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Resumen

1. Resumen/Summary

1.1 Resumen

VARIACIONES EN LA DISTRIBUCION Y LA ESTRUCTURA GENETICA DE LOS
LINCES PALEARTICOS Y EL TOPILLO DE CABRERA DESDE EL PLEISTOCENO
SUPERIOR

Introduccion

El presente trabajo estd compuesto por cuatro articulos, tres publicados y uno inédito. En ellos se
aborda, mediante el estudio del ADN antiguo (ADNa), aspectos relativos a la paleobiogeografia,
la conservacion, la filogeografia y las fluctuaciones en la diversidad genética a lo largo del
tiempo en distintas especies amenazadas o extintas de la peninsula ibérica (los linces palearticos;
Lynx lynx y Lynx pardinus y el topillo de Cabrera, Microtus cabrerae). En concreto se ha
analizado el ADN mitocondrial (ADNmt) de restos asignados a las distintas especies europeas
del género Lynx asi como de subfosiles y ejemplares actuales de topillo de Cabrera de diferentes
yacimientos y poblaciones historicas del suroeste de Europa. El anélisis del ADNmt de restos de
lince ibérico, lince boreal y topillo de Cabrera se realizd6 con el objetivo de conocer las
variaciones de su diversidad genética a lo largo del tiempo y la filogeografia de las poblaciones
extintas en relacion con las modernas. La importancia de los andlisis realizados con restos de
lince ibérico y de topillo de Cabrera radica en el cardcter endémico y amenazado de ambas
especies. Conocer la historia genética de estas especies desde el Pleistoceno Superior puede
proporcionar informacion util para el manejo de las poblaciones actuales que se encuentran en
peligro de extincion. En el caso del lince boreal su interés se centra en confirmar o desmentir su
presencia en el pasado en la peninsula ibérica y en conocer la estructura genética de las
poblaciones extintas del suroeste de Europa. El andlisis de la dinamica de las poblaciones
extintas es vital para una mejor comprension de los patrones filogeograficos de las poblaciones
actuales. Por ultimo, la identificacion molecular de restos de linces erroneamente clasificados o
que no han podido identificarse a nivel especifico, ha permitido ampliar el rango de distribucion
histérico de las dos especies de linces que habitan en Europa en el presente. Tanto las
variaciones en el rango de distribucion como en la diversidad genética observadas en las especies
estudiadas han sido analizadas en el contexto de los principales factores bidticos y/o abidticos

susceptibles de influir en dichas especies.
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Sintesis de los resultados

1) El anélisis del ADNmt, a partir de series cronoldgicas de restos de lince ibérico y de topillo de
Cabrera desde el Pleistoceno Superior a la actualidad, ha permitido conocer las variaciones en la
diversidad genética de estas especies a lo largo del tiempo. Estos cambios en la diversidad
genética permiten inferir cambios demograficos que pueden ser relacionados con los cambios
ambientales y ecologicos que tuvieron lugar en momentos determinados de la historia evolutiva

de las citadas especies.

2) La asignacion especifica de los restos de lince, basada tinicamente en el analisis morfométrico
de elementos postcraneales, es una tarea dificil y potencialmente puede conducir a errores de
identificacion. En esta tesis se pretende verificar si el lince ibérico y el lince boreal tenian una
distribucion geografica méas amplia en el pasado. Para ello se ha realizado un extenso muestreo
de subfosiles y especimenes historicos morfométricamente clasificados como linces ibéricos
(Lynx pardinus pardinus), linces boreales (Lynx lynx), Lynx sp. y como el cominmente llamado
lince de las cavernas, citado en la literatura como Lynx spelaeus o Lynx pardinus spelaeus. Los
restos de lince muestreados abarcan un amplio intervalo cronoldgico (desde hace mas de 50 000
afios hasta la actualidad) y comprenden diferentes regiones de Europa. A partir de los resultados
obtenidos se ha redefinido el area de distribucion historica de los linces europeos y se ha podido
aportar informacion sobre la posicion filogenética del controvertido conjunto de restos de lince

clasificados como Lynx spelaeus o Lynx pardinus spelaeus.

3) Los resultados obtenidos de los muestreos anteriores han permitido asimismo analizar la
estructura filogeografica de las poblaciones extintas de lince boreal en el suroeste europeo y

compararla con la de las poblaciones actuales.

