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RESUMEN

Los estudios de ADN antiguo estan permitiendo conocer nuevos datos sobre la biologia de especies actuales y extintas. Las técnicas de ADN
antiguo pueden ser una herramienta adicional y complementaria dentro de los estudios multidisciplinares que son necesarios para abordar distin-
tas probleméticas arqueopaleontolégicas. En este articulo repasamos algunas de las aplicaciones en estos contextos: la determinacion taxonémica
y sexual, los estudios para conocer el proceso de domesticacion, o la estructura filogeografica durante ciclos glaciares subrayando la existencia o
no de refugios glaciares. También proporcionamos informacién preliminar referente a la aplicacion de estas técnicas en el yacimiento de Arlanpe
(Lemoa, Bizkaia). En este yacimiento hemos obtenido ADN mitocondrial de muestras de oso pardo, gran bévido y cabra montés. Una de las mues-
tras de oso pardo de Arlanpe esta dentro del clado 3c compuesto de o0sos pardos extintos de Alaska. Dos de las muestras de gran bévido de Ar-
lanpe han sido clasificadas como uro (Bos primigenius) mediante métodos genéticos.

ABSTRACT

Ancient DNA studies are increasingly becoming a very powerful tool by providing new insights into both, extant and extinct species. The-
refore, this type of studies can easily be incorporated within a multidisciplinary approach for archaeopalaeontological studies. In this article we
review some of these applications, emphasizing on sexual and taxonomical determination, domestication events, and phylogeographic struc-
ture during glacial cycles highlighting the importance of the presence or absence of glacial refugia. Here we present new and preliminary data
on ancient DNA studies applied to the site of Arlanpe (Lemoa, Bizkaia). In this site we have obtained mitochondrial DNA from brown bear, large
bovids and iberian ibex remains. One of the bear samples from Arlanpe is included within the 3c clade, which is composed by extinct bears
from Alaska. Two of the large bovid samples from Arlanpe have been identified as auroch (Bos primigenius) using DNA analysis.

LABURPENA

ADN zaharraren azterketen bitartez aukera dugu egungo eta desagertutako espezieen biologiari buruzko datu berriak ezagutzeko. ADN za-
harraren teknikak tresna gehigarria eta osagarria izan daitezke problematika arkeopaleontologiko desberdinei aurre egiteko beharrezkoak diren
diziplina anitzeko azterketen barruan. Artikulu honetan testuinguru horietako aplikazioetako batzuk errepasatuko ditugu: zehaztapen taxono-
mikoa eta sexuala, domestikazio-prozesua ezagutzeko azterlanak, edo egitura fileografikoa glaziarretan zehar, aterpe glaziarrik ote zegoen ala
ez azpimarratuz. Arlanpeko aztarnategian (Lemoa, Bizkaia) teknika horien aplikazioari buruzko atariko informazioa ere eskaintzen dugu. Az-
tarnategi horretan hartz arrearen, bobido handiaren eta basahuntzaren laginetako ADN mitokondriala lortu dugu. Arlanpeko hartz arrearen la-
ginetako bat Alaskako desagertutako hartz arreen 3c klado konposatuaren barnean dago. Bobido handiaren laginetako bi Uro gisa (Bos
primigenius) sailkatu dira metodo genetikoen bitartez.
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1.-INTRODUCCION

El reciente desarrollo de técnicas de extrac-
cion y analisis de ADN antiguo ha permitido obte-
ner nuevas herramientas para poder abordar
cuestiones del &mbito de la paleobiologia, de la fi-
logeografia, asi como otras propias de la arqueo-
logia. En el marco de los proyectos de
investigacion multidisciplinares en arqueologia la
incorporacion de expertos de ADN antiguo per-
mite abordar estas cuestiones, ampliando asi la in-
formacion disponible a partir del registro 6seo
recuperado en los contextos arqueologicos.

Este trabajo tiene un doble objetivo: por un lado
revisar de manera sucinta algunas de las aplica-
ciones de las técnicas de ADN antiguo en contex-
tos arqueoldgicos y paleobioldgicos para después
comentar algunos de los resultados obtenidos de
la aplicacion de dichas técnicas en restos proce-
dentes de la cueva de Arlanpe (Lemoa, Bizkaia).

2.- EL ADN ANTIGUO EN CONTEXTOS ARQUEO-
PALEONTOLOGICOS

Las nuevas técnicas de estudio de ADN estan
facilitando la obtencion de importante informacion
taxonémica y filogenética de especies extintas de
manera directa e independiente. Esto ha permi-
tido facilitar la interpretacion de sus relaciones con
parientes actuales mas cercanos (ver por ejem-
plo, el rinoceronte lanudo Coelodonta antiquitatis,
ORLANDO et alii, 2003) y confirmar o rechazar
distintas hipotesis filogenéticas previas basadas
en la morfologia 6sea, con resultados reproduci-
bles. Asi, VALDIOSERA et alii (2006) pudieron
confirmar la relacion entre Ursus deningeriy Ursus
spelaeus y el estudio del ADN antiguo del ciervo
gigante Megaloceros giganteus lo puso en rela-
cidn mas proxima con el gamo Dama spp. que
con ciervo Cervus spp. (LISTER et alii, 2005).

Entre los muchos estudios que pueden ser
abordados mediante técnicas de ADN antiguo, en
el yacimiento de Arlanpe hemos emprendido al-
gunas investigaciones orientadas a conocer los
procesos de domesticacion; conocer la diversidad
genética, la paleodemografia y los patrones filo-
geograficos de especies en el pasado; asi como
la determinacidn sexual y taxondmica de restos no
diagndsticos. A continuaciéon pasamos a revisar
algunas de estas aplicaciones, junto con los re-
sultados obtenidos en Arlanpe (punto 4).

