value, in
which the support remains similar.

In all the results presented in this work, there is one fact that remains constant: the phylogeny of the
Iberian modern common voles, used in this study, is far from being fully resolved. These results present
a high controversy in the deep phylogeny of the group using both morphological and molecular data,
and additional data would be necessary to fully resolve the topology of the trees presented.

2. Introduccion

Los restos fosiles de los topillos actuales pertenecientes a los géneros (o subgéneros segun los autores),
Microtus, Iberomys, Terricola, de la subfamilia Arvicolinae (Cricetidae, Rodentia) son la herramienta
basica utilizada para las dataciones bioestratigraficas en medios continentales de edad Cuaternaria, asi
como para las reconstrucciones paleogeogréficas, paleoambientales y paleocliméticas durante el
Cuaternario (Cuenca-Bescos et al., 2010, 2016; Fagoaga, 2020). Esto es asi ya que sus dientes presentan
una morfologia propia de cada especie, especialmente el primer molar inferior (m1).

A partir de ahora, llamaremos Microtus sensu latu (Microtus s.l.) a los topillos ibéricos holocenos y
actuales cuando nos estemos refiriendo en general a este grupo de roedores de edad holoceno-actual.

La diferenciacion de las especies en la sistematica paleontoldgica de arvicolinos se realiza por la
morfologia dental, desde el momento en el que aparece el primer representante de esta subfamilia de
roedores, Allophaiomys, hace aproximadamente 2 millones de afios (Ma) (van der Meulen, 1973;



Chaline et al., 1999), momento a partir del cual los topillos han tenido una radiacion evolutiva muy
rapida, asi como una amplia distribucion en el hemisferio norte, adaptdndose a diferentes tipos de
ambientes.

Esta especializacion a distintos entornos, asi como su rapida tasa evolutiva en un corto periodo espacio-
temporal, los hace unos excelentes fésiles guia, asi como hace que su estudio sea una buena herramienta
para diferentes investigaciones, como para conseguir tener un mejor entendimiento del fenémeno de
especiacién desde el origen al final de un linaje, entre otros estudios. Esta clase de andlisis no se podrian
llevar a cabo, o serian mas complejos de realizar, con tasas de radiacion evolutiva méas bajas, o0 en un
periodo mas amplio de tiempo (Chaline et al., 1999).

Esta rapida evolucion no solo se aprecia morfolégicamente, sino también genéticamente. Por dicha
razon, resulta interesante comparar los cladogramas y arboles filogenéticos que se obtendrian
contrastando dichos caracteres, asi como realizando un andlisis conjunto de los mismos. Esta
metodologia, consistente en analizar de forma conjunta los caracteres genéticos y morfolégicos, no se
habia realizado hasta ahora con los arvicolinos.

En adicion, ha habido controversia en lo referente a la sistematica y taxonomia de estos roedores. Esto
es debido igualmente a su alta tasa evolutiva. Siendo asi, hay subgéneros que algunos investigadores
consideran que deberian ser elevados al nivel de género. (Abramson and Lissovsky, 2012; Cuenca-
Bescos et al., 2014 y literatura alli mencionada).

3. Planteamiento y objetivos

Esta memoria se corresponde a un Trabajo de Fin de Grado de Geologia de la Universidad de Zaragoza,
correspondiente al Departamento de Ciencias de la Tierra. Por dicha razdn, en este trabajo se van a poner
de manifiesto los conocimientos y habilidades obtenidas durante el tiempo en el cual se ha cursado dicho
Grado.

En este trabajo se van a emplear las herramientas de sistematica filogenética o cladistica para ver las
relaciones de parentesco de los diferentes Microtus s.l., utilizando tanto los caracteres morfoldgicos
como los genéticos de las especies estudiadas, siendo la primera vez que se analizan de forma conjunta
dichos caracteres en arvicolinos.

Para ello se han analizado 17 caracteres correspondientes a los m1 (primer molar inferior) de las 13
especies de arvicolinos actuales de la Peninsula Ibérica, cuyos restos fosiles se han obtenido de los
niveles holocenos de los yacimientos de la Sierra de Atapuerca (Burgos) y los de la Cueva del Mirdn
(Cantabria), para la realizacion de una matriz de caracteres. Dichos datos se combinardn con las
secuencias de ADN mitocondrial correspondientes al citocromo b (cytb) de cada una de las especies.

Con estos datos, se va a realizar una evaluacion de los caracteres morfolégicos de Microtus s.l. en
comparacion a la filogenia molecular, con el objetivo de apreciar si las herramientas de clasificacion
genética y morfoldgica se pueden aunar para aplicar a los estudios de paleontologia de pequefios
vertebrados (microvertebrados). Concretamente en este trabajo, se pretende comprobar su eficacia a la
hora de realizar la clasificacion de los roedores, observando si este procedimiento refuerza o debilita las
clasificaciones actuales. Esto es importante debido a que los roedores tienen, como hemos dicho, un
gran valor como herramienta bioestratigrafica, siendo utilizados tanto para estudios de la geologia del
Cuaternario, como en estudios arqueoldgicos de datacién y reconstruccion paleoambiental en relacion
con la presencia humana.



4. Localizacion geografica y geoldgica
4.1 Localizacion geografica

Los fosiles de las especies estudiadas se encuentran presentes en yacimientos arqueoldgicos y
paleontoldgicos de la Sierra de Atapuerca, y en el yacimiento de la Cueva del Mirén. Ambos
emplazamientos se encuentran al norte de la Peninsula Ibérica.

La Sierra de Atapuerca se encuentra en las cercanias de Burgos, a unos 15 km al este de la misma (Fig.
1), al noreste de la provincia de Castilla y Ledn, encontrandose delimitada por el rio Arlanzén al sur, y
por la Cordillera Cantébrica al norte.

El yacimiento de la Cueva del Mirdn, se encuentra localizado en la Cordillera Cantabrica, cerca del
limite este de la provincia de Cantabria. Dicha cueva se encuentra localizada cerca de la localidad de
Ramales de la Victoria, concretamente a unos 2km al sureste de la misma, en lo que seria el valle del
Rio Ason. (Fig. 1).
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Figura 1. Localizacion geografica de los yacimientos de la Sierra de Atapuerca y de la Cueva del
Mirén. Imagen realizada mediante ArGis, con imagen base de libre acceso de Esri.



4.2 Localizacion geoldgica

La Sierra de Atapuerca, esta constituida por materiales pertenecientes al Cretacico Superior,
recubiertos por una cobertera de materiales cuaternarios. Esta sierra se trata de un monte mesozoico,
con origen en la orogenia Alpina, relacionado con el sistema de la Cordillera Ibérica.

Este sistema constituye la rama mas al norte de la citada cordillera, con una dimension de 12km?y
hasta 1.085 m de alto. El punto més alto se corresponde con la Colina de San Vicente, caracterizada por
presentar cuatro superficies de erosién que dan lugar a dicha meseta, en la cual se localiza el sistema de
cuevas que constituye estos yacimientos. (Ortega et al., 2014)

Ademas, esta sierra se encuentra en el paso entre la cuenca del Ebro y la cuenca del Duero,
concretamente en el sector noreste de esta Ultima, en el denominado corredor de Bureba. (Ortega et al.,
2014, Cuenca-Bescos et al., 2009a)

La Cueva del Mirén, se encuentra en un sistema montafioso de origen Alpino, que se corresponde con
el “Pirineo Vasco-Cantabrico”. La zona donde se encuentra también se trata de un sistema karstico,
concretamente, formando parte del sistema kéarstico del Monte Pando, caracterizado por tener varias
cuevas con yacimientos arqueoldgicos, paleontoldgicos y pinturas rupestres (Cuenca-Bescoés et al.,
2012, Iriarte-Chiapuso et al., 2015).