Resultados y conclusiones

Articulo I: 50 000 years of genetic uniformity in the critically endangered Iberian lynx.
(Rodriguez et al., 2011).

En la actualidad el lince ibérico presenta una diversidad genética extremadamente reducida, con
una ausencia total de variacion en la region control del ADNmt. Generalmente la falta de
diversidad genética en especies amenazadas, con tamafios poblacionales pequefios se debe a uno
o varios cuellos de botella ocurridos en el pasado. Los cuellos de botella son reducciones
dréasticas en el tamafio poblacional que suelen conllevar una pérdida de diversidad genética.
Estas reducciones poblacionales pueden haber ocurrido recientemente (en tiempos historicos) o,
por ejemplo, durante la transicion del Pleistoceno al Holoceno. Una reducida diversidad genética

en una poblacion determinada se tiende a asociar a una menor probabilidad de supervivencia a
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largo plazo. Esto es debido a que las poblaciones con baja diversidad genética no tendran

recursos en su acervo genético para adaptarse a los cambios ambientales futuros.

Con el objetivo de conocer cuando perdi6 su variabilidad genética el lince ibérico se analiz6 el
ADNmt en restos de lince a lo largo de su distribucion histérica en la peninsula ibérica.
Sorprendentemente no se ha encontrado ninguna variabilidad en 183 pares de bases (pb) de la
region control del ADNmt en los 19 restos de lince ibérico de lo que se pudo obtener ADN. Esta
ausencia de diversidad genética es especialmente inesperada ya que la region control es una de
las regiones mas variables del genoma, las muestras analizadas provienen de yacimientos
distribuidos a lo largo de toda la peninsula ibérica y abarcan un rango de edades que comprenden
los ultimos 50 000 afos. Estos 19 individuos presentan exactamente el mismo haplotipo que se
encuentra fijado en las poblaciones actuales. La falta de diversidad genética para la region
control del ADNmt constatada en los tltimos 50 000 afios sugiere un tamafio poblacional de
linces pequeio y constante a lo largo del tiempo y/o una tasa de mutacion muy baja para esta
region del genoma. Estos resultados indican que la actual falta de diversidad genética en la
region control del ADNmt no es por si misma una amenaza para la viabilidad del lince ibérico a
largo plazo, ya que este félido ha sobrevivido al menos 50 000 afios con bajos niveles de
diversidad genética en esta parte del genoma. Sin embargo esto no excluye que la pérdida de
diversidad genética en regiones del genoma que afectan directamente a su fitness, como
consecuencia del drastico cuello de botella ocurrido en los tltimos 100 afios, si tenga repercusion

en la viabilidad de esta especie.

Articulo II: Ancient DNA evidence of Iberian lynx palaeoendemism. (Rodriguez-Varela et al.,
2015a).

En este articulo se analizo6 el ADNmt (parte de la region control y del citocromo b) de restos
pertenecientes al género Lynx morfométricamente clasificados como Lynx pardinus pardinus,
Lynx lynx, Lynx cf. spelaeus o Lynx sp. sin especificar la especie. Como Lynx cf. spelaeus se
engloba un conjunto de restos cominmente conocidos como lince de las cavernas. Este lince
extinto, cuya posicion filogenética es objeto de debate, habité el suroeste de Europa durante el
Pleistoceno y presentaba un tamafio intermedio entre las dos especies de lince que viven
actualmente en Europa. Los andlisis del ADNmt realizados en este estudio revelan, por primera
vez, que los restos italianos clasificados como lince de las cavernas y linces boreales pertenecen
en realidad a linces ibéricos de mayor tamafio que los actuales. Estos resultados junto con los
analisis de restos de lince franceses muestran que el lince ibérico habitd durante el Pleistoceno y

el Holoceno el norte de Italia y el sur de Francia. Todo lo cual refuerza la conveniencia de que
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cualquier asignacion a nivel de especie de restos de linces a partir de estudios morfométricos de

material postcraneal sea corroborada por estudios genéticos.

