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Abstract

In this paper we present 73 short mitochondrial DNA (mtDNA) sequences obtained from 30 brown
bear (Ursus arctos) and 56 cave bear (Ursus spelaeus) samples in several cave sites of Northwestern
Iberian Peninsula (Galicia and Asturias), of Holocene and Pleistocene ages. The technique used
was PCR amplification of small mtDNA fragments and the subsequent Sanger sequencing of PCR
products. In total, 6 different haplotypes were obtained for the brown bear and two for the cave
bear. The high success rate of PCR amplifications (85%, 73 positive amplifications out of a total of
86 samples) demonstrates the good conditions of the Sierra do Courel caves for the preservation of
DNA in fossil bone remains, even for tens of millennia old.
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Resumen

En este trabajo se presentan 73 secuencias cortas de ADN mitocondrial (ADN mt) obtenidas a
partir de 30 muestras de oso pardo (Ursus arctos) y 56 de oso cavernario (Ursus spelaeus) procedentes
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de diversos yacimientos del noroeste de la Peninsula ibérica (Galicia y Asturias) y de edades
finipleistocenas y holocenas. La técnica utilizada fue la amplificacion mediante PCR de pequenos
fragmentos de ADNmt y la posterior secuenciacion Sanger de los productos PCR. En total se han
obtenido 6 haplotipos diferentes para el oso pardo y dos para el cavernario. El elevado porcentaje
de éxito de las amplificaciones PCR (85%, 73 amplificaciones positivas de un total de 86 muestras)
demuestra las buenas condiciones de las cuevas de la Sierra do Courel para la preservacion de ADN
en restos Oseos fosiles, incluso de decenas de milenios de antiguedad.

Palabras clave: ADN mitocondrial, oso pardo, oso cavernario, Pleistoceno, Holoceno, Galicia,
Asturias
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INTRODUCCION

En las ultimas dos décadas, el ADN an-
tiguo (ADNa) se ha revelado como una po-
tente herramienta biomolecular en estudios
arqueologicos y paleontoldgicos (Hofreiter
et al. 2014). Tradicionalmente los estudios
de ADNa se han basado en la recuperacion
de fragmentos cortos de ADN mitocondrial
(ADNmt) a partir amplificacion PCR y se-
cuenciacion Sanger. La abundancia de mito-
condrias en la célula y por tanto, de copias
de sus genes, hace que a lo largo del tiempo
aumente la posibilidad de preservacion de
fragmentos de genes mitocondriales en com-
paracion con las dos Unicas copias de genes
nucleares en células diploides. Sin embargo,
desde el desarrollo de la tecnologia de se-
cuenciacion de nueva generacion (Next Ge-
neration Sequencing, NGS) la investigacion
en ADN antiguo ha experimentado una
enorme revolucion, llegando a ser posible
la recuperacion de genomas mitocondria-
les (Brand et al. 2013) y nucleares comple-
tos a partir de muestras tan antiguas como
700000 afios (Orlando et al. 2013). La ma-
yor desventaja de la aplicacion de tecnologia
NGS es sin embargo su elevado coste, que
todavia la hacen prohibitiva para pequefios
y medianos laboratorios.

En este estudio nos planteamos testar
la preservacion de ADN en la coleccion
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de muestras de ursidos Pleistocenos y Ho-
locenos conservados en el Instituto Uni-
versitario de Xeoloxia (UIX) Isidro Parga
Pondal (Universidade da Corufa) y en las
colecciones de la Dra. A.C. Pinto en el Ins-
tituto de Historia del CSIC (Madrid). Para
este estudio preliminar se decidid recurrir
a tecnologia tradicional basada en la am-
plificacion PCR de pequefios fragmentos
de ADNmt de oso pardo y cavernario y la
posterior secuenciacion Sanger de los pro-
ductos PCR.