2.1. Determinacion taxonémica y sexual

Saber a qué especie pertenecen los restos re-
cuperados en un yacimiento es el primer paso
para poder abordar estudios paleobioldgicos, y
ademas, en contextos arqueolégicos, puede ofre-
cer informacion sobre las preferencias cinegéticas
de los cazadores del pasado, e incluso sobre a
qué especie pertenecian estos cazadores. La pre-
sencia de especies contemporaneas morfolégica-
mente similares y la recuperacién de restos
fragmentarios, no diagnosticos, dificultan la deter-
minacion taxonémica. KRAUSE et alii (2007) anali-
zaron mediante técnicas genéticas restos
humanos pertenecientes a un individuo inmaduro
pero taxonémicamente no diagndsticos de la
cueva de Okladnikov (Altai, Siberia) datados entre
29.990 + 500y 37.800 + 450 afios BP (sin calibrar).
Estos restos contenian ADN mitocondrial de tipo
Neandertal, por lo que se pudo extender el rango
de distribucion de los Neandertales en base a su
registro fésil unos 2.000 km hacia el este.

Por otro lado, un dimorfismo sexual extremo
puede llevar a que una clasificacion en base a la
morfologia proponga varias especies distintas para
restos que realmente pertenecen a una Unica es-
pecie. Este es el caso de los restos de la moa Di-
nornis cuyos restos habian sido clasificados en tres
especies presentes en tres islas en base a la mor-
fologia. Los andlisis genéticos realizados por
BUNCE et alii (2003) demostraron que los tres mor-
fotipos en cada isla pertenecian a la misma espe-
cie pero que existian diferencias significativas
como para clasificar los ejemplares de cada isla
en especies distintas.

El sexo, junto a otros aspectos como el pesoy
la edad de muerte, son importantes parametros
para el estudio de la paleobiologia de una espe-
cie. Estos datos nos pueden ofrecer informacién
adicional sobre aspectos del agente acumulador
en los yacimientos arqueopaleontolégicos, tales
como la presencia de seleccion de presa. La de-
terminacion sexual de restos faunisticos en con-
textos arqueopaleontolégicos suele realizarse en
base a criterios osteométricos usando distintos me-
todos estadisticos (ver ALTUNA, 1978; MONCHOT
y LECHELLE, 2002; ARCEREDILLO et alii, 2011).

Los estudios de ADN también se han usado en
la determinacién sexual de restos arqueolégicos
dando resultados coherentes con los criterios mor-
fométricos. SVENSSON et alii (2008) extrajeron ADN
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de 26 restos distales de metacarpo recuperados en
el yacimiento medieval de Skara (Suecia) asi como
en 16 muestras modernas de sexo conocido. En el
100% de las muestras modernas el sexo obtenido
mediante el ADN antiguo fue coherente con el sexo
conocido. En el caso de la muestra medieval, pudo
extraerse ADN en 22 de las 26 muestras y en todas
ellas se obtuvieron resultados congruentes con los
resultados osteométricos. Los resultados de este es-
tudio abren la posibilidad de la utilizacién de técni-
cas de ADN antiguo para determinar el sexo en
restos menos diagnésticos osteométricamente.

2.2. Procesos de domesticacion

Los estudios de ADN antiguo pueden ayudar
a conocer el proceso de la domesticacion de dis-
tintas especies. Es de especial interés conocer si
la domesticacion de cierta especie fue un evento
Unico, localizado temporal y espacialmente, o si
presenta un patrén mas complejo con distintos
eventos en distintos lugares y cronologias. Uno de
los casos més interesantes es la domesticacion
del ganado vacuno europeo que ocurrid en
Oriente Proximo hace alrededor de 10 mil afios a
partir de uros (Bos primigenius) que habitaban
esa region (BRADLEY et alii, 1998; LOFTUS et alii,
1994; TROY et alii, 2001), para después llegar a
Europa a través de diferentes rutas (AJMONE-
MARSAN et alii, 2010; BEJA-PEREIRA et alii, 2006;
BRADLEY et alii, 1996). Mas alla de este esquema,
todavia se debate si los uros europeos contribu-
yeron al “pool” genético del ganado doméstico en
Europa. En este contexto, es fundamental cono-
cer la diversidad genética de los uros del Pleisto-
ceno europeo. Los datos genéticos obtenidos
tanto de ganado doméstico moderno como ar-
queolégicos ponen en duda la hipétesis de un
Unico evento de domesticacion para el ganado
domeéstico taurino y avivan la discusion sobre el
posible flujo genético entre los uros y el ganado
taurino (ACHILLI et alii, 2008, 2009; EDWARDS et
alii, 2010; GOTHERSTROM et alii, 2005; SVENS-
SON y GOTHERSTROM, 2008; ver una reciente
revision en LIRA, 2010). El caso de la Peninsula
Ibérica es especial por la sorprendente diversidad
genética en el ganado vacuno doméstico durante
la Prehistoria reciente (Neolitico-Edad del Bronce)
(ANDERUNG y GOTHERSTROM, datos sin publi-
car), mucho mayor que la encontrada en Europa
Central en la misma época. La existencia de un
efecto fundador, en ausencia de domestica-

cion/introgresion local, daria unos resultados con-
trarios. Los uros supuestamente desaparecieron
de Iberia en el Calcolitico (DAVIS y MORENO
GARCIA, 2007; ver también ANDERUNG et alii,
2005), habiendo coexistido con el ganado do-
méstico procedente de Oriente Medio durante
miles de afios. Por ello, basado en una larga coe-
xistencia, se discute la posibilidad de la hibrida-
cion del ganado domeéstico con uros ibéricos, o la
domesticacion local de los mismos.