Gracias a la identificacion mediante el ADNmt se ha permitido incrementar el area de
distribucién del lince ibérico en el Pleistoceno y ayudar a clarificar la posicion filogenética del
lince de las cavernas (Lynx cf. spelaeus). Los resultados obtenidos no apoyan la clasificacion de
los linces de las cavernas como una especie diferente de lince. Ni siquiera permiten su
catalogacion como una subespecie del lince ibérico, ya que los restos clasificados como lince de
las cavernas presentan el mismo haplotipo mitocondrial (o varian en una sola transicion) que los
actuales linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus). El andlisis de varios restos de lince del
yacimiento italiano de Arene Candide ha permitido documentar por primera vez, a partir de datos
genéticos y dataciones radiométricas, la coexistencia de las dos especies de linces palearticas en

un mismo yacimiento durante el final del Pleistoceno Superior.

Articulo III: Ancient DNA reveals the identity of the last lynx from northern Spain.
(Rodriguez-Varela et al., 2015b).

La presencia del lince ibérico en la peninsula ibérica esta bien documentada desde el Pleistoceno
Medio. Por el contrario, con la excepcion de dos craneos de edad incierta encontrados en simas
del Pais Vasco y de Asturias (Altuna, 1980; Nores, 1999), no hay registros fiables de linces
boreales en la peninsula. Esto ha propiciado que muchos investigadores consideraran que el lince
boreal no llego a habitar mas alld de los Pirineos. Ante esta opinion generalizada cabe destacar
que algunos zoologos “basdndose en la tradicidon oral y en documentos histéricos” defienden la
presencia hasta hace apenas un siglo del lince boreal en la cornisa cantabrica (Nores y Vazquez,
1984; Clavero y Delibes, 2013). Sin embargo, debido a la ausencia de restos fisicos, como
ejemplares disecados o restos arqueo-paleontolégicos, no hay ninguna prueba (mas alla de los
craneos mencionados) que sea definitiva y concluyente de la presencia del lince boreal al sur de

los Pirineos.

Para este trabajo se recupero y extrajo el ADMmt (parte de la regioén control y del citocromo b)
de restos Oseos inéditos pertenecientes a un minimo de 4 individuos procedentes de simas de
Asturias y Navarra. Estos restos fueron analizados conjuntamente con restos postcraneales de
diferentes yacimientos de la cornisa cantdbrica, atribuidos a distintas especies del género Lynx,
asi como con los craneos identificados como linces boreales encontrados uno en la sima de
Pagolusieta y otro en la de la Sierra de Sueve (Altuna, 1980; Nores, 1999). El objetivo de este
trabajo es confirmar, por una parte, la presencia del lince en el norte de la peninsula y conocer,
por otra, su posicion filogeografica con respecto a los linces boreales actuales. Para esto ultimo

se ha procedido a extraer y secuenciar el ADNmt de 8 individuos datados por contexto
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estratigrafico en el periodo Atlantico superior de yacimientos daneses. Tanto las secuencias
resultantes de los restos de lince de la peninsula ibérica y Dinamarca, como las secuencias de
ejemplares también antiguos de Italia y Francia obtenidas en el articulo II, fueron comparadas

con las poblaciones modernas (Ruenees et al., 2014).

Gracias a los analisis de¢ ADNmt y a las dataciones directas de radiocarbono se han identificado
como lince restos inéditos de Asturias y Navarra, asi como se han podido confirmar restos
previamente atribuidos al lince boreal en funcion de caracteres morfométricos. En este estudio se
ha corroborado por primera vez genéticamente la presencia del lince boreal en la peninsula
ibérica desde la transicion del Pleistoceno al Holoceno hasta el siglo XVI. El estudio del registro
fosil junto con los resultados obtenidos sugiere una discontinuidad en la especie de lince que
habité en la cornisa cantabrica. Mientras el lince ibérico sera el principal habitante de esta region
durante la mayor parte del Pleistoceno, el boreal lo relevard durante el Holoceno. El anélisis del
ADNmt de restos de linces boreales pertenecientes a poblaciones extintas del oeste de Europa ha
permitido conocer la estructura filogeografica de individuos de poblaciones que habitaron el sur
de Europa durante el Pleistoceno y el Holoceno. Estos analisis muestran que en el pasado habia
un mayor flujo genético entre los linces boreales y que la clara estructura genética (siguiendo un
gradiente este-oeste) de las poblaciones actuales de linces borealess (Ruenees et al., 2014) no

estaba presente en el pasado.
Articulo inédito IV. Variaciones genéticas temporales y espaciales en el topillo de Cabrera.