MATERIAL Y METODOS

Muestras biolbgicas. Para este estudio se
seleccionaron 30 muestras dseas morfolo-
gicamente identificadas como pertenecien-
tes a 29 ejemplares distintos de oso pardo
(Garcia-Vazquez et al., 2015). En el caso de
0so0 cavernario se seleccionaron 56 muestras
oseas pertenecientes a individuos diferentes
en base a analisis morfoldgicos (Grandal-
d’Anglade y Lopez Gonzalez, 1998). En
ambos casos, pardo y cavernario, los restos
oseos proceden de yacimientos en cuevas del
NW de la peninsula ibérica, principalmen-
te Galicia y Asturias (Figura 1). La Tabla
1 recoge las siglas de identificacion, edad y
procedencia geografica de cada una de las
muestras de oso pardo. La Tabla 2 muestra
los mismos datos para el 0so cavernario.
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Tabla 1. Datos de las miestras de oso pardo (ursus arctos) estudiadas. Datos cronolédgicos de Garcia Vazquez

ctal. (2015).

Yacimiento Identificacion hueso ID-DNA edad "“C cal BP Haplotipo
ARLU-39 humero BB-Al <40000 -
ARLU-42 pelvis BB-A2 36093 £ 1065 23
Arcoia ARLU-59 ? BB-A3 36093 £ 1065 -
ARLU-62 ? BB-A4 >12000s -
ARLU-40 radio BB-AS - -
Longo de Meu LOME-1 costilla BB-LOl 9140 £ 81 24
SIPA-190 costilla BB-SP5 7340 + 55 24
SIPA-1 costilla BB-SP3 7341 £ 55 24
Pala Paleira SIPA-166 fémur BB-SP4 7468 * 31 24
SIPA-61 tibia BB-SP2 8039 + 58 24
SIPA-2 fémur BB-SP1 44000 23
Purrufial PUR-LU-9 costilla BB-P2 8641 + 122 24
(mismo individuo) | pyR-LU-75 costilla BB-P1 8641 + 122 24
Sumio de Casares CALE-1 costilla BB-SC1 30833 + 381 27
TA-176 costilla BB-T1 8274 + 86 24
Tarelo
TA-Lu-C-60 costilla BB-T2 8274 + 86 24
Cuetu Blanco CB-015 costilla BB-CBI1 9703 + 82 24
LCF-96-025 costilla BB-CF1 10216 * 28 24
La canal Fuerte
LCF-158 costilla BB-CF2 9394 + 58 26
CGLL-051 ulna BB-PC2 7619 + 30 24
Pozu la Cigacha
CGLL-050 ulna BB-PC1 8265+ 52 26
Pozula Veiga'l PUR-015 humero BB-PV1 10404 + 81 24
Retuertu
Pozo Toneyo RT-001 craneo BB-RT1 9831 £ 82 24
SH5-S29-002 costilla BB-S6 24
SH5-98-S28-095 himero BB-S2 10105 £ 110 24
. SH5-97-U29-59 costilla BB-S4 4648 + 134 25
Somiedo -
SH5-97-U28-7 costilla BB-S5 4836 £ 15 25
SH5-97-V29-1 costilla BB-S3 7924 + 41 24
SH5-98-S28-082 costilla BB-S1 9681 + 74 24
Gonzalo Palomar GP-1 maxila BB-GP1 2442 61 28
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Tabla 2. Datos de las muestras de oso de las cavernas (ursus spelaeus) estudiadas. Datos cronoldgicos de Pérez
Rama et al. (2011).