2.3. Diversidad genética, paleodemografia y pa-
trones filogeograficos

Los andlisis de ADN antiguo permiten estudiar
los cambios en la diversidad genética que pueden
reflejar fluctuaciones demogréficas, la existencia de
flujo genético entre distintas poblaciones, migra-
ciones y/o sustitucién de poblaciones, entre otros.
Una de las aplicaciones de estos estudios ha sido
testar el modelo clasico de los refugios glaciares y
la recolonizacion postglacial. Este modelo supone
que las especies que sobrevivieron aisladas en las
Peninsulas Ibérica, Italica y Balcanica durante el l-
timo méximo glacial, expandieron posteriormente
su rango de distribucién hacia el norte cuando las
temperaturas subieron y las condiciones climéticas
fueron més favorables. Esta expansion dependeria
de la capacidad de dispersion de las especies y
de sus propios requerimientos ecoldgicos (HEWITT,
2004). La contraccion del area de distribucion de
las especies en refugios glaciares y la subsiguiente
expansion hacia el norte (modelo de expan-
sidn/contraccion) ocurriria repetidas veces durante
las distintas glaciaciones, lo que produciria una
considerable reorganizacion de los genomas po-
blacionales. Durante el periodo de aislamiento en
refugios, las poblaciones sufririan diferenciacion de
los linajes llevando a la divergencia genética entre
las poblaciones de los distintos refugios a lo largo
de varios ciclos glaciares (alopatria repetida) (HE-
WITT, 1996, 1999). La recolonizacion de las espe-
cies se llevaria a cabo a partir de uno o mas
refugios y sus genomas podrian mezclarse o no. En
todo caso, estos genomas reorganizados, se dis-
tribuirian a lo largo de grandes areas intracontinen-
tales durante la expansion post-glacial. Este hecho
provocaria una reduccion en la diversidad (IBRA-
HIM et alii, 1996) debido a efectos como la apari-
cién de cuellos de botella y efectos fundador de los
individuos al frente del bloque poblacional en dis-
persion en las areas recolonizadas. Al mismo
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tiempo, las poblaciones mas grandes y estables
que sobrevivirian en los refugios glaciales preser-
varian mayores niveles de diversidad genética. La
colonizacion post-glacial de la mayoria de las es-
pecies ocurrié a partir del limite norte de su distri-
bucion, dentro de los refugios durante el dltimo
maximo glacial (LGM-last glacial maximum, hace
entre 16.000 y 22.000 afios) (HEWITT, 2004). Se
cree que la dindmica poblacional, resultante de los
ciclos glaciares durante el Pleistoceno tuvo conse-
cuencias genéticas que aln pueden ser observa-
das en la estructura de las poblaciones actuales de
varias especies. Se ha sugerido que los refugios
glaciares han jugado un papel fundamental en la
distribucion filogeogréafica de varias especies ac-
tuales, como pueden ser el saltamontes (Chorthip-
pus parallelus), el erizo (Erinaceus europaeusy E.
concolor) los robles (Quercus spp.), las musarafnas
enanas (Sorex minutus), las musarafias comunes
(Sorex araneus), los tritones ( Triturus vulgaris'y Tri-
turus montandoni) y el oso pardo (Ursus arctos),
entre otros(TABERLET y BOUVET, 1994; TABERLET
et alii, 1998; HEWITT, 1999; pero ver mas abajo).

La ubicacién geografica exacta de los refugios
glaciares y la influencia que han tenido en los pa-
trones de diversidad actuales aun contintian siendo
tema de debate. Existen evidencias paleontologi-
cas Yy filogeogréficas de que los refugios glaciares
de especies templadas no estaban restringidos a
peninsulas que quedaron aisladas durante el LGM.
Por ejemplo, hubo poblaciones de topillos rojos
(Clethrionomys glareolus) que sobrevivieron al LGM
cerca de los Céarpatos y que contribuyeron a la re-
colonizacion post-glacial del centro de Europa (KO-
TLIK et alii, 2006). Las poblaciones mediterraneas
de musarafias enanas (Sorex minutus), musarafas
comunes (Sorex araneus) y topillos rojos no contri-
buyeron al acervo genético de las poblaciones ac-
tuales del centro de Europa. De hecho, se ha
sugerido la existencia de refugios glaciares en el
centro de Europa y Asia para estos taxones (BIL-
TON et alii, 1998). La presencia de especies de
bosques de clima templado en el centro de Europa,
en lugares como Hungria, durante periodos de ma-
ximo enfriamiento, sugiere que otras especies de
climas templados pudieron haber sobrevivido tam-
bién en estas zonas (WILLIS et alii, 2000).

Los nuevos analisis en poblaciones antiguas de
oso pardo (Ursus arctos) de la Peninsula Ibérica asi
como en el resto de Europa han permitido a VAL-
DIOSERA et alii (2007) sugerir que la estructura po-

blacional actual no resulta de eventos climaticos cri-
ticos acontecidos durante el Pleistoceno, en contra
de lo propuesto por TABERLET y BOUVET (1994) y
HEWITT (1996). Estos resultados parecen apoyar
un escenario biogeografico con un constante flujo
génico entre las distintas poblaciones de 0sos par-
dos de Europa, incluso en los momentos de ma-
xima glaciacion. Los o0sos de la Peninsula Ibérica
no permanecieron aislados, ni siquiera en el LGM
dado que se ha detectado flujo génico con pobla-
ciones de 0sos procedentes de Italia hace 18.000
afios (VALDIOSERA et alii, 2007).

El estudio de las dindmicas poblacionales en
fosiles permite analizar los momentos en los que
se produjeron cuellos de botella que debilitaron la
diversidad genética de las poblaciones. URENA
et alii (2011) han estudiado restos de Capra pyre-
naica de niveles paleoliticos y neoliticos en el ya-
cimiento de Chaves (Huesca). Segun estos
autores, la poblacion de Chaves no sufrio flujos
genéticos externos a lo largo del tiempo: existio
una continuidad genética en la cabra montés de
Chaves entre el Paleolitico y el Neolitico, pero en
este Ultimo periodo habia una menor diversidad
genética. Por ello, uno o varios cuellos de botella
se debieron producir antes del Neolitico, posible-
mente debido al aumento de la presion de caza
y/o a la competencia con el ganado doméstico.