La entrada de este sistema karstico se encuentra en la cara oeste de dicho monte (Marin-Arroyo, 2007;
Garcia, Gonzalez y Straus, 2012), constituido por calizas del Cretécico, correspondientes a las facies
Urgon.

5. Descripcion y geologia de los yacimientos
Yacimientos de la Sierra de Atapuerca

Los yacimientos de la Sierra de Atapuerca se encuentran localizados en el interior de un sistema
karstico dentro de la propia Sierra, desarrollandose en los 40-70 metros de potencia que presentan las
calizas y dolomias del Cretacico Superior (Ortega et al., 2014).

Este sistema se encuentra rellenado de materiales Cuaternarios, los cuales contienen los restos fosiles
gue han sido arrastrados hasta el interior desde la cobertera del sistema montafioso. Cabe destacar la
presencia de restos de origen orgénico, procedentes de la actividad de predadores (Cuenca-Bescos,
Canudo y Laplana, 1995), como por ejemplo, restos de microvertebrados en egagropilas.

Dicho sistema de cuevas fue descubierto a inicios del siglo XX, cuando se construyd la trinchera para
un ferrocarril, zona ahora conocida como Trinchera del Ferrocarril, que atraveso las calizas del flanco
suroeste de la Sierra de Atapuerca. (Ortega et al., 2014).

La gran cantidad de hallazgos de restos de hominidos fue la principal razén por la cual dichos
yacimientos se hicieron conocidos. Sin embargo, su contenido a nivel paleontoldgico de otros taxones
es también de gran importancia, al encontrarse en el paso entre dos cuencas sedimentarias, tratindose
por tanto de un importante emplazamiento para la via migratoria entre el Mediterraneo y el Atlantico.
(Cuenca-Bescos et al., 2009a).



Este sistema karstico presenta 4.7 km de zonas exploradas (Ortega et al., 2014), los cuales se
encuentran divididos en tres principales sistemas de cuevas: El Mirador, Cueva Mayor, y Trinchera del
Ferrocarril o La Trinchera (Fig. 2).

Segun indico Vergés et al. (2002), la zona de EI Mirador, constituye una de las mejores secuencias del
Holoceno de la Peninsula Ibérica. La zona de la Cueva Mayor, presenta entre sus yacimientos el
correspondiente a la Sima del Elefante, sin embargo, este se encuentra expuesto en la zona de La
Trinchera, en una parte del recorrido del antiguo ferrocarril. Por dicha razén la Sima del Elefante es en
realidad parte de esta tercera zona, al igual que los yacimientos de la Gran Dolina y Galeria.
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Figura 2. Localizacion de las diferentes zonas que constituyen el sistema karstico de la Sierra de
Atapuerca, asi como los diferentes yacimientos que se localizan en cada una de las zonas. Imagen
tomada de Cuenca-Bescds et al. (2009a).

La riqueza de estos yacimientos en fosiles de micromamiferos es tal, con un registro practicamente
continuo desde el Pleistoceno inferior hasta la actualidad, que permite establecer una serie de unidades
faunales (F.U) equiparables con las biozonas de la estratigrafia continental de la Peninsula Ibérica (Fig.
3). Dicha biozonacion se puede comparar con la observada en otros yacimientos en Europa, tales como
la cueva de Kozarnika (Bulgaria) o Karlich (Alemania), permitiendo asi su comparacién con la
bioestratigrafia europea. (Cuenca-Bescds, 2018).

Las diferentes biozonas mencionadas se definen segln los momentos de primera o Gltima aparicion de
determinadas especies en el registro estratigrafico, asi como por la presencia de una determinada
asociacion de especies en cada una de las biozonas. (Cuenca-Bescds, 2018).

Las biozonas definidas segun los restos de micromamiferos son las mencionadas a continuacion
(Cuenca-Bescos et al., 2010, 2016). En este caso, solo se va a mencionar las asociaciones de arvicolinos:
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micromamiferos presentes en la Peninsula Ibérica, a lo
largo del Cuaternario, excluyendo el primer piso del
Pleistoceno (Gelasiense), segun los trabajos de Cuenca-
Bescés et al. (2010, 2016) y Cuenca-Bescos, (2018),
equiparados con las unidades faunales (F.U) presentes en
los yacimientos de la Sierra de Atapuerca.

-Unnamed: Esta biozona, actualmente
sin nombre, se corresponde al intervalo desde la desaparicidn de las especies mencionadas en el limite
superior de la anterior biozona, hasta el ultimo registro de T. arvalidens y M. seseae, asi como el primer
registro de M. ratticepoides, el cual delimita la proxima biozona.

-Microtus ratticepoides: Se encuentra delimitada por el primer y el Gltimo registro de M. ratticepoides.
Su limite inferior también estad marcado por la desaparicion de T. arvalidens y M. seseae.

-Iberomys mediterraneus: Su limite inferior se corresponde con la primera aparicion de |I.
mediterraneus. Esta biozona se corresponde con el primer registro de T. atapuerquensis, M. arvalis, M.
jansoni, P. lenki y A. sapidus.

-Unnamed: Esta biozona sin nombrar se corresponde con la fauna del Pleistoceno medio, y aun no
presenta una definicion detallada.

-Clethrionomys glareolus: Delimitada por la primera aparicion de esa misma especie en el limite
inferior. El limite superior se encuentra marcado por la aparicion de Iberomys cabrerae.




-lberomys cabrerae: Diferenciada de la anterior por la aparicién del topillo de cabrera. Su limite
inferior también se corresponde con la aparicion M. oeconomus, T. duodecimcostatus, T. pyrenaicus,
Ch. nivalis y A. terrestris. Su limite superior se corresponde con la aparicion de T. lusitanicus,

-Terricola lusitanicus, Delimitada de nuevo por la aparicién de esta especie, y abarca desde ese
momento hasta la fauna actual.

-Fauna actual: El registro actual de las especies de arvicolinos, contiene las 13 especies estudiadas en
este trabajo.

La Cueva del Mirén

La Cueva del Mir6n fue descubierta a inicios del siglo XX, pero su excavacion no comenzé hasta
1996.

Se trata de un sistema karstico que se encuentra de nuevo relleno de materiales cuaternarios, los cuales
provienen en gran parte del abanico coluvial-aluvial presente en el borde de la cueva, asi como de
materiales crioclasticos y materiales originados por caida de bloques. Ademas, también hay presencia
de precipitaciones de carbonato, a partir de las calizas que constituyen las paredes y el techo del sistema
(Cuenca-Bescos et al., 2009b).
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Figura 4. Plano de la Cueva del Mir6n, en el que se observa la distribucién de cada una de sus zonas
de excavacion. Imagen tomada de Cuenca-Bescos et al. (2008).

Esta cueva se divide en diversas zonas, denominadas la Cabafa, la Trinchera, el Corral del Gran
Vestibulo Soleado, y la Rampa (Fig. 4).

Estas zonas estan divididas en niveles estratigraficos o arqueoldgicos, que presentan diferente potencia
segun su contenido arqueolégico. Esto se debe a que este yacimiento se encuentra excavado y estudiado
con metodologia arqueolégica, lo que conlleva que los estratos se encuentren numerados al contrario de
lo que corresponderia segun la metodologia en geologia, colocando la cota 0 en el techo. Esto también
es debido a que en las excavaciones llevadas a cabo el sustrato rocoso ain no ha sido alcanzado, el cual
segun los sondeos de georradar realizados, debe encontrarse a unos 9 o 10 metros de profundidad
(Garcia, Gonzalez y Straus, 2012).