Yacimiento Identificacion hueso ID-DNA | edad *C cal BP | Haplotipo
. Ar-US-peq fémur CB-Al Usl
Arcoia .
Ar-US-gde fémur CB-A2 >40000 Usl
E-TD-2503 costilla CB-El 34190 + 695 Us2
E-V-S-55 costilla CB-E2 30544 + 679 Us2
E-V-S-162 costilla CB-E3 34381+ 581 Us2
E-Ua-S-2623 costilla CB-E4 34916+ 576 Us2
E-ZYX-S-963 radio CB-E5 Us2
E-ZYX-S-958 radio CB-E6 Us2
E-ZYX-S-964 radio CB-E7 Us2
E-ZYX-S-962 radio CB-E8 Us2
Eirés E-T-3010 costilla CB-E9 Us2
E-T-3011 costilla CB-E10 Us2
E-T-3012 costilla CB-El1 Us2
E-T-3017 costilla CB-E12 Us2
E-2112 fémur CB-E13 Us2
E-2107 fémur CB-El4 Us2
E-2104 radio CB-El5 Us2
E-2544 tibia CB-E16 Us2
E-2583 ulna CB-E17 Us2
Eusa-11 costilla CB-E18 >38.000 -
VL-L-410-G costilla CB-L1 Usl
VL-L-406-G costilla CB-L2 Usl
VL-1331-G costilla CB-L3 Usl
Lin-E230 costilla CB-L4 Usl
Lin-E144 costilla CB-L5 Usl
Lin-E227 costilla CB-L6 Usl
VL-571-G costilla CB-L7 Usl
Lin-59 costilla CB-LS8 Usl
VL-L-411-G costilla CB-L9 Usl
Lifares VL-L-417-G costilla CB-L10 Usl
Lin-E-149 costilla CB-LI11 Usl
VL-L-398-G costilla CB-L12 Usl
VL-L-405-G costilla CB-L13 Usl
Lin-234 costilla CB-L14 Usl
Lin-E229 costilla CB-L15 Usl
Lin-549 costilla CB-L16 Usl
Lin-1009 tibia CB-L17 >40000 Usl
Lin-E57 costilla CB-L18 Usl
Lin-1007 costilla CB-L19 Usl
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CEZ-540 costilla CB-C1 Us2
CEZ-535 costilla CB-C2 Us2
CEZ-534 costilla CB-C3 Us2
CEZ-276 costilla CB-C4 Us2
CEZ-271 costilla CB-C5 -

A Ceza CEZ-150 costilla CB-C6 35230 +1430 -
CEZ-561 costilla CB-C7 Us2
CEZ-563 costilla CB-C8 Us2
CEZ-565 costilla CB-C9 Us2
CEZ-605 costilla CB-C10 Us2
CEZ-710 costilla CB-Cl11 Us2
PR-R97-1 maxila CB-R1 13785 £ 110 -
PR-R97-15 humero CB-R2 30455 + 795 -
PR-R97-16 fémur CB-R3 27970 £ 600 -

O Rebolal
PR-R-97-5 mandibula CB-R4 22015 + 445 -
PR-R97-267 mandibula CB-R5S >39000 -
PR-R99-158 costilla CB-R6 -

Cuetu Blancao

stuertu”

Alfitudeimas!)

|

1500-2000

1000 1500 [

500 - 1000 [0
<500 [T

Fig. 1. Mapa de situacion de las cuevas estudiadas en el Noroeste de la Peninsula Ibérica. Con circulos blancos
se destacan los yacimientos con 0so cavernario; los circulos negros muestran los yacimientos con 0so pardo.

Extraccion de ADN. La extraccion de
ADN se llevo a cabo en la Universidad de
York (Inglaterra), en un laboratorio espe-
cialmente dedicado a la manipulaciéon de
muestras antiguas. Cada una de las muestras
fue descontaminada por erosion fisica de la
superficie externa, seguida de la exposicion
durante 10 minutos de cada una de las super-

ficies a luz UV. A continuacion se siguid el
protocolo de extraccion de ADN descrito por
Rohland et al. 2010, especialmente disenado
para la recuperacion de fragmentos cortos de
ADN a partir de muestras 6seas antiguas.
Amplificacion PCR. La presencia de
ADN se testo a partir de la amplificacion de
un fragmento hipervariable de la region de
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control del ADN mitocondrial. En el caso
de los oso cavernarios, se amplificd un frag-
mento de 104 pares de bases (pb) utilizando
los primers descritos por Hofreiter ez al 2004
(CBL164: GCATATAAGCATGTACA-
TATTATGC y CBL221: CGGACTAAGT-
GAAATACATGCT). En las muestras de
0so pardo se amplifico un fragmento 126
pb utilizando el primer CBL221: CGGAC-
TAAGTGAAATACATGCT de Hofreiter
et al. 2004 en combinaciéon con un primer
especifico para oso pardo desarrollado en
este estudio, el UaF7: TCGTGCATTAAT-
GGCGTG. Las amplificaciones se llevaron
a cabo usando Taq gold, enzima capaz de
leer residuos uracilo que podrian estar pre-
sentes debido a la desaminacion de citosi-
nas, que es uno de los dafos tipicos de las
moléculas de ADN antiguas. En cada reac-
cion se emplearon 5 ul de extracto y 15 ul de
mezcla, completando un volumen de 20 pl.
Las condiciones de reaccion PCR fueron las
descritas en Hofreiter et al. 2004.