3.- EL YACIMIENTO ARQUEOLOGICO DE LA
CUEVA DE ARLANPE

La cueva de Arlanpe es una pequefia cavidad
que se abre en calizas del Cretacico medio (Al-
biense) del monte Pagotxueta (UTM: 30T 519254
4782262, 204 m.s.l.) (Figura 1) y domina un ensan-
chamiento del valle de Arratia en su confluencia con
el rio Ibaizabal. El yacimiento fue descubierto por
el grupo espeleoldgico Alegria Club de Amorebieta
en 1961 e identificado como un yacimiento del Pa-
leolitico Inferior por J. M. Barandiaran (MARCOS
MURNOZ, 1982). En 20086, se realizé una primera ex-
ploracion de la cavidad y una campafia de son-
deos (RIOS GARAIZAR et alii, 2007) poniendo de
relieve el potencial de las ocupaciones paleoliticas
que ha sido confirmado en las campafias de exca-
vacion desarrolladas entre 2007 y 2010 (RIOS GA-
RAIZAR et ali 2007, 2008a, 2009, 2010). Esta
excavacion ha afectado a unos 9mz? distinguién-
dose dos sectores de excavacion diferenciados,
uno al fondo de la cuevay el otro en la entrada, con
dos secuencias estratigraficas disociadas.
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La secuencia cultural recuperada en Arlanpe se
inicia con las ocupaciones del Paleclitico Inferior que
se remontan probablemente al Ultimo interglacial
(MIS5e). Estas ocupaciones aparecen representa-
das en el fondo de la cavidad en los niveles D y C.
El nivel D muestra una buena conservacion mien-
tras que el nivel C parece haberse formado por la al-
teracion hidrica de sedimento de la parte superior
del nivel D. En la entrada de la cavidad, en los nive-
les IV-V 'y VI, se han localizado evidencias que apun-
tan a que esos niveles podrian tener una cronologia
similar al nivel D (RIOS-GARAIZAR et alii, 2011).

FGHIJKLMN C

Fig. 1. a) Situacién de Arlanpe en la Peninsula Ibérica. b) Vista del monte Pagotxueta, donde se abre la cueva de Arlanpe, y anteriores de la boca de la cueva.
c¢) Planta de la cueva de Arlanpe con las dos zonas de excavacion en gris (cada cuadro representa 1 m?).

En la secuencia del fondo, los niveles B y A mues-
tran importantes alteraciones antropicas y naturales
(madrigueras) y en su interior aparecen mezclados
materiales del Paleolitico Inferior, de un Paleolitico Su-
perior indeterminado, probablemente Aurifiaciense, y
materiales postpaleoliticos de la Edad del Bronce y
de época tardorromana (s. IV). En estos niveles apa-
rece abundante fauna descontextualizada con un es-
tado de conservacion relativamente bueno.

En la secuencia de la entrada encontramos por
encima del nivel IV, dos niveles solutrenses, lll y II.
El nivel lll parece haberse formado por el colapso
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de una madriguera que se ha rellenado con mate-
riales del nivel superior (Il). El nivel Il presenta una
abundante industria litica y 6sea, tipica solutrense,
y abundantes restos de fauna, ademas de superfi-
cies de hogar parcialmente desmanteladas. Estos
niveles se han datado en torno a 17.000 BP (RIOS-
GARAIZAR et alii, 2008b). Por encima de este nivel,
se desarrolla un potente paquete, poco fértil, atri-
buido al Magdaleniense medio por datacion radio-
carbodnica (nivel I). Este nivel esta cortado en varios
puntos por fosas rellenas con materiales de época
tardorromana, tanto restos de ceramica, objetos
metélicos y de vidrio, como restos de fauna do-
méstica (Gutiérrez Cuenca et alii, en preparacion).

En resumen, la secuencia estratigrafica y cul-
tural de Arlanpe proporciona una serie de venta-
nas temporales discontinuas del Eemiense, del
final del Pleistoceno superior y del Holoceno con
una buena conservacion de la fauna y un amplio
espectro taxondmico, constituyendo un conjunto
propicio para la integracion del registro 6seo del
yacimiento en distintos programas de ADN antiguo
con un ambito mas amplio (tanto geogréafico como
cronologico) de actuacion.

4.- ESTUDIOS DE ADN ANTIGUO EN LA CUEVA
DE ARLANPE

Los estudios presentados en este articulo con
fauna proveniente de Arlanpe se refieren a tres ta-
xones: 0so pardo (Ursus arctos), gran bovido (Bos
primigenius/Bos taurus/Bison priscus) y cabra
montés (Capra pyrenaica). También se intentd ex-
traer ADN mitocondrial de un resto de caballo
(Equus ferus) (ARL.H29.4.4.2) del que se extrajo
una muestra de 200 mg. Con esta muestra no se
obtuvo ADN mitocondrial (LIRA, comunicacion
personal). El protocolo de extraccion de ADN y los
sistemas de cebadores (también denominados
primers) utilizados para este resto de caballo fue-
ron los publicados en LIRA et alii (2010).

Hasta ahora, muchos restos de los que se ha
obtenido resultados positivos provienen de con-
textos estratigraficos revueltos dado que fueron los
primeros que se excavaron durante las primeras
campafas de excavacion y dada la buena pre-
servacion de los restos encontrados en estos con-
textos. Aunque estos restos tienen, en un principio
escaso valor arqueoldgico retienen valor paleo-
biolégico, y una vez datados son especimenes
que pueden ser incluidos en estudios como los
anteriormente descritos. Los restos muestreados

mas recientemente incorporan, en mayor propor-
cion restos recuperados en estratigrafia in situ.

4.1. Metodologia de muestreo

Los muestreos para hacer estudios de ADN anti-
guo en Arlanpe han requerido la perforacion de una
pequefia parte del hueso o diente con el fin de obte-
ner un gramo de polvo por cada muestra. Esta pe-
quefia perforaciéon ha intentado, en lo posible,
preservar la morfologia externa y se ha realizado en
zonas que no presenten alteraciones tafonémicas o
tras el estudio de las mismas. Los restos han sido
muestreados en el laboratorio de ADN antiguo del
Centro UCM-ISCIII (Madrid), usando campanas de
extraccion, esterilizando las superficies y el material
utilizado mediante irradiacion con luz ultravioleta y lim-
pieza con hipoclorito de sodio y etanol, uso de guan-
tes y mascarillas para evitar la contaminacion de las
muestras con ADN exégeno. La cantidad muestre-
ada, un gramo, esta calculada para llevar a cabo tres
extracciones de ADN. Ademas de la primera extrac-
cion de ADN, la segunda extraccion serviria para la
comprobacion de los resultados, y la tercera se haria
en un laboratorio independiente para validar los re-
sultados previos. De ese gramo se reservan al menos
100mg para su datacion radiométrica mediante ana-
lisis del 84C. Dos muestras de Bosy una de Ursusde
Arlanpe fueron muestreadas dos veces para obtener
una mayor cantidad de polvo para poder realizar ana-
lisis adicionales de ADN o de *C.