La zona de la Cabafia, presenta una gran riqueza con respecto a fésiles de micromamiferos. Es ademas
la zona a la que corresponde el nivel 17, al cual pertenecen las muestras que se han estudiado en fisico
en este TFG. En la zona de La Trinchera, se observan niveles con una menor cantidad de



micromamiferos, lo que también podria deberse a un menor estudio de estos niveles, dandose el caso
que las especies escasas en las otras zonas, aqui estan ausentes. Por Gltimo, la zona de la Rampa distal
de la terraza aluvial esta constituida por los niveles de mayor antigliiedad alcanzados en la Cueva del
Mirén. (Cuenca-Bescos et al., 2008).

6. Sistematica y metodologia

Para la clasificacion sistematica de las especies estudiadas en este trabajo, se ha seguido la presente
en el Proyecto de Investigacién la Fauna Ibérica, del Museo Nacional de Ciencias Naturales (web:
http://www.faunaiberica.es/).

La nomenclatura utilizada para la descripcién de los caracteres correspondientes al m1 de las
especies estudiadas se puede observar en la fig. 5.

ANTERIOR

POSTERIOR

Figura 5. Nomenclatura utilizada en la descripcion del primer molar inferior (m1). CA= cUlspide
anterior, CCA: complejo anterocénido, LRA: entrante lingual, BRA: entrante bucal, T: triangulos, RP:
rombo pitimiano, PL: I6bulo posterior. Imagen modificada de Bafiuls-Cardona (2017).

6.1 Sistematica

Se ha realizado el andlisis, tanto morfol6gico como de ADN de 13 especies distintas de la linea
evolutiva de los de Microtus s.1. de la Peninsula Ibérica, aunque en el estudio no se han tenido en cuenta
las posibles variaciones morfoldgicas que puede haber dentro de una misma especie. Las especies que
han sido estudiadas en este trabajo son las siguientes:

Familia: Cricetidae, Fisher, 1817

Subfamilia: Arvicolinae, Gray, 1821
8



Género: Clethrionomys (=Myodes), Tilesius, 1850

Especie:_Clethrionomys glareolus (Schreber, 1780)

Breve descripcion: El topillo rojo, Clethrionomys glareolus es una especie actual, caracterizada por
ser la Unica representante de los arvicolinos actuales de la Peninsula Ibérica que alin conserva raices. Se
caracteriza también por presentar cemento en los entrantes tanto linguales como labiales, presentando 4
entrantes linguales. Presenta el mismo espesor de esmalte a lo largo de todo el perimetro, sin zonas libres
de esmalte. Ademas, todos sus triangulos se encuentran confluyentes entre si. Se ha observado la
presencia de mas de 3 tridngulos antes del complejo anterior, estando T4 y T5 comunicados entre si, asi
como la ausencia de cuello entre T6 y T7 y la cUspide anterior. A partir de este momento nos referiremos
a esta especie como Myodes glareolus.

Género: Arvicola, Lacépéde, 1799

Especie: Arvicola sapidus (Miller, 1908)

Breve descripcion: La cominmente denominada rata de agua, o rata de agua meridional, A. sapidus se
trata de la especie que se ha elegido como outgroup en los analisis realizados, se caracteriza por presentar
esmalte tipo Mimomys, es decir mas fino en la parte anterior de los tridngulos, y mas grueso en la
posterior, presentando también zonas libres de esmalte. Presenta hasta T5, con 4 entrantes linguales,
estando T5 y T4 convergentes, dando lugar al primer rombo pitimiano, y a la vez confluyentes con el
complejo anterior, con presencia de cuello. Siendo asi, se observa una estructura de 3T + CA (tres
tridngulos mas complejo anterior). Como es caracteristico de su género, se observa un islote libre de
esmalte en la cUspide anterior. Esta especie se ha elegido como outgroup en los analisis filogenéticos y
morfoldgicos realizados.

Especie: Arvicola terrestris (Linnaeus, 1758)

Breve descripcién: La rata topera, o rata de agua nortefia, A. terrestris es similar a A. sapidus,
presentando parecidos caracteres que la anterior, pero es de menor tamafio y el esmalte es de tipo
Microtus, es decir, mas grueso en la parte anterior de los triangulos que en la anterior, presentando al
igual que A. sapidus, zonas libres de esmalte. Esta especie se utilizara junto a A. sapidus como outgroup
en los analisis filogenéticos realizados.

Las especies de los géneros (o subgéneros) Chionomys, Microtus, Terricola e Iberomys que se
describen a continuacion, tienen el esmalte del tipo Microtus, es decir con el esmalte mas grueso en la
parte anterior de los tridngulos del m1, como en Arvicola terrestris.

Género: Chionomys, Miller, 1908

Especie: Chionomys nivalis (Martins, 1842)

Breve descripcion: la especie Chionomys nivalis, o también conocido como el topillo nival, o el
neveron, se caracteriza por la extrafia morfologia que presenta T6 y T7, dando una apariencia de “punta
de flecha” 0 “seta” a la cuspide anterior, y por tanto con ausencia de cuello, presentando 4 entrantes
linguales. La cuspide anterior tiene una leve inclinacion hacia el lado labial, con T6 cayendo con forma
de “gota” en algunos casos. Presenta esmalte diferenciado con zonas libres de esmalte. Esta especie no
presenta el primer rombo pitimiano, estando T5y T4 sin conexién entre si.




Género: Microtus, Schrank, 1798

Especie: Microtus arvalis (Pallas, 1779)

Breve descripcién: El topillo campesino, M. arvalis, denominado antiguamente como M. terrestris
Schrank, 1798, se corresponde con la especie tipo del género Microtus. Esta especie, presenta esmalte
tipo Microtus con zonas libres de esmalte, asi como una disposicion simétrica y paralela de los triangulos
presentes, hasta T7, y de los correspondientes dngulos entrantes, Ilegando hasta 5 entrantes linguales,
encontrandose T4 y T5 sin conexion. Presenta una cuspide anterior mas redondeada que la observable
en M. agrestis, con presencia igualmente de cuello entre la clspide anteriory T6y T7.

Especie: Microtus agrestis (Linnaeus, 1761)

Breve descripcidn: 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. Estas dos especies se
diferencian por presentar T4 y T5, asi como T6y T7 y sus respectivos entrantes una disposicién no tan
simétrica ni paralela como lo observado en M. arvalis, produciendo como consecuencia que la clspide
anterior no sea tan redondeada. 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)

Especie: Microtus gregalis (Pallas, 1779)

Breve descripcion: M. gregalis, conocido como topillo de cabeza estrecha, presenta el mismo tipo de
esmalte que el resto de Microtus s.l, asi como presenta zonas libres del esmalte. Se observa hasta T7,
pero con un reducido o inexistente T6. T5 y T4 se encuentran incomunicados, y se observa un cuello
entre T7y T6y la clspide anterior, menos marcado que en otras especies, lo que conlleva a que presente
un total de 5 entrantes linguales.

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, aun asi, se observan un total de 5 entrantes linguales.
M. oeconomus también presenta zonas libres de esmalte, asi T5 y T4 aislados.