Para este articulo se ha obtenido un fragmento (345 pb) del citocromo b de 38 restos de topillo
de Cabrera, Microtus cabrerae, de edades que van desde el Epimagdaleniense (~12 000 BP)
hasta la actualidad. Los restos provienen de yacimientos de la peninsula ibérica y Francia. Los
resultados preliminares de los analisis sugieren que esta especie presentaba una mayor diversidad
genética en el pasado. Se observa un aumento de la diversidad durante el Neolitico que confirma
el aumento poblacional que sugiere el registro fosil. La presencia de los mismos haplotipos en
ciertas regiones y yacimientos durante distintos periodos consecutivos (Mesolitico, Neolitico y la
Edad de los Metales) sugiere una cierta continuidad poblacional a lo largo de los citados
periodos. No se ha encontrado sin embargo ningtn haplotipo antiguo en las muestras modernas,
lo que sugiere que ha tenido lugar una pérdida de diversidad genética durante los ultimos siglos o
que se ha producido un reemplazo poblacional. La comparacién de los niveles de diversidad
genética entre las poblaciones modernas y las que habitaron en el pasado deben, no obstante,
tomarse con cautela, debido a que las muestras antiguas analizadas no son sincronicas, ni
siquiera aquellas que pertenecen a un mismo periodo arqueoldgico. Ademas hay que tener en

cuenta que todavia no hay datos de poblaciones modernas de topillo de Cabrera de muchas
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regiones de la peninsula ibérica, lo que dificulta la comparacion de la diversidad genética y los
patrones filogeograficos entre las muestras antiguas y las modernas. A pesar de estas
limitaciones los resultados obtenidos son un avance y un punto de partida que permite tener, por

primera vez, un conocimiento directo de las variaciones en la estructura y diversidad genética de

esta especie en el pasado.
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1.2 Summary

GENETIC STRUCTURE AND DISTRIBUTION CHANGES IN THE PALEARCTIC LYNX
AND THE CABRERA’S VOLE SINCE THE LATE PLEISTOCENE TO THE PRESENT

Introduction

This thesis consists of four articles, three published and one unpublished. They address, through
the study of aDNA different aspects about paleobiogeography, conservation, phylogeography
and fluctuations in genetic diversity over time in different endangered or extinct species of the
Iberian Peninsula (the Palearctic lynx, Lynx lynx and Lynx pardinus and Cabrera vole, Microtus
cabrerae). Mitochondrial DNA (mtDNA) has been analysed from subfossil and historical
remains assigned to the different species of the genus Lynx as well as subfossils and modern
specimens of Cabrera vole. The sampled remains cover a wide chronological range (from over
50 000 years ago to the present) and comprise different regions of the Iberian Peninsula and

Europe.

The main goal of this thesis was to investigate changes in genetic diversity and geographic
distribution over time from mtDNA analysis of the Iberian lynx, Eurasian lynx and Cabrera vole.
The main interest on the Iberian lynx and Cabrera vole was that both are endangered species
endemic to the Iberian Peninsula. Revealing the genetic population history of these species
through ancient DNA analysis can provide insight into the development of current conservation
management of the species. The interest on the Eurasian lynx relied on the role it played within
the Iberian Peninsula in the past. Analysing its past population dynamics will help understand the
phylogeographic patterns we observe today. Finally morphometrically misidentified lynx
remains were reclassified using mtDNA analysis. The correct species designation of the lynx
remains under study has expanded the historic range of the two lynx species living in Europe at
the present. Changes in distribution range and genetic diversity in the studied species from the
Late Pleistocene to the present have been analysed in the context of the main biotic and/or

abiotic factors.
Results synopsis

1) The analysis of mtDNA from chronological series of Iberian lynx and Cabrera vole remains
from the Late Pleistocene to the present has revealed variations in genetic diversity of these
species over time. From these changes in genetic diversity it was possible to infer demographic
changes and relate them to environmental and ecological changes at certain time periods of the

evolutionary history of these species.
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2) Temporal and geographic variations were investigated in both the Iberian and Eurasian lynx
through the analysis of species identification of lynx remains using mtDNA. For this, we
analysed lynx remains that had been previously identified at the species level based solely on the
morphometric analysis of postcranial elements. The latter is a difficult task and can potentially
lead to misidentification. In this thesis the most variable regions of the cytochrome b and the
control region were analysed on a set of Lynx sp. remains. The samples analysed were
morphometrically classified as Iberian lynx (Lynx pardinus pardinus), Eurasian lynx (Lynx lynx),
Lynx sp. and as Lynx spelaeus or Lynx pardinus spelaeus. These samples represent different

geographic areas and chronologies in the Iberian Peninsula and other parts of Europe.