Secuenciacion: los productos PCR fue-
ron amplificados en sentido forward y rever-
se en un analizador ABI3130xI en el Servicio
de Biologia Molecular de los SAI (Servicios
de Apoio a Investigacion) de la Universida-
de da Coruna.

La calidad de las secuencias fue inspec-
cionada y visualmente usando el software
BioEdit version 7.2.0 (Hall et al. 1999) y
ensambladas en Geneious R6 (Kearse et al.
2012).

Autentificacion de los resultados: Todo el
procesado de la muestra, desde la descon-
taminacion a la extraccion y preparacion
de la mezcla para la PCR, fueron llevados
a cabo en laboratorios aislados, en los que
nunca se llevaron a cabo extracciones a par-
tir de muestras actuales, ni se manipularon
productos PCR. Ademas, cada una de las
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muestras se amplificd por duplicado a partir
de extractos independientes de forma que la
secuencia final se obtuvo como consenso de
al menos cuatro lecturas (dos forward y dos
reverse).

RESULTADOS Y DISCUSION

Osos pardos. En total, se obtuvieron am-
plificaciones positivas para 26 de las 30 mues-
tras analizadas. Las muestras procedentes de
la cueva de Arcoia fueron las que demos-
traron menor éxito en las amplificaciones,
ya que solo se obtuvieron productos PCR a
partir de una (BB-A4) de las cinco muestras
analizadas. En el caso de las muestras proce-
dentes de la cueva de Tarelo, ambas presen-
tan idéntica datacion de carbono y secuencia
de ADN, lo que parece indicar que podrian
pertenecer a un mismo individuo.

Osos cavernarios. Se analizaron 56 mues-
tras procedentes de 5 cuevas localizadas en la
Sierra del Courel: 2 muestras de la cueva de
Arcoia; 18 muestras de Eiros; 19 de Linares;
11 de A Ceza;y 6 de Rebolal (Figura 1). To-
das las muestras dieron amplificaciones po-
sitivas, con la excepcion de una muestra de
Eirds, de gran antigiiedad (>38,000 BP), dos
de A Ceza (uno de ellos, datado en 35,000
BP) y los seis restos procedentes de la cueva
de Rebolal, ninguno de los cuales dio lugar a
producto de PCR. El yacimiento de la cueva
de Rebolal presenta la caracteristica de que
los restos han sido removidos y cambiados
de localizacién a lo largo del tiempo, como
consecuencia de la dinamica natural de la
cueva en primer lugar, y posteriormente por
la ocupacion humana en tiempos recientes
(Grandal-d’Anglade et al. 2006). La altera-
cion del proceso tafondmico natural podria
haber llevado a una aceleracion del deterio-
ro de las moléculas organicas de los huesos,
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lo que habria impedido la recuperacion de
secuencias de ADN a partir de estas mues-
tras. En total, se obtuvieron 47 secuencias de
otros tantos individuos diferentes.
Diversidad genética. Entre las 24 mues-
tras unicas de oso pardo (ya que las dos
muestras de Purrufial pertenecen al mismo
individuo y consideramos ahora que las
dos de Tarelo también proceden del mismo
individuo), se identificaron seis haplotipos
distintos definidos por un total de 13 posi-
ciones polimérficas entre las bases 16724 y
16796 (Figura 2). El haplotipo mas abun-
dante es el 24, que aparece representado
en todas las cuevas con la excepcion de Su-
mio de Casares (SC1, Galicia) y Gonzalo
Palomar (GP, Cantabria). Los haplotipos