Especie: Iberomys cabrerae (Thomas, 1906)

Breve descripcion: El iberon o topillo de cabrera, I. cabrerae, se diferencia del resto de especies de
Microtus mencionadas por la morfologia que presenta el ml de esta especie, con presencia en los
salientes linguales de una mayor longitud lateromedial en comparacion con los entrantes labiales,
caracteristica denominada “asimetria labio-lingual” (Cuenca-Bescos et al., 2014). Otra caracteristica
distintiva es la presencia de un complejo anterocdnido triangular, con un marcado espolén en su apice,
denominado gancho lingual proximal, asi como el hecho de que el 4 entrante lingual es muy profundo,
alcanzando précticamente el lado labial. Estas caracteristicas ya fueron observadas por Chaline (1972),
siendo debido a ellas por lo que algunos investigadores consideran que la especie I. cabrerae deberia
separarse como un género aparte de los Microtus, junto con las especies extintas de I. dentatus, I.
mediterraneous e I. huescarensis elevandose Iberomys, Chaline (1972) al nivel de género, siendo I.
cabrerae el Gnico representante actual (Cuenca-Bescos et al., 2014).
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Género: Terricola, Fatio, 1867

La diferenciacion de las diferentes especies de Terricola es compleja, pero segin 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 segundo rombo pitimiano y la abertura de la
cuspide anterior.

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 cispide anterior, dando lugar a un cuello marcado. Al igual que los
anteriores Microtus, presenta zonas libres de esmalte.

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 cuspide anterior, encontrandose ampliamente comunicados en T. duodecimcostatus (Cuenca-Bescds
et al., 2008), aun asi, se sigue apreciando una morfologia de cuello, siendo en este caso mucho menos
marcado.

Especie: Terricola gerbei (gerbei) (Gerbe, 1847)

Breve descripcion: El topillo de Gerbe, T. gerbei, al igual que el resto de las especies de Terricola
presenta T4-T5 confluyentes, formando el primer rombo pitimiano, asi como la presenciade T6 y T7
conformando el segundo, separados de la cuspide anterior por un cuello, y con presencia de 5 entrantes
linguales. También presenta zonas libres de esmalte.

Especie: Terricola pyrenaicus (gerbei) (Sélys-Longchamps, 1847)

Breve descripcién: T. pyrenaicus, o el topillo de Gerbe pirenaico, es muy similar a T. gerbei, por este
hecho, algunos autores no los diferencian, o tratan a T. pyrenaicus como una subespecie dentro de T.
gerbei, refiriéndose al primero como T. gerbei gerbei y al segundo como T. gerbei pyrenaicus. En si,
las diferencias entre uno y otro es la mayor relacion longitud/ancho en T. gerbei con respecto a T.
pyrenaicus, asi como el hecho de que el segundo rombo pitimiano se encuentra menos inclinado, y la
parte delantera del complejo anterocénido es mas abierto (Brunet-Lecomte, 2010). Estos caracteres no
se han tenido en cuenta en la matriz realizada en este trabajo, siendo asi, en los caracteres estudiados
presentan una completa similitud.

6.2 Metodologia

6.2.1 Metodologia correspondientes a los analisis filogenéticos

En este trabajo no se ha planteado la extraccion de ADN antiguo ante la dificultad de extraer ADN de
las muestras fosiles en el marco de un Trabajo de Fin de Grado. Por esto, se ha recurrido a la base de
datos de Genbank (Benson et al., 2013) para la obtencion de los datos del genoma mitocondrial utilizado
ampliamente en la literatura cientifica. Algunos ejemplos de trabajos en los cuales se ha utilizado el
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genoma mitocondrial, en este caso para el estudio de los arvicolinos, son; Baca et al. (2020), Li et al.
(2016) y Galewski et al. (2006).

Se ha elegido una secuencia mitocondrial de cada una de las especies, a excepcion de 1. cabrerae del
cual se han obtenido todas las secuencias disponibles.

Como vamos a analizar el genoma mitocondrial, se ha elegido trabajar con el citocromo b (cytb). En
concreto, se ha elegido dicho gen ya que presenta una tasa de mutacién lo suficientemente elevada como
para poder realizar la discriminacion entre especies.

En este caso, Unicamente se han usado aquellas secuencias que se encontraban completas con 1143
caracteres, 0 1140 si el stop codon habia sido eliminado al final de la secuencia. Este stop codon se
refiere a los tres Gltimos nucledtidos que indican el final para la codificacion del gen.

Los datos se han procesado y alineado mediante el programa Mega v.10.0.5 (Kumar et al., 2018), con
el que se ha procedido a la eliminacidn de las secuencias repetidas o con ausencia de gran cantidad de
nucledtidos (missing data), seleccionandose finalmente una secuencia por cada especie.

La filogenia se ha realizado por medio de un analisis de tipo Méaxima Verosimilitud, que consiste
basicamente en elegir el resultado mas compatible con los datos observados, ver Fisher (1922). Este
analisis se ha realizado por medio del programa RAXML v.8.2.11 (Stamatakis, 2014), con el que se han
llevado a cabo un total de 100 Bootstrap.

Posteriormente se ha procedido a la identificacion de la posicion de los diferentes nucledtidos en los
codones de las secuencias de cada una de las especies por medio del programa Dambe v.7.0.5 (Xia,
2017). Los codones correspondientes a los genes que se encargan de la codificacion de proteinas se
encuentran divididos en tres posiciones distintas (nucledtidos), siendo la tercera de ellas la que puede
presentar mayores cambios y alteraciones debidas a mutaciones, ya que se trata de la méas susceptible a
estos procesos, debido a que los cambios realizados en esta posicion no suelen generar cambios en el
aminoacido que codifican, tratandose por tanto de mutaciones silenciosas y no letales.

Una vez obtenidas las posiciones en cada coddn, se han concatenado, o unido, usando de nuevo el
programa Mega. Con estos datos, se ha realizado un analisis por PartitionFinder v.2.1.1 (Lanfear et al.,
2016) para inferir el mejor esquema de particiones y qué modelo evolutivo se ajusta mejor a cada una
de las particiones realizadas.

A continuacion, se ha realizado la filogenia usando RAXML, con la misma cantidad de Bootstrap, y
un andlisis de Inferencia Bayesiana por medio del programa MrBayes v.3.2.3 (Ronquist et al., 2012), en
el cual se han realizado 10 millones de generaciones, en las cuales se ha procedido a registrar cada 10
mil, eliminandose un 10% (0.1) como burnin. Una explicacion de en qué consisten los andlisis de
Inferencia Bayesiana, asi como su aplicacion mediante MrBayes se encuentra en Ronquis et al. (2009)

Todos los analisis se han realizado por medio de la plataforma online CIPRES Science Gateway
(Miller et al., 2010).

Con estos analisis se obtienen un archivo tipo .tree, que se ha visualizado mediante el programa Figtree
v.1.4.3 (Rambaut, 2009), dando asi lugar a los &rboles filogenéticos, en los cuales se han utilizado las
especies de Arvicola como outgroup. Este programa nos permite ver el valor del soporte de los nodos
generados.
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El valor de soporte, indicado con un nimero en cada nodo (ver las figuras de los cladogramas méas
adelante), nos indica si los taxones que engloba cada nodo se encuentran mas 0 menos soportados de
forma estadistica, es decir, si ese clado se puede considerar que se encuentra verificado o no segun los
datos utilizados para realizar los analisis. Un nodo con valor de Bootstrap de 100 en los analisis mediante
RAXML o un valor de 1 en Probabilidad Posterior (PP) usando MrBayes, indicara la presencia de un
suporte maximo en dicho nodo. Que un nodo presente un buen soporte no impide que, dentro del clado
gue engloba pueda haber otros que no se encuentren soportados.