The results confirm a larger geographical range during the Holocene and the Pleistocene of the
extant European lynx. Furthermore this research provided information about the phylogenetic
position of the controversial assemblages of remains classified as Lynx spelaeus or Lynx

pardinus spelaeus commonly known as Cave lynx.

3) The results of previous surveys have allowed the analysis of the phylogeographic structure of

the extinct populations of the Eurasian lynx in the south Western Europe.

Results and conclusions

Article I: 50 000 years of genetic uniformity in the critically endangered lberian lynx.
(Rodriguez et al., 2011).

Extant Iberian lynx populations display very low mtDNA variability. Similarly very low levels
of variation have been reported in this species using microsatellites (Casas-Marcé et al., 2013).
The control region is one of the most diverse parts of the mtDNA. However the Iberian lynx
modern populations have no variation in this region with only one haplotype fixed in all extant
lynx. Generally, low levels of genetic diversity in threatened species with low population sizes
are attributed to ancient or recent bottlenecks. The amount of genetic diversity is related with the
ability to adapt to environmental changes and is expected to have a strong impact on its future
survival. Low levels of genetic diversity and a small population size are related to inbreeding

depression and reducing the long term fitness of the population.

In order to investigate when the Iberian lynx lost its genetic diversity, we analysed 183 bp from
the control region of lynx remains from different geographic locations within the Iberian
Peninsula. The samples analysed in this study spanned a time range comprising the last 50 000
years.

Surprisingly we did not find any variation. In all our samples we found the same mitochondrial

haplotype that it is fixed in the current populations. These results are unexpected because the
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control region is considered one of the most variables regions of the genome and the samples
analysed here come from different localities and spanning a time range since the Late

Pleistocene until historical times.

In the 19 samples where we got positive results we found the same mitochondrial haplotype that
it is fixed in the current populations. The lack of variation over the last 50 000 years suggests an
unusually low mutation rate in the mtDNA control region and/or a continuously low population

size throughout time.

The survival of the Iberian lynx at least 50 000 years with very low levels of mtDNA genetic
diversity suggest that this unusual low variability is something intrinsic to the species, rather than
the result of recent or historical bottlenecks. This has important conservation genetic
implications because means, that modern Iberian lynx are not particularly threatened by its low
levels of mitochondrial genetic diversity. However these results do not exclude that the loss of
autosomal genetic variation during the last centuries can have a negative effect in the fitness of

the species.

Article II: Ancient DNA evidence of Iberian lynx palaeoendemism. (Rodriguez-Varela et al.,
2015a).

In this study we analyse the most variable regions of the cytochrome b and the control region in
the mtDNA on a set of Lynx sp. remains from different sites and chronologies in Spain, Italy, and
southern France. By genetically profiling these remains we attempt to investigate whether the
Iberian lynx has been misidentified with the Eurasian lynx and therefore had a wider distribution
in the past. The remains analysed here have been classified as Iberian lynx (Lynx pardinus
pardinus), Lynx cf. spelaeus, Lynx sp. and/or Eurasian lynx (Lynx lynx) based on morphological
features and/or body size. Named as Lynx cf. spelaeus there are a fossil assemblages commonly
known as Cave lynx. This extinct lynx inhabited the south western part of Europe during the
Pleistocene. The phylogenetic position of this species is still under debate. It has an intermediate
body size between both extant Palearctic lynx. Some of the Italian and French remains
morphometrically classified as Eurasian lynx or Lynx cf. spelaeus were reclassified as Iberian

lynx, lynx pardinus pardinus based on the mtDNA analysis made in this article.

We genetically confirm, for the first time, the presence of the Iberian lynx in France and Italy
during the Holocene and Late Pleistocene increasing the past range distribution of the Iberian

lynx in southern-central Europe from Iberia to northern Italy.