4.2. Oso pardo (Ursus arctos)

El estudio de ADN antiguo de restos de 0so
pardo procedentes de Arlanpe se encuadra den-
tro de un proyecto de estudio de la variabilidad
genética de las poblaciones de oso pardo del
Pleistoceno y Holoceno en Europa occidental para
responder a las siguientes preguntas:

1) ¢Actud la Peninsula Ibérica como un refu-
gio glacial? (ver punto 2.2)

2) Subordinada a la anterior, ¢Es la variabili-
dad genética actual del oso pardo ibérico resul-
tado del aislamiento de la Peninsula Ibérica en
épocas glaciales? ¢Dicho aislamiento dio lugar a
procesos endogamia y deriva, que a su vez resul-
taron en unidades significativamente evolutivas?

De las cuatro muestras de Ursus arctos anali-
zadas hasta el momento se ha obtenido ADN mito-
condrial en dos de ellas (ARL.ADN.001 vy
ARL.ADN.009; ver Tabla I). De la muestra
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Sigla ADN Sigla fésil | Campaia Nivel Descripcion Dataciéon* | Extraccion | Amplificacion | Secuenciacion
ARL.ADN.01 ("Asieko") | ARL.H30.R.1 2006 A (revuelto superficial) | 5° metatarsiano izquierdo | 27.178 +433 Si Positiva Si
ARL.ADN.009 ARL.J21.2.4.10 2008 Superficial-| M3 izquierdo No Si Positiva Si
ARL.ADN.010 ARL.H28.1.11.3 2008 D (Paleolitico inferior) | 2° metacarpiano izquierdo No Si Negativa

ARL.ADN.034 ARL.H32.2.1.1 2010 A (revuelto superficial) | 5° metatarsiano izquierdo No Pendiente Pendiente Pendiente

Tabla I: Inventario y resultados de las muestras de ADN antiguo de los cuatro restos de 0so pardo (Ursus arctos) de Arlanpe que se han muestreado.

*BP sin calibrar.

ARL.ADN.009 se ha obtenido un fragmento de 136
pares de bases (pb) usando los cebadores L16164
y H16299 (HANNI et alii, 1994). Los resultados pre-
liminares para esta muestra la sitian dentro del
clado Ibérico. En la muestra ARL.ADN.001
("Asieko"), un quinto metatarsiano, (ver Figura 4,
Tabla Il) la amplificacion se llevé a cabo utilizando
tres pares de cebadores disefiados para amplificar
un fragmento de secuencia de ADN mitocondrial de
la regién control o D-loop. Se escogio la region del
D-loop por ser una region no codificante con una
elevada tasa de mutacion, lo que la convierte en la
region mas variable del genoma mitocondrial
(BROWN et alii, 1993; LOPEZ et alii, 1997). La gran
variabilidad del D-loop nos permite detectar los
cambios genéticos a nivel inter e intrapoblacional
como por ejemplo los provocados por cuellos de
botella o los patrones filogeogréaficos causados por
migraciones. La longitud total del fragmento recu-
perado de la muestra ARL.ADN.001 es de 197pb
(sin incluir secuencias de cebadores). Es un frag-
mento corto, pero altamente polimarfico, por lo tanto,
son fragmentos informativos sobre los cambios ge-
néticos acumulados a través del tiempo. Cada frag-
mento se amplificé dos veces mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). A continuacion,
cada uno de los productos de PCR fue clonado y
secuenciado utilizando cebadores universales M13.
La purificacion de las colonias de productos de PCR

se llevo a cabo utilizando placas de filtracién (Mon-
tage PCRu96 Plate, Millipore). De cada producto se
clonaron seis colonias, con lo cual de cada muestra
se obtuvieron un total de 12 clones, para poder se-
leccionar la secuencia correcta. Debido a la excep-
cional naturaleza de los resultados, y sus
implicaciones, la muestra ARL.ADN.001 fue ampli-
ficada cuatro veces mas y clonada, con ocho clones
por cada amplificacion independiente. De un total
de 48 secuencias clonadas, ocho clones de una
misma amplificacion difirieron del resto. Aplicando la
regla de consenso mayoritario, consideramos como
correctas 40 de las 48 secuencias.

Fig. 2. ARL.H30.R.1: vista dorsal (a) y lateral izquierda. Se trata de un quinto
metarsiano izquierdo de oso pardo de gran tamafio. Barra de escala=5cm.

Individuo/Muestra Lado Longitud Altura Altura Altura Anchura Anchura Anchura Fuente
maxima proximal diafisis distal epifisis proximal |  diéfisis | epifisis distal
ARL.H30.R.1 (Arlanpe) (Ursus arctos) | lzquierdo 98,7 30,4 13,8 16,5 (26,8) 14,4 25,0 Presente estudio
U. arctos europeos* - 87,4 (n=15) 24,5 (n=15) 12,7 (n=15) | 21,2 (n=15) GARCIA, 2003
(74,0-102,2) (16,0-29,7) (10,4-15,2) | (15,8-25,7)
Uribe arruako lezia | (332)(Ursus arctos) | Derecho 91,0 12,7 19,6 ALTUNA, 1973
Gasteluko koba (333) (Ursus arctos) | Izquierdo 91,5 13,1 21,7 ALTUNA, 1973
Aketegi (AK. I.) (Ursus arctos) | Derecho 80,0 10,2 18,0 ALTUNA, 1973
Karatximeko koba (330) (Ursus arctos) | Izquierdo 81,0 1,2 19,2 ALTUNA, 1973
Lezetxiki (nivel VI) (Ursus arctos) | Derecho 87,6 (13,0) 22,8 ALTUNA, 1973
U. spelaeus ibéricos 83,9 (n=75) 28,9 14,8 (n=84) | 24,7 (n=75) TORRES, 1984, en
(71,7-104,2) (n=84)(21,7-42,0)| (12,2-18,6) | (19,8-30,2) GARCIA, 2003
U. spelaeus Cova Eirés (Lugo) 854+386 | 315+334 | 17,0+1,60 | 17,5+1,39 29,3+3,1 1474137 | 248+2,15
(n=23) (n=23) (n=24) (n=20) (n=23) (n=24) (n=22) GRANDAL, 1993
(78,1-91,3) | (26,0-38,3) | (13,8-19,7) | (15,1-20,0) (24,4-35,8) (12,0-16,2) | (20,3-28,2)
Labeko koba (U. spelaeus) - 775 22,1 ALTUNAY
MARIEZKURRENA, 2000