El valor de soporte mediante el cual un nodo se considera bien soportado varia segun el tipo de analisis
que se realice. En el caso de los anélisis usando MrBayes, el nodo se considera soportado cuando tenga
un valor de PP mayor o igual a 0.95 con respecto a 1. Por otro lado, en los andlisis de Maxima
Verosimilitud usando RAXML, se considera un valor aceptable de Bootstrap a partir de 75 sobre 100.
De todas formas, el intervalo en el cual el nodo se considera soportado varia segln autores.

6.2.2 Metodologia correspondiente a los anélisis de los caracteres morfoldgicos

Se ha analizado la morfologia y los caracteres del primer molar inferior (ml1) de las especies de
Arvicolinae analizadas en este trabajo. Para ello se ha recurrido a las descripciones en diferentes
publicaciones (Bafiuls-Cardona, 2017; Cuenca-Bescos et al., 2008, Cuenca-Bescds et al., 2009a) de los
niveles holocénicos de los yacimientos de la Sierra de Atapuerca y de la Cueva del Mirdn, para observar
las especies presentes durante el Holoceno en la Peninsula Ibérica, asi como la morfologia de los m1 de
las poblaciones de esas zonas. Igualmente se ha estudiado muestras de la Cueva del Mirdn, nivel 17,
donde se ha observado una cierta variabilidad morfoldgica (Fig. 6). Aunque en este trabajo, dicha
variabilidad no se va a tener en consideracion, es importante tener en cuenta que estas variaciones se
dan en la naturaleza.

Figura 6. Fotografia de una muestra del nivel 17 de la Cueva del Mir6n (escala 1mm). En la
imagen se observa un m1, probablemente correspondiente a un ejemplar de M. agrestis o arvalis,
aunque la morfologia que se observa no es la que estas especies suelen presentar. Se ha clasificado
de esta forma debido sobre todo al tamafio que presenta el molar, sin ser tan largo como los m1 de
Chionomys nivalis y ser de mayor tamafio que M. oeconomus. Ambas especies también se han
observado en dicho nivel junto a M. agrestis y arvalis.

Se ha construido una matriz de caracteres, codificada en 0/1/2 segln la presencia, ausencia, o estado
intermedio, del caracter en la especie estudiada (Fig.7). En total se han estudiado 17 caracteres en 13
especies diferentes, sin determinar si dichos caracteres estan relacionados o evolucionaron por medios
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distintos. Es importante tener en cuenta que algunas caracteristicas diagndsticas de las especies no se
han tenido en cuenta a la hora de realizar la matriz, como la morfologia en forma de “seta” de la cuspide
anterior de Ch. nivalis.

Especies Caracteres
1 2 ) 4 5 6 7 8 9 |10 (11 )12 |13 |14 | 15| 16 | 17

A. sapidus

A. terrestis
Myodes glareolus
Chionomys nivalis
M. gregalis

M. oeconomus

M. agrestis

M. arvalis

I. cabrerae

T. lusitanicus

T. duodecimcostatus
T. pyrenaicus

T. gerbei

[ I I T T R R =
[ I T T T R R =
[ I I N N R R = R =)
[l Ll L e el el el T T (=2 T
[ I T T L T T T T T E =0 [ =)
olo|lo|lr ||k rm|lolo]o
[ I D I TN TN TS D R E=1 [ =}
[ I I N N R R R =1 =}
olo|lo|lr|rk |k r|lolo]o
olo|lo|~|o|o|lo|olo|olo]o
ololo|r|olo|lololololo|o
olo|lo|r|o|o|lo|olo|o|lo|o
NI =11 TN =1 T (=1 (=2 N N}

ololo|lolo|olo|o|olo|o|o|~
NSNS N NI R DS TS =11=)
ololo|lolo|olo|o|olo|o|~|—
[l Tl I Ll Tl Ll Tl Tl Il [ =1 =Y =Y =)

=
[N
N
[N
N
o
=
=
o
o
o
o
N

Figura 7. Matriz de caracteres morfoldgicos de las 13 especies estudiadas. Se ha aplicado un cddigo
de colores, de acuerdo a las figuras adjuntadas en el Anexo 1. Los caracteres representados son: 1.
Ausencia de raices, 2. Presencia de esmalte diferenciado, 3. Esmalte tipo Mimomys, 4. Esmalte tipo
Microtus, 5. Presencia de zonas libres de esmalte, 6. 3T+CA (complejo anterior), 7. Presencia de 5T
cerrado, 8. 4T+5T cerrados o abiertos con presencia de 6T y 7T, 9. T6 y T7 cerrados o abiertos
(presencia segundo rombo pitimiano), 10. 5T y 4T no comunicados (ausencia primer rombo pitimiano),
11. 4li (LRAA4) probergente, 12. Ausencia de T6, 13. Presencia de islote de esmalte, 14. Asimetria labio-
lingual (LaLi), 15. Presencia de gancho lingual proximal, 16. Presencia de cuello antes de la cuspide
anterior, 17. NUmero de entrantes linguales, 4 o 5.

Los datos de la matriz se han trasladado al programa TNT v. 1.5 (Goloboff y Catalano, 2016), donde
se ha obtenido un cladograma de acuerdo a los datos aportados mediante la matriz de caracteres realizada
a Excel. El andlisis se ha llevado a cabo mediante la opcion de basqueda tradicional, mediante la cual
se han realizado un total de 1000 replicaciones (nimero de secuencias afiadidas de forma aleatoria), de
las cuales se han guardado 100 &rboles por replicacion.

En estos cladogramas se ha utilizado A. sapidus como outgroup de las especies estudiadas. Una vez
obtenido el cladograma, se ha realizado un andlisis tipo Bremer support (Bremer, 1994), también
llamado “decay index”, cominmente usado en paleontologia, y otro tipo Bootstrap estandar
(Felsenstein, 1985). Ambos son analisis de soporte de ramas de tipo parsimonia.

Estos analisis sirven para determinar el indice de soporte de las ramas que forman el cladograma
resultante, dando asi una vision mas objetiva de la certeza de los resultados obtenidos. De caracter
general, todo lo que esté por debajo de un valor de 4 0 5 en Bremer, y por debajo de 80 en Bootstrap, se
considera que esta poco soportado.

6.2.3 Metodologia correspondiente a los analisis combinados

Los datos obtenidos por cada método se han analizado conjuntamente, utilizando de nuevo el programa
TNT, con la especie A. sapidus como outgroup. Para esto, se ha creado un documento de texto en el cual
se han afiadido de forma conjunta los datos morfoldgicos y genéticos de cada una de las especies.

Dicho archivo se ha abierto por medio de TNT, obteniéndose esta vez un cladograma resultante de los
dos blogues de datos, en el que se han realizado también los analisis de soporte de ramas de tipo Bremer
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support y Bootstrap estandar. Los valores para buen soporte en estos andlisis son, al igual que en el
apartado anterior, correspondientes a un valor mayor o igual de 4/5 en Bremer y de 80 en Bootstrap.

A parte del cladograma realizado por medio de TNT, se ha realizado un andlisis de tipo Inferencia
Bayesiana, mediante MrBayes, con esta misma matriz de datos conjuntos, usando ambas especies de
Arvicola como outgroup.

El objetivo de realizar los dos tipos de analisis es poder llevar a cabo una comparacion del nivel de
soporte al obtenerse resultados de diferentes tipos de analisis. En este Gltimo caso, al igual que en el
punto 6.1, los nodos se consideraran soportados cuando se encuentren por encima de 0.95.