Our data does not support a different species or subspecies classification of the Italian lynx

remains morphometrically classified a Lynx cf. spelaeus. All the Italian samples
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morphometrically attributed to Lynx cf. spelaeus have the same mitochondrial haplotype or vary
in only one transition than modern and ancient Iberian lynx from the Iberian Peninsula.
Therefore the Iberian lynx existing today in Spain is a palacoendemic species which had a higher
morphological variability during the Late Pleistocene when it also reached a wider distribution

area.

Ancient DNA analysis and direct radiocarbon dating shows that both Palaearctic lynx species

were present in Arene Candide (north Italy) during the Last Glacial Maximum.

Article III: Ancient DNA reveals the identity of the last lynx from northern Spain.
(Rodriguez-Varela et al., 2015b).

The presence of the Iberian lynx in the Iberian Peninsula it is well documented at least since the
Middle Pleistocene. In contrast, with the exception of two undated skulls from two pits in the
north of Spain (Altuna, 1980; Nores, 1999), there are no records of Eurasian lynx in the Iberian
Peninsula. Due to this lack of Eurasian lynx” records it was generally assumed that the Eurasian
lynx never inhabited beyond the Pyrenees. However, some zoologists based on historical
documentation from previous centuries argue that the Eurasian lynx inhabit the north strip of
Spain until only a few centuries ago (Nores and Vazquez, 1984; Clavero and Delibes, 2013).
Despite the broad collection of written sources about the historical presence of lynx in Iberia
made by Clavero and Delibes, (2013) they do not provide any conclusive evidence or physical

remain of Eurasian lynx in Spain.

For this study we recovered and extracted the mtDNA from novel lynx remains belonging to a
minimum of four individuals from two pits located in Asturias and Navarra. These remains were
analysed together with postcranial lynx remains from different sites located in the Cantabrian
strip of Spain and with the skulls previous identified as Eurasian lynx from the pit of Pagolusieta

and one pit from Sierra de Sueve (Altuna, 1980; Nores, 1999).

The main goals of this study are; a) To confirm the Eurasian lynx presence in the north of the
Iberian Peninsula during historical times. b) To know the phylogeographic position of the
ancient extinct Western Europe population in the context of the modern day Eurasian lynx
phylogeographic patterns.

DNA was extracted and sequenced from eight lynx Danish remains dated by stratigraphic
context to the Late Atlanticum. The sequences obtained from the Eurasian lynx remains from
Iberia, Denmark and the ones used in the article II from Italy and France were compared with the

modern day Eurasian lynx populations (Ruenees et al., 2014).

10
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Due to the mtDNA analysis and the radiocarbon dates of lynx remains from the Cantabrian strip
of Spain it was possible to genetically confirm, for the first time, the Eurasian lynx presence in

the north of Spain since the Pleistocene-Holocene transition until a few centuries ago.

The genetic analysis made here together with the paleontological records suggest a lynx species
discontinuity between the Late Pleistocene and the Holocene in the Cantabrian strip of the
Iberian Peninsula. During the Late Pleistocene the Iberian lynx was the main inhabitant of the

north of Spain being replaced by the Eurasian lynx since the Pleistocene-Holocene transition.

The analysis made in this study indicates that the Eurasian lynx has a less clear phylogeographic

structure in the past with higher levels of gene flow between populations in historical times.
Article unpublished IV. Temporal and spatial genetic variations in the Cabrera vole.

We obtained a fragment (345 bp) of the cytochrome b from 38 Cabrera voles, Microtus
cabrerae, remains with ages with a chronological range from the Epimagdalenian (~12 000 BP)
to the present. These remains come from different Iberian and French sites. The preliminary
results show that this species has higher levels of genetic diversity in the past. The haplotype
continuity observed between some consecutive periods (Mesolithic, Neolithic and Metals Age)
suggests population stability during the mentioned periods. However, any ancient haplotype
survive in the current Iberian populations. These results suggest that one or more bottlenecks
have taken place during historical times, or that there was a population replacement. The
obtained data suggest an increase of genetic diversity during the Neolithic with a posterior
reduction since this period to the present. In order to see how the haplotypes change through time

we built a network that allow to differentiated between samples from different time periods.