Tabla II: Medidas del quinto metatarsiano de Arlanpe comparado a otras muestras de oso pardo (Ursus arctos) y de las cavernas (Ursus spelaeus).

*Se refiere a 0sos pardos ibéricos y franceses
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Fig. 3. El median joining network muestra la distribucion de haplotipos. La muestra ARL.ADN.001 ("Asieko") se agrupa con los haplotipos del clado 3c (en rojo).

Los andlisis filogenéticos situaron la muestra
ARL.ADN.001 dentro del clado correspondiente
al linaje oriental, que incluye a las poblaciones del
norte de Escandinavia, Rusia, este de Europa y
otras poblaciones de Norte América (Valdiosera
et alii, 2008). Analisis posteriores de los arboles
filogenéticos, tanto con métodos bayesianos
como de méxima verosimilitud, junto con la red
de haplotipos, revelaron su posicién dentro del
clado 3c (ver Figura 3), un clado de osos pardos
extinto y Unicamente encontrado hasta ahora en
Alaska (BARNES et alii, 2002).

La sorprendente posicién de la muestra den-
tro del clado extinto 3c en Alaska, indica que la
conexion genética de los osos pardos ha sido a
una escala mucho mayor de lo que se ha pen-
sado tradicionalmente. Hasta ahora, las eviden-
cias mostraban que la poblacién mas distante
geograficamente que habria influenciado genéti-
camente a los osos pardos Ibéricos se encon-

traba en el este de Europa. Estos nuevos analisis
han revelado que el clado 3c no estaba restrin-
gido Unicamente a Beringia, sino que se llegé a
extender hasta la Peninsula Ibérica.

El estudio de esta muestra, junto con mas evi-
dencias a partir del registro fosil, confirma que ha
habido un importante flujo genético durante el
Pleistoceno que ha mantenido un tamafio de po-
blacién efectivo estable, y que el grupo ibérico ha
sufrido un efecto de cuello de botella importante
en tiempos histéricos recientes (VALDIOSERA et
alii, 2008). Por tanto, la estructura de poblacion
genética que observamos actualmente seria in-
terpretada como el resultado de una actividad an-
tropica reciente, en contra de la idea hasta ahora
establecida y ampliamente aceptada de ser el re-
sultado de un proceso de aislamiento geografico
causado por eventos climaticos criticos durante
el Cuaternario (TABERLET y BOUVET, 1994, HE-
WITT, 1996).
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4.3. Gran bovido (Bos primigenius/Bos taurus/Bison
priscus)

El estudio de ADN antiguo de gran bévido de
Arlanpe se abord6 con dos objetivos:

1) Determinacion taxonémica: intentar deter-
minar si estos restos pertenecian a los géneros
Bison o Bos. En Bizkaia hay evidencias de la pre-
sencia de ambos géneros durante el Paleolitico
(ver Tabla lll) y en la inmensa mayoria de los yaci-
mientos, al no recuperarse restos diagndésticos
que permitan su identificacion (pero ver SALA et
alii, 2010) solo se hace mencion a la presencia de
gran bévido o bovini (ver por ejemplo, ALTUNA,
1992; CASTANOS, 2005).

2) Ahondar en el estudio de la domesticacion del
ganado vacuno en la Peninsula Ibérica para conocer
si existieron eventos de domesticacién locales o si
hubo flujo genético de Bos primigenius hacia el ga-
nado doméstico (Bos taurus). Este estudio se basa
en el analisis de restos de ambas especies de Bos.

Se han tomado 14 muestras de Arlanpe, de las
que, hasta el momento sélo se ha podido hacer
extracciones de ADN antiguo por duplicado en
seis de ellas (nombradas Arl-Ar6; ver Tabla IV)
usando el método descrito por YANG et alii (1998)

y modificado de acuerdo con MALMSTROM et alii
(2007) y SVENSSON et alii (2007).

Para poder evaluar la calidad de las muestras
de Bos antes de proceder a otros andlisis genéti-
cos, en todas las extracciones se busco un frag-
mento de 70 pb del ADN mitocondrial que
contiene un polimorfismo de nucledétido Unico (sin-
gle nucleotide polymorphism- SNP) que permite
separar el ADN bovino auténtico (endogeno) del
ADN humano contaminante (exégeno). La rela-
cion de ADN de Bos en referencia a la cantidad
de ADN humano en una muestra es un buen indi-
cador de la preservacion. Si esta relacion es cer-
canaa 1, hay mucho ADN auténtico en la muestra
por lo que se puede esperar una alta posibilidad
de éxito en los andlisis subsiguientes. En cambio,
si la relacion es baja, indica que la muestra con-
tiene mas contaminacion que moléculas auténti-
cas, por lo que los resultados obtenidos a partir
de esas muestras deberian ser tratados con cau-
tela. La evaluacion de la calidad de las muestras
de Bos de Arlanpe se realizé usando una herra-
mienta de pirosecuenciacion para la cuantifica-
cion de alelos (Pyrosequencing allele
quantification tool) (ver detalles en MALMSTROM
et alii, 2007).