1672
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mas diferentes con respecto al 24 son los
haplotipos 23 y 27, ambos identificados en
las dos tnicas muestras Pleistocenas entre
los osos pardos, SC1 y SP1 (30833 £ 381y
44000 yBP, respectivamente). El haplotipo
23 se diferencia en seis posiciones con res-
pecto al 24, mientras que el 27 lo hace en 8
posiciones, en contraste con los haplotipos
25, 26 y 28 tan solo difieren en 1 o 2 posi-
ciones entre si y con respecto al 24. Dada
la tasa de mutacion estimada en ADNmt
(de 0 a 10* mutaciones/sitio/ano, Stiller et
al. 2013), los haplotipos 24, 25, 26 y 28 no
parecen haber evolucionado a partir de los
23 0 27, sino que se trataria de linajes filo-
genéticamente distantes dentro de los osos
pardos.

M ACATATTATCCTTCCTOTTCCATCACGACTTACCTTCCAAAACTTTCTTTCAGOTOTATACGTOTGTAAGCATS

I G........... Ao c.. ...

Fig. 2. Posiciones polimérficas de los haplotipos mitocondriales identificados en oso pardo.

En el caso de los osos cavernarios, las
104 bases de la region de control permitie-
ron distinguir tan solo dos haplotipos, el
Usl y Us2 (Figura 3). Ambos haplotipos
se diferencian tan solo en una posicion, la

Chawvet {1)
Chavet |2)

Dew-Duverlures . . . . . . .. ... Lo

Aroea
Alezz
Lfares
Bris

16551, donde Usl se genotipa como C y
Us2 como T. Usl esta presente en todos las
muestras de las cuevas de Arcoia y Lina-
res, mientras que Us2 aparece en A Ceza
y Eirés.

CCATGOATATAGGCATG TACATATTATGCT TGATCTTACATGAGGAD T TACATCODAAAAGT T TATT TCAAGTGTATAG

Fig. 3. Posiciones polimorficas de los haplotipos mitocondriales identificados en oso cavernario. En las lineas

1-3 se incluyen las secuencias publicadas por Bon et al. (2010) para este mismo fragmento.
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Los mismos haplotipos fueron identifi-
cados por Bon y colaboradores (Bon ez al.
2010) en las cuevas de Chauvet y Deux-Ou-
vertures, en el sureste de Francia. Mientras
que los ejemplares de Chauvet presentaban
ambos haplotipos, los de Deux-Overtures
tan solo presentaban el Us2. En el caso del
Courel, cada una de las cuevas conserva in-
dividuos de un tnico haplotipo, siendo simi-
lares en Arcoia y Lifiares por un lado, y A
Ceza y Eirds por otro.

CONCLUSIONES

El elevado porcentaje de éxito de las am-
plificaciones PCR (85%, 73 amplificaciones
positivas de un total de 86 muestras) de-
muestra las buenas condiciones de las cuevas
de la Sierra do Courel para la preservacion
de ADN en restos Oseos fosiles, tanto del
Holoceno como del Pleistoceno. Las unicas
muestras de oso cavernario a partir de las
que no se pudieron obtener secuencias de
ADN fueron una de Eiros, dos de A Ceza,
y todas las muestras de Rebolal. La crono-
logia de estas muestras fallidas es variable,
desde >38,000 BP hasta las mas recien-
tes datadas hasta el momento en la regidon
(Grandal & Vidal Romani, 1997; Grandal
et al. 2006). Este dato parece indicar que no
es solo la antigiiedad de la muestra el factor
mas determinante para la preservacion del
ADN, sino las condiciones de conservacion
de las mismas, ya sea en el yacimiento o en el
almacenaje posterior tras la excavacion.

Entre las muestras analizadas a nivel de
ADN, se observa una mayor diversidad ge-
nética entre las muestras de oso pardo (6 ha-
plotipos identificados en un rango temporal
de >40000 a 2000 afios) en comparacion con
las de cavernario (2 haplotipos en un rango
temporal de >40000 a 25000 afos). La me-
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nor diversidad genética en los cavernarios
podria estar asociada con el declive de la
especie hacia el momento de su extincidon en
torno a los 24000 anos, lo que ya ha sido ob-
servado en otros estudios genéticos de esta
especie (Stiller ez al. 2010).
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