The comparisons of genetic diversity and phylogeographic patterns between ancient and modern
populations are difficult to interpret due to biases caused by number of samples per geographic
location and the different chronologies of the ancient samples. Furthermore it is important to
note that some modern Cabrera vole populations from different geographic regions of Iberia
were still unanalysed making difficult the comparison of the phylogeographic patterns between
ancient and modern populations. In spite of these limitations our results are a starting point for

future research and the first approach to study the past genetic diversity of the Cabrera vole.

11
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2. Antecedentes/Background

2.1 Antecedentes

En el transcurso de las ultimas décadas numerosos trabajos han mostrado la idoneidad de los
analisis de ADN antiguo (ADNa) para resolver cuestiones acerca de la filogeografia, la filogenia
y la historia evolutiva de diferentes especies (ej. Hofreiter et al, 2004; Shapiro et al., 2004;
Valdiosera et al., 2007; 2008; Barnett et al., 2014; Dalén et al., 2007; Cooper et al., 2001,
Orlando et al., 2003; Lorenzen et al., 2011).

La posibilidad de analizar el ADN de organismos que vivieron hace siglos, incluso milenios,
proporciona una ventana al pasado que permite abordar cuestiones que hasta hace unos afos se
creian fuera de nuestro alcance. Estos analisis, son especialmente utiles en aquellos casos donde
la impronta en el genoma de procesos ocurridos hace cientos o miles de afios, como migraciones,
cuellos de botella, hibridaciones o extinciones, ha quedado enmascarada o diluida por el paso del
tiempo. En supuestos como estos, solo el andlisis directo del genoma de los organismos que
habitaron en el pasado puede arrojar luz sobre los procesos que han dado lugar a la estructura

genética que se observa en las poblaciones actuales.

De la paleogenética a la paleogendmica los estudios con ADNa estan revolucionando distintas
ramas de la biologia, como la filogenética o la gendémica comparada. Por ejemplo, la
secuenciacion de parte del genoma de especies extintas como el mamut (Krause et al., 2006;
Rogaev et al., 2006; Rohland et al., 2007) o el neandertal (Green et al., 2010) (dos especies
iconicas de este emergente campo de la paleontologia molecular) han permitido conocer las
relaciones filogenéticas que guardan con sus parientes actuales mas cercanos, elefantes asiaticos
y humanos respectivamente. En la misma direccion la obtencion y andlisis del genoma completo
de hominidos extintos como los denisovanos (Meyer ef al., 2012) y el neandertal (Green et al.,
2010) ha permitido inferir la hibridacion entre nuestros antepasados euroasidticos y estas
especies de humanos con los que cohabitaron durante el Pleistoceno. En los proximos afios la
gendmica comparada de los hominidos extintos recientemente secuenciados, humanos modernos
y otros primates promete apasionantes descubrimientos acerca de nuestra naturaleza humana,

nuestras enfermedades y, en definitiva, nuestra evolucién como especie.

El estudio de la dindmica de poblaciones en el pasado aporta una nueva perspectiva a la hora de
comprender procesos evolutivos tales como la especiacion o la extincion de organismos, asi

como las posibles causas que influyeron en dichos procesos (ej. cambios climdticos). A traveés
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del analisis del ADNa de poblaciones historicas es posible estimar sus variaciones demograficas
a lo largo del tiempo, asi como los niveles de flujo genético, averiguar si hubo reemplazos
poblacionales o qué relaciones existian entre las distintas poblaciones. Conocer la historia
evolutiva de una poblacion ofrece un nuevo punto de vista a la hora de elaborar estrategias de

conservacion y planes de gestion para poblaciones amenazadas.

El analisis molecular de series cronoldgicas de organismos de una poblacidon permite conocer su
microevolucién en tiempo real, sin la necesidad de extrapolar los procesos pasados a partir del
estudio de la estructura genética de poblaciones que viven en la actualidad. Esto tiene indudables
ventajas, ya que procesos evolutivos completamente diferentes pueden haber dejado la misma
impronta genética en las poblaciones actuales. Posibilidad estd que impide inferir con fiabilidad
a partir del estudio de los patrones genéticos de las poblaciones modernas la causa que los han
provocado. Por ejemplo, una baja diversidad genética para un determinado marcador molecular
en poblaciones actuales podria ser resultado de un cuello de botella, del efecto fundador, de una
tasa de mutacion muy baja para la region del genoma estudiada o de la fijacion de alelos debido
a la seleccion natural. Que dos poblaciones de una especie determinada aisladas geograficamente
sean hoy en dia genéticamente diferentes puede deberse a que ambas tienen una historia
evolutiva diferente, a un efecto de la deriva genética o a la pérdida de las poblaciones
intermedias. Estos ultimos fendmenos dificilmente podrian ser detectados si no se analizan
directamente las poblaciones extintas de esa especie a lo largo de su area de distribucion

historica.