Para terminar, se ha realizado un mapeo de los caracteres morfolégicos en el arbol resultante de la
Inferencia Bayesiana, mediante el programa Mesquite v.3.61 (Maddison & Maddison, 2019). Los
arboles resultantes se han incluido en el Anexo 1.

7. Resultados

7.1 Resultados analisis citocromo b (cytb)

Los resultados obtenidos por los analisis de los datos genéticos, realizados por Maxima Verosimilitud
y por Inferencia Bayesiana se han representado conjuntamente en la fig. 8.

La topologia del arbol filogenético en cada uno de los tres analisis es idéntica, a excepcién de un
cambio en el andlisis de Maxima Verosimilitud realizado sin particionar las secuencias mitocondriales
segun cada una de las posiciones de los codones. Este cambio se observa en la posicion que presenta M.
gregalis, encontrandose este junto a M. oeconomus, presentando por lo tanto una mayor relacién entre
si. En este caso, formarian un clado, hermano del formado por M. arvalis y M. agrestis.

En los otros resultados M. gregalis se encuentra como rama basal del clado de los Microtus, mientras
M. oeconomus se encuentra conformando un clado no soportado con M. arvalis y M. agrestis.

Como se puede observar, I. cabrerae forma un clado con el grupo de los Terricola. Aunque el clado
gue conforman estas especies no se encuentra suportado, Terricola presenta un completo soporte en los
tres analisis. Por el contrario, el resto de nodos que se observan dentro de los Microtus s.l. no presenta
un buen soporte estadisticamente. Esta caracteristica generalizada tiene una excepcion en el analisis de
MrBayes, con presencia de un nodo soportado con valor de 0.98, que nos englobaria todos los Microtus
s.l. a excepcién de M. gregalis.

El nodo que engloba a todos los Microtus s.I. mas Ch. nivalis se encuentra soportado, en el analisis
bayesiano completamente, y por los realizados por M&xima Verosimilitud con un valor muy similar
entre si, que ya se considera como un valor de buen soporte (>75).

El resto de nodos presentes, en cualquiera de los andlisis realizados, no se encuentra soportado, y
ademas el valor que presentan en la gran mayoria de casos no se acerca al valor con el cual ya se
consideraria como un buen soporte. De nuevo, se observa una excepcién, en la presencia de un nodo
con valor de 0.9 del andlisis de Inferencia Bayesiana, el cual nos engloba M. oeconomus, M. agrestis y
M. gregalis. Este nodo aun sin estar soportado, se encuentra cerca del valor de 0.95, ya correspondiente
a un soporte moderado.

15



Myodes glareolus

Chionomys nivalis

________ Microtus gregalis

82/84/1 [ '

Microtus oeconomus

-/57/0.40

Microus agrestis

Microtus arvalis

31/36/0.98

30/35/0.68
" Terricola gerbei
17/44/0.72 :
Terricola pyrenaicus

99/100/1

E Terricola duodecimcostatus
Terricola lusitanicus

Iberomys cabrerae

C Arvicola terrestris
Arvicola sapidus
0.05

Figura 8. Resultados de los analisis realizados de Méaxima Verosimilitud y de Inferencia Bayesiana para
las especies estudiadas usando los datos moleculares. Los andlisis se han realizado mediante RAXML y
MrBayes, respectivamente. Los valores de soporte de los nodos de los anélisis por RAXML se encuentran
en color rojo (sin separacion de los codones por posiciones) y en azul, (con separacion de los codones de
las secuencias mitocondriales de CYTB). Los analisis realizados por MrBayes se encuentran en negro.
En el analisis RAXML realizado con las secuencias sin la separacién de los codones, hay una diferencia
con respecto a los otros dos analisis, como se indica mediante lineas rojas discontinuas. Los nodos
totalmente soportados por los tres analisis, es decir, con valor de Bootstrap=100 en ambos analisis
realizados por RAXML y con valor de Probabilidad Posterior = 1 en el realizado por MrBayes, se han
representado por medio de un circulo blanco en dicho nodo.

7.2 Resultados analisis morfolégico

Mediante el programa TNT, se ha realizado un andlisis por medio de blsqueda tradicional de los datos
morfoldgicos, obteniéndose un Unico resultado (Fig. 9).

Al utilizarse la especie A. sapidus como outgroup, A. terrestris se presenta separado tanto del outgroup
como del resto de especies. Se observa como Myodes glareolus es la otra especie que se encuentra

separada de los Microtus s.l.

Las especies de Terricola son las que se encuentran mas cercanas al outgroup y a Myodes glareolus,
siendo la rama basal del clado de Microtus. En otro grupo se observa que se encuentran en conjunto M.
arvalis y M. agrestis, y se observa un ultimo grupo donde se aprecia la presencia de Chyonomis nivalis
y |. cabrerae por un lado, y M. oeconomus y M. gregalis por el otro.

Los valores de soporte se observan en la fig. 9, siendo los correspondientes a Bremer los representados
a laizquierda y los de Bootstrap a la derecha. Los resultados muestran que las ramas que conforman el
cladograma, no se encuentran soportadas por ninguno de los dos analisis, incluso llega a ser inferior a
50 en el caso de Bootstrap, presentdndose entonces con un interrogante.
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Figura 9. Resultados de los andlisis realizados mediante el programa TNT, de las especies
estudiadas con datos morfoldgicos. En el cladograma se han representado el nivel de soporte de los
nodos mediante la realizacion de andlisis Bremer (izquierda) y Bootstrap (derecha) respectivamente.

7.3 Resultados del analisis conjunto genético-morfologico

Al realizar el analisis conjunto de los caracteres genéticos y morfologicos mediante el programa TNT,
se ha obtenido los resultados presentes en la fig. 10. En el cladograma obtenido se observa un mayor
soporte por parte de los analisis de tipo Bremer que por los analisis de tipo Bootstrap.

Hay presencia de ramas que no se encuentran soportadas por Bootstrap, en la mayoria de casos con
valores menores de 50%, pero que por el contrario se encuentran soportados por Bremer, con valores
entre 4 y 6. Dentro de los Microtus s.l., los Terricola son los Gnicos que se encuentran soportados por
ambos analisis. Se observa como de nuevo M. gregalis y M. oeconomus forman un clado hermano con
M. arvalis y M. agrestis, en este caso soportados por Bremer, pero no por Bootstrap. También se observa
la presencia de un clado formado por I. cabrerae y Terricola, en este caso sin estar soportado por
ninguno de los dos tipos de analisis.

Arvicola sapidus
—| An icola terrestris
0/1 00 Myodes glareolus

100 Chionomys nivalis
a5/ 4 /.,_:Mlcrotus oeconomus
2/ | ' Microtus gregalis

Microtus arvalis
6/?
_: Microtus agrestis

Iberomys cabrerac
2 /'>_| Terricola pyrenaicus
P e
11/10¢ 18/ l()()—-l: l'erricola gerbei

/100
Terricola [usitanicus
24n100—— l'erricola duodecimcostatus

'.Il
'J (

277

Figura 10. Cladograma obtenido al realizar una basqueda tradicional por medio del programa TNT, con
los datos combinados, genéticos y morfolégicos. Se han colocado los valores de soporte de los nodos
obtenidos por los analisis tipo Bremer (izquierda) y Bootstrap (derecha). Los valores de Bootstrap que
se encuentran por debajo de 50, se han substituido por un interrogante.
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Al realizar los analisis por Inferencia Bayesiana, mediante MrBayes, se obtienen resultados diferentes
a los anteriores (Fig. 11), tanto en la disposicién de las especies (topologia) como en los valores de los
nodos.