Especie Yacimiento
Bisonte (Bison priscus) Axlor

Cronologia
Musteriense

Descripcion
Restos 6seos

Referencia(s)
ALTUNA, 1972

Venta Laperra Aurifiaciense/Gravetiense

Grabados profundos ARIAS CABAL et alii, 1998/99

Santimamifie Magdaleniense medio/superior Pinturas negras ARANZADI et alii, 1925; GONZALEZ SAINZ, 2009
Uro (Bos primigenius) Arenaza Gravetiense/Solutrense Pintura roja y grabado GARATE et alii, 2000/01/02
El Rincén Premagdaleniense (?) Grabados GONZALEZ SAINZ y GARATE MAIDAGAN, 2006

Santa Catalina Magdaleniense superior/final

Grabado en un percutor RUIZ IDARRAGA y BERGANZA, 2004

Tabla I11: Evidencias de la presencia de bisonte (Bison priscus) y uro (Bos primigenius) en el Paleolitico de Bizkaia.

Sigla ADN* Sigla fosil Campana Nivel Descripcion Presenciade | Resultados Resultados
ADN** reproducibles | datacion C14**

ARL.ADN.003 (Ar1) | ARL.H29.2.1.12 2007 A (revuelto superficial) Primera falange No - No

ARL.ADN.004 (Ar2) | ARL.H29.4.5.2 2007 B (revuelto) Fragmento himero derecho Si (10%) No No (Sin colageno)

ARL.ADN.005 (Ar3) | ARL.H30.R.5 2006 A (revuelto superficial) | Fragmento de primera falange Si (30%) Si 19.700 +/- 455

ARL.ADN.006 (Ar4) | ARL.H30.4.1.19 2006 A (revuelto superficial) | Fragmento de molar superior Si (98%) Si 23.416 +/- 433

ARL.ADN.007 (Ar5) | ARL.H29.4.3.2 2007 B (revuelto) Fragmento de costilla No

ARL.ADN.008 (Ar6) | ARL.H28.3.9.4 2008 D (Paleolitico Inferior) Fragmento de molar No

ARL.ADN.026 ARL.H29.3.9.37 2008 D (Paleolitico Inferior) Fragmento de corona Por analizar

ARL.ADN.027 ARL.H32.1.2.2 2010 A (revuelto superficial) Fragmento de corona Por analizar

ARL.ADN.028 ARL.I30.3.8.8 2009 D + C cantos P4 izquierdo completo Por analizar

ARL.ADN.029 ARL.J21.2.4.32 2008 Superficial-| Fragmento de corona Por analizar

ARL.ADN.030 ARL.K20.3.10.2 2009 FosaN 2 falange completa Por analizar

ARL.ADN.031 ARL.K20.3.10.11 2009 FosaN 12 falange completa Por analizar

ARL.ADN.032 ARL.K20.3.11.6 2009 Fosa N 12izquierdo completo Por analizar

ARL.ADN.033 ARL.K21.3.13.71 2008 Il Fragmento de corona. Por analizar

Tabla 1V: Inventario y resultados de las muestras de ADN antiguo de los 14 restos de gran bévido de Arlanpe.* Entre paréntesis la sigla del laboratorio.
** Entre paréntesis se representa el % contenido de ADN mitocondrial auténtico. *** Resultados BP sin calibrar.
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Fig. 4. ARL.H30.R.5: vista externa (axial) (a) y vista interna (abaxial) (b) de
una primera falange. Barra de escala = 5¢cm.

Las tres muestras (Ar2, Ar3 y Ard) que mos-
traron presencia de ADN mitocondrial fueron ana-
lizadas en mayor profundidad asi como datadas
por Carbono 14. Finalmente s6lo Ar3 (una falange
-ver Figura 4 y Tabla V) y Ar4 (ver Figura 5) conte-
nian ADN de calidad suficiente para poder dar re-
sultados reproducibles. Estas dos muestras han
sido genotipadas para SNPs mitocondriales a tra-
vés de pirosecuenciacion. Debido a la gran cali-
dad de la muestra Ar4, ésta también fue analizada
con la idea de conseguir recuperar el genoma mi-
tocondrial completo usando tecnologia de se-
cuenciacién de Ultima generacién shot-gun
lllumina HiSeq. Con esta Ultima técnica se han ob-

Fig. 5. ARL.H30.4.1.19: vista bucal (a) y vista oclusal (b) de un fragmento
de molar superior. Barra de escala =1 cm.

tenido resultados positivos, que estan todavia en
fase de andlisis.

La secuenciacion de 100 pares de bases de la
region control o D-/loop del ADN mitocondrial dio
como resultado que los fragmentos Ar3y Ar4 per-

Especimen/Muestra Especie Longitud maxima Diametro Antero- Diametro Antero- Fuente
Posterior proximal* Posterior distal*

ARL.H30.R.5 (Arlanpe) B. primigenius 86,5 42,8 33,2 Presente estudio
Pinilla (B. primigenius) B. primigenius 79,4 BUITRAGO, 1992
Achenheim (B. primigenius) B. primigenius 80 BOUCHUD (1972), en BUITRAGO (1992)
Gibijo3(falange anterior) (B. primigenius) | B. primigenius 73,0-69,5 ALTUNA (1974) en BUITRAGO (1992)
Labeko Koba4 (Bos/Bison) Bos/Bison 73,36 (n=7)

(68,5-80,0) ALTUNA y MARIEZKURRENA (2000)
Labeko Koba4 (Bos/Bison) Bos/Bison 77,29 (n=12)

(72,0-93,0) ALTUNA y MARIEZKURRENA (2000)

Tabla V: Medidas de la falange de gran bévido de Arlanpe comparado a otras muestras de gran bévido.