En lo referente a la topologia del arbol resultante, M. gregalis no se encuentra junto a M. oeconomus
dando lugar a un clado, al contrario de lo observado en el otro analisis (Fig. 10). Siendo asi, en este caso
M. gregalis constituye la rama basal del clado de los Microtus s.I. El resto de la topologia observada en
este arbol filogenético, es idéntica a la que presenta los andlisis realizados mediante el programa TNT.

Respecto al valor de los nodos, en este analisis ninguno dentro del clado de Microtus s.1. presenta un
valor considerado como un buen soporte, estando siempre por debajo de 0.95, excepto en el caso de
Terricola, cuyo grupo se vuelve a encontrar totalmente soportado.

L_ Arvicola sapidus
I— Arvicola terrestris

Myodes glareolus

— Chionomys nivalis

Microtus gregalis

Microtus oeconomus

0.82 —0.59

Microtus agrestis
4[”

Microtus arvalis

Iberomys cabrerae

0.86

Terricola gerbei

|—Te1Tico]a pyrenaicus

Ii'l‘crricola duodecimcostatus

0.5 )
Terricola lusitanicus

Figura 11. Resultados de los andlisis de Inferencia Bayesiana, mediante MrBayes, realizados con la
filogenia combinada de los caracteres genéticos y morfoldgicos. Se ha sefialado con un punto blanco
aquellos nodos que se encuentran totalmente soportados (Probabilidad Posterior=1).

En las figuras presentes en el Anexo 1, se puede observar como especies que aparecen menos
emparentadas en los analisis de MrBayes, pero mas cercanas en los resultados presentados en el apartado
7.2, comparten algunos de los caracteres morfoldgicos estudiados.
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8. Discusioén de los resultados

En los andlisis realizados se observa una diferencia entre los valores de soporte de los nodos, incluso
con el mismo tipo de datos. Esto se debe a que se han utilizado analisis diferentes, tanto paramétricos,
como es el caso de los analisis de Inferencia Bayesiana, como no paramétricos, siendo este el caso de
los andlisis por Bootstrap estandar, y los realizados por medio RAXML usando Méaxima Verosimilitud.
Es un hecho conocido, asi como comprobado, que los andlisis realizados por Inferencia Bayesiana
pueden dar valores més altos que los realizados por medio de Méaxima Verosimilitud (Erixon et al.,
2003; Douady et al., 2003).

Este hecho se puede observar en la fig. 8, observandose que los andlisis realizados por medio de
RAXML presentan valores de soporte similares, mientras que en el realizado por MrBayes se observan
valores mucho mas altos, llegando en un caso hasta valores que se consideran de buen soporte. Esto se
puede observar en el nodo con valor de soporte de 0.98 de Probabilidad Posterior (PP), mientras que en
los analisis mediante RAXML dan valores de 31 y 36 de Bootstrap para ese mismo nodo.

Al observar los resultados obtenidos, y comparar los realizados mediante los caracteres morfologicos
con los realizados para los caracteres genéticos y por combinacion de ambos, la diferencia que mas se
aprecia es la posicion de las especies, es decir, en relacion con la topologia de los cladogramas. Se ha
de mencionar que con los valores tan bajos de soporte que se han obtenido en los nodos y ramas internas
de Microtus s.1., es factible que la posicidn de las especies cambie entre los analisis.

Uno de los cambios méas notables en este aspecto es el que se observa en la fig. 9, donde Terricola se
encuentran como rama basal del clado de Microtus s.l.. Con respecto a Terricola, cabe destacar lo
observable en las fig. 16 y 17 del Anexo 1, donde se puede apreciar como comparten algunos de sus
caracteres morfolégicos con M. glareolus y Arvicola, no presentes en el resto de Microtus s.l..

Conviene también mencionar la presencia de |. cabrerae formando un clado (no soportado) con
Terricola, en todos los resultados a excepcidn de los obtenidos Gnicamente con datos morfolégicos (Fig.
9). Tanto Terricola como Iberomys son especies cuyas formas se corresponden a algunas de las mas
primitivas de entre las especies del género Microtus actuales, aspecto que podria estar relacionado con
gue estas especies aparezcan relacionas en la mayoria de resultados.

Otra diferencia en los resultados de los analisis morfoldgicos de la fig. 9 es la posicion de Ch. nivalis,
formando un clado con I. cabrerae, asi como con M. oeconomus y M. gregalis. Estas dos ultimas
especies también aparecen relacionadas en las figs. 8 y 10, formando, en estos dos casos, un clado
hermano con M. arvalis y M. agrestis.

En la fig. 18 del Anexo 1 se puede observar que Unicamente M. oeconomus y M. gregalis son las
especies que comparten el cardcter 12 (ausencia de T6).

Estas diferencias que se observan pueden ser debidas al hecho de que la seleccién de caracteres para
la realizacion de los analisis se ha realizado sin tener en cuenta, por ejemplo, caracteres identificativos
como la forma caracteristica de “seta” que presenta la cspide anterior en Ch. nivalis. Otro factor que
puede haber influido notoriamente en la distribucion de las especies en los cladogramas y arboles
filogenéticos, en concreto en la fig. 8, es que no se ha tenido en cuenta que alguno de los caracteres
observados, aunque puedan parecer similares en varias especies, pueden tener un origen o evolucion
distinta, ni tampoco la antigiiedad de cada una de las especies con las que se ha trabajado.

Como se ha indicado, M. gregalis y M. oeconomus aparecen relacionados en varios de los resultados
(Figs. 8,9, 10), en los &rboles obtenidos por el programa TNT y por el analisis de Mé&xima Verosimilitud
realizado por RAXML, previo a la separacion de las posiciones de los codones de las secuencias
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mitocondriales. Por el contrario, en los realizados posteriormente a la separacion de los codones,
utilizando MrBayes y RAXML, asi como en el realizado por Inferencia Bayesiana con los datos
combinados de morfologia y genética, M. gregalis se encuentra separado del resto de Microtus, actuando
esta especie como rama basal del clado. Cabe decir que algunos autores consideran a M. gregalis como
un género diferente a Microtus s.l., clasificAndolo como Lasiopodomys gregalis, (Abramson y
Lissovsky, 2012), pero los valores de soporte presentes en los nodos obtenidos tampoco permiten
confirmar, ni desmentir, dicha clasificacion.

Un caso similar al de M. gregalis sucede con Iberomys cabrerae. Se ha propuesto elevar el subgénero
Iberomys a género (Cuenca-Bescos et al., 2014), pero al igual que con M. gregalis, los resultados
obtenidos en este trabajo, no pueden verificar, asi como tampoco desmentir, esta clasificacion.

En los resultados de los andlisis se puede apreciar que, independientemente del método utilizado, los
valores de soporte presentes en los nodos no validan las posiciones de las especies dentro del clado de
Microtus s.l. en los arboles obtenidos.

El Unico caso donde si se observa un mayor soporte es en la fig. 10, y inicamente por medio de Bremer
support. Esto puede ser consecuencia del tipo de analisis de soporte de ramas que se realiza con ese
método, el cual suele sobreestimar dichos valores de soporte (Mller, 2005). Siendo asi, presenta ramas
soportadas con valores de 4 y 6, concretamente correspondientes a M. gregalis, M. oeconomus, M.
arvalis y M. agrestis, las cuales no se encuentran soportadas por Bootstrap.