*Medidas tal como explica BUITRAGO (1992).
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tenecian a Bos primigenius y no a Bison priscus.
La secuencia contenia mutaciones diagndsticas
para el haplogrupo P, encontrado casi exclusiva-
mente en el uro europeo. Ademas, la datacion di-
recta de estos dos especimenes los sitlla dentro
del Paleolitico Superior (Gravetiense-Solutrense),
mucho antes de los primeros eventos de domes-
ticacion de ganado vacuno. Los andlisis de los
SNPs mitocondriales clasificaron estos dos restos
como pertenecientes a haplotipos diferentes (y
probablemente nuevos, al menos en el caso Ar4)
dentro del haplogrupo P. Estos resultados con-
cuerdan con la gran diversidad genética encon-
trada en los uros ibéricos y ademas nos permiten
empezar a conocer la diversidad genética en los
uros y su estructura poblacional antes de los pri-
meros eventos de domesticacion hace alrededor
de diez mil afios.

La importancia de los andlisis en curso con la
muestra Ar4, es que los genomas mitocondriales
completos son cruciales para la deteccion de li-
neas maternas adicionales que los analisis de la
region D-/loop pueden pasar por alto (ACHILLI et
alii, 2008), asi como para poder realizar inferen-
cias filogenéticas con mayor exactitud (HIENDLE-
DER et alii, 2008). Actualmente se esta trabajando
en la comparacion de estos especimenes con
otras secuencias recuperadas en los uros del
norte y centro de Europa (EDWARDS et alii, 2010;
LARI et alii, 2011).

4.4. Cabra montés (Capra pyrenaica)

El estudio de ADN antiguo de restos de cabra
montés de Arlanpe se engloba dentro de una in-
vestigacion mas amplia que pretende conocer

como se distribuian en el pasado las poblacio-
nes de cabra montés, analizar las relaciones filo-
genéticas entre ellas y estudiar sus dinamicas
poblacionales, asi como estudiar mejor la filoge-
nia de este taxdn en relacidon con otras especies
de Capra emparentadas en base a restos 6seos
provenientes de diversos yacimientos de la Pe-
ninsula Ibérica.

Se han muestreado trece restos de cabra
montés, seis de los cuales se han analizado pre-
liminarmente, recuperando ADN en tres de ellos
(ver Tabla VI). La cabra montés es un endemismo
de la Peninsula Ibérica cuya distribucion actual
es mucho mas restringida de lo que lo era en el
pasado debido a enfermedades epidémicas, la
caza incontrolada, el sobrepastoreo y la destruc-
cion progresiva del habitat natural (AMILLS et alli,
2004). De las cuatro subespecies originariamente
descritas por CABRERA (1911) (Capra pyrenaica
pyrenaica, C.p.lusitanica, C.p.victoriae, C.p.his-
panica), en la actualidad solo sobreviven las dos
ultimas. El estudio del ADN antiguo en la cueva
de Arlanpe tiene como primer objetivo conocer
qué subespecie habitaba Bizkaia en el Pleisto-
ceno superior. Como hip6tesis nula a testar, se
trataria de la subespecie C.p.pyrenaica, el bu-
cardo del Pirineo, extinto en 2000, cuya distribu-
cion se extenderia en el pasado también por la
Cordillera Cantdbrica (CABRERA, 1911).

5.-RESUMEN Y CONCLUSIONES

Las nuevas técnicas de ADN antiguo permi-
ten obtener importantes datos para poder abordar
distintas cuestiones arqueopaleontolégicas. En el
caso del yacimiento de la cueva de Arlanpe hasta

Sigla del fosil Campana Nivel Descripcion Presencia de ADN
ARL.H28.3.6.3 2008 C M2 izquierdo No
ARL.H28.2.7.1 2008 C 1% falange No
ARL.H29.1.3.484 2008 B (revuelto) M3 derecho Si
ARL.H29.3.7.5 2007 D (Paleolitico inferior) M3 derecho Si
ARL.G28.4.3.10 2008 B (revuelto) M3 izquierdo Si
ARL.H29.2.9.1 2008 D (Paleolitico inferior) Cuerpo de hemimandibula derecha con denticion completa No
ARL.H32.2.1.2 2010 A (revuelto) Fragmento de maxilar derecho En andlisis
ARL.H31.4.1.3 2010 A (revuelto) Fragmento de hemimandibula derecha con P4, M1 y un premolar supemumerario En andlisis
ARL.H29.3.9.15 2008 D (Paleolitico inferior) M2 derecho En andlisis
ARL.J20.2.11.4 2009 I-II (Solutrense-Magdaleniense) M3 izquierdo En andlisis
ARL.J20.2.6.4 2009 | (Magdaleniense) M3 derecho En andlisis
ARL.K20.1.4.34 2008 | (Magdaleniense) M2 derecho En andlisis
ARL.K21.3.16.69 2008 Il (Solutrense superior) Hemimandibula izquierda con P4 y M1 En andlisis

Tabla VI: Inventario y resultados de las muestras de ADN antiguo de los trece restos de cabra montés (Capra pyrenaica).

*er GOMEZ-OLIVENCIA et alii (en prensa).
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el momento se ha obtenido ADN mitocondrial de
muestras de oso pardo (Ursus arctos), uro (Bos
primigenius) y cabra montés (Capra pyrenaica):

Una de las muestras de oso pardo de Arlanpe
esta dentro del clado 3c, un clado de osos pardos
extinto y Unicamente encontrado hasta ahora en
Alaska. Estos nuevos analisis han revelado que el
clado 3c no estaba restringido a Beringia, sino que
se llego a extender hasta la Peninsula Ibérica. El
estudio de esta muestra junto con mas evidencias
a partir del registro fosil, confirma que ha habido
un importante flujo genético durante el Pleistoceno
que ha mantenido un tamafio de poblacién efec-
tivo estable, y que el grupo ibérico ha sufrido un
efecto de “cuello de botella” importante en tiem-
pos histdricos recientes.

Dos de las muestras de gran bévido de Ar-
lanpe han sido clasificadas como uro (Bos primi-
genius) mediante métodos genéticos. Estos dos
restos han sido clasificados como pertenecientes
a haplotipos diferentes (y probablemente nuevos,
al menos en una de las muestras) dentro del ha-
plogrupo P. Estos resultados concuerdan con la
gran diversidad genética encontrada en los uros
ibéricos y ademas nos permiten empezar a en-
tender su diversidad genética y su estructura po-
blacional antes de los primeros eventos de
domesticacion hace alrededor de diez mil afios.
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