En este caso en concreto, se aprecia que la adicion de los caracteres genéticos hace que el nivel de
soporte aumente en relacion al observado en la fig. 9, tanto en Bremer como en Bootstrap de caracter
general. Es cierto que con respecto a Bootstrap se obtiene una mayor cantidad de valores por debajo de
50, aun asi, hay presencia de valores con un valor de 100 de soporte, no presentes en los resultados de
lafig. 9.

Por el contrario, al realizar el analisis combinado por medio de Inferencia Bayesiana, el soporte de los
nodos disminuye levemente al afiadir los caracteres morfolédgicos (Fig. 11), en comparacion a los analisis
realizados Unicamente con la matriz de caracteres genéticos (Fig. 8). Igualmente, estos valores siguen
siendo mas altos que los obtenidos por el analisis no paramétrico de Bootstrap, pero tal como se ha
indicado, son menores que los que presenta el analisis de Bremer support (Fig. 10).

9. Conclusions

The results obtained in this work, show the effect of the high evolutionary rate presented by the
Microtus species. The current common voles have had a high radiation, with a large number of species
present since the appearance of the genus Allophaiomys, in the so-called second phase of the
evolutionary vole radiation (Chaline et al., 1999).

This high speciation could explain the low support observed in the cladograms. Rapid genetic changes,
which are responsible of the speed of the different morphological changes, lead to rapid differentiation
between them and their classification into a huge variety of different species, genera and sub-genera by
researchers.

As observed in the analyses done in this work, the cladistics in the Microtus s.l. are complex, with the

presence of very rapid genetic and morphological changes, which except in some cases, as observed in
Terricola clade.
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In general, the differences in both, molecular and morphological data are not sufficiently marked or
important numerically to guarantee that it is a sub-genera or a genera, at least with the data analyzed in
this work.

Using this methodology and dataset, the current internal cladogenesis of the studied Microtus, although
the support value of the nodes increase with the addition of the genetic data to the morphological, cannot
be statistically supported, and therefore it would be necessary additional data to achieve viable results.
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Anexo 1

— Arvicola sapidus

L— Arvicola terrestris

Myodes glareolus
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Microtus gregalis

Microtus oeconomus
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Iberomys cabrerae

——Tlerricola gerbei

L—Terricola pyrenaicus

——Terricola duodecimcostatus

Terricola lusitanicus

Figura 12. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia de los caracteres 1(ausencia de
raices), 2(esmalte diferenciado) y 5 (zonas libres de esmalte) en las diferentes especies estudiadas. Se
observa como dichos caracteres estan ausentes en Myodes glareolus

Arvicola sapidus

L Arvicola terrestris

Myodes glareolus

—— Chionomys nivalis

0.5

Microtus gregalis

Microtus oeconomus

——Microtus agrestis

L Microtus arvalis

Iberomys cabrerae

—Tetricola gerbei

T'erricola duodecimcostatus

L—Terricola pyrenaicus

L—Terricola lusitanicus

Figura 13. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del caracter 3 (esmalte tipo
Mimomys) en las diferentes especies estudiadas. Se observa como A. sapidus es el Unico que tiene este

esmalte.
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— Arvicola sapidus
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|——Myudes glareolus
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Figura 14. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del caracter 4 (esmalte tipo Microtus)
en las diferentes especies estudiadas. Esta presente en todas las especies a excepcion de A. sapidus y
Myodes glareolus.

Arvicola sapidus

L Arvicola terrestris

Myodes glareolus

Chionomys nivalis

Microtus gregalis

Microtus oeconomus

{Microms agrestis
Microtus arvalis

Iberomys cabrerae
——Terricola gerbei
F—'l'errico]a pyrenaicus
L—'lerricola duodecimcostatus

Terricola lusitanicus

Figura 15. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia de los caracteres 6(3T + CA)y 9
(T6 y T7: segundo rombo pitimiano), en las diferentes especies estudiadas. Se observa como en los
Arvicola estos caracteres no estan presentes.

0.5
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—— Arvicola sapidus

L—— Arvicola terrestris
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Microtus gregalis

Microtus oeconomus
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Figura 16. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia de los caracteres 7 (5T cerrado) y
10 (ausencia primer rombo pitimiano), en las diferentes especies estudiadas. Se observa como dichos
caracteres estan ausentes en Arvicola, M. glareolus y Terricola.

—— Arvicola sapidus

L Arvicola terrestris

Myodes glareolus

—Chionomys nivalis
—— Microtus gregalis
— Microtus oeconomus
| — ‘ —Microtus agrestis
Microtus arvalis
‘ — Iberomys cabrerae

Terricola gerbei

‘ L Terricola pyrenaicus
—————Terricola duodecimcostatus

Terricola lusitanicus

Figura 17. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del caracter 8 (T4 y T5 comunicados
0 no, con presencia de hasta T7) en las diferentes especies estudiadas. Se observa como no estan presentes
en Arvicola. Terricola y Myodes glareolus presentan T5 y T4 comunicados, mientras el resto de especies
no.
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L—— Arvicola terrestris

Myodes glareolus
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Figura 18. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia de los caracteres 11 (4li (LRA)
probergente), 14 (asimetria labio-lingual, LaLi) y 15 (gancho lingual proximal) en las diferentes especies
estudiadas. Se observa gue estos caracteres solo estan presenten en |. cabrerae.

Arvicola sapidus

Arvicola terrestris

Myodes glareolus

Chionomys nivalis

Microtus gregalis

Microtus oeconomus
()

| =— [ —Microtus agrestis

-Microtus arvalis
Iberomys cabrerae
l'erricola gerbei
—Terricola pyrenaicus

Terricola duodecimcostatus

0.5
. . . —Terricola lusitanicus .
Figura 19. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del caracter 12 (ausencia de T6) en
las diferentes especies estudiadas. Se observa que los Arvcicola no presentan ni T6 ni T7, mientras que

M oeconomus y M. gregalis no presentan T6.
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—— Arvicola sapidus

L Arvicola terrestris

Myodes glareolus

—— Chionomys nivalis

Microtus gregalis

Microtus oeconomus

| — ——Microtus agrestis

L Microtus arvalis

Iberomys cabrerae

Terricola gerbei

L—Terricola pyrenaicus
——Terricola duodecimcostatus

Terricola lusitanicus

Figura 20. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del caracter 13 (presencia de islote
de esmalte) en las diferentes especies estudiadas. Se observa que este caracter solo se observa en Arvicola.

0.5

Arvicola sapidus

- Arvicola terrestris
Myaodes glareolus
—— Chionomys nivalis
Microtus gregalis
Microtus oeconomus

) pu—
]— Microtus agrestis

L Microtus arvalis

Iberomys cabrerae

—Terricola gerbei

‘Terricola pyrenaicus

,7 l'erricola duodecimcostatus

-Terricola lusitanicus
Figura 21. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del carécter 16 (presencia de cuello),
en las diferentes especies estudiadas. Arvicola, M. agrestis, M. arvalis y casi todos las especies de
Terricola presentan cuello marcado.
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Arvicola sapidus

L—— Arvicola terrestris

Myodes glareolus

0.5

Chionomys nivalis

Microtus gregalis

Microtus oeconomus

——Mlicrotus agrestis

L—Mlicrotus arvalis

Iberomys cabrerae

—lerricola gerbei

Terricola duodecimcostatus

L__Terricola pyrenaicus

Terricola lusitanicus

Figura 22. Cladograma en el cual se muestra la presencia o ausencia del cardcter 17 (4 o 5 entrantes
linguales) en las diferentes especies estudiadas. Se observa que Arvicola, Myodes glareolus y Chionomys

nivalis presentan 4 entrantes linguales.
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