El estudio directo de poblaciones extintas da la posibilidad de conocer si dos poblaciones
amenazadas y aisladas entre si han evolucionado de manera independiente; o si, por el contrario,
han compartido un pasado comun en €poca reciente. Si dos poblaciones han estado separadas
durante muchas generaciones y han desarrollado adaptaciones diferentes, deben conservarse por
separado. Sin embargo, si ambas poblaciones han evolucionado juntas hasta época reciente, se
abre la posibilidad de manejar dichas poblaciones como una sola. En dicho escenario podria
plantearse la translocacion de individuos de una poblacion a otra para aumentar la diversidad
genética de la poblacion mas amenazada o también la reproduccion cruzada entre ambas
poblaciones (Smulders et al., 2003; Goldstein y DeSalle, 2003; Godoy et al., 2009; Casas-Marcé
etal., 2013).

El analisis de la variacion genética de una especie y de los cambios en su distribucion geografica
a lo largo del tiempo es clave para entender su historia evolutiva. Saber cudndo y por qué una
especie ha sufrido un cuello de botella, y conocer si dicho cuello de botella implicé o no un

descenso de su variabilidad genética, proporciona informacion relevante para la gestion de
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especies en riesgo de extincion. El estudio interdisciplinar de los cambios espaciotemporales en
la composicion genética, el clima y la vegetacion, permitird entender mejor cudl fue la respuesta
de una poblacién o especie a los distintos fendmenos que han influido en su historia evolutiva.
Esta informacion proporciona modelos que ayudan a predecir el comportamiento de especies en
peligro de extincion frente a sus presentes y futuras amenazas (cambio climdtico, especies

invasoras, falta de presas, consanguinidad, pérdida de habitat, etc.).

Por otro lado, el ADNa permite identificar con seguridad especies proximas y/o cripticas, asi
como resolver ambigiliedades taxonomicas de restos fosiles (Shepherd y Lambert, 2008; Copper
et al., 1996). La correcta identificacion de los restos fosiles a nivel especifico es imprescindible
para un buen conocimiento de la distribucion histérica de una especie. De ahi la idoneidad del
analisis del ADNa en el caso, por ejemplo, de los linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus) y los
linces boreales (Lynx [ynx), que no pueden ser diferenciados con fiabilidad a partir de restos
0seos, salvo mediante el estudio de craneos completos (Hemmer, 1993a, b), los cuales rara vez

se encuentran en el registro fosil.
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2.2 Background

During the last decades numerous studies have shown the suitability of ancient DNA (aDNA)
analysis to address questions regarding the phylogeographic, phylogenetic and evolutionary
history of different species (e.g. Hoftreiter et al., 2004; Shapiro et al., 2004; Valdiosera et al.,
2007; 2008; Barnett et al., 2014; Dalén et al., 2007; Cooper et al., 2001; Orlando et al., 2003;
Lorenzen et al., 2011). Ancient DNA analysis are particularly useful in those cases where events
that occurred hundreds or thousands of years ago, like migrations, bottlenecks, hybridizations or
extinctions, have been masked or diluted in an organism’s genome through time. In those cases,
only the direct analysis of the genome from organisms that lived in the past can shed light on the

processes that have led to the genetic structure observed in present day populations.

From palaeogenetics to palaeogenomics, aDNA studies are revolutionizing different branches of
biology, such as phylogenetics and comparative genomics. For example, the sequencing of the
genome of extinct species like the mammoth (Krause et al., 2006; Rogaev et al., 2006; Rohland
et al., 2007) or the Neanderthal (Green et al., 2010) (two iconic species of this field) have
revealed their phylogenetic relationships with their closest living relatives, Asian elephants and
modern humans respectively. Similarly, through the sequencing of the complete genome of
extinct hominids such as denisovans (Meyer ef al., 2012) and Neanderthals (Green et al., 2010) it
has been possible to infer hybridization events between our Eurasian ancestors and these human
species with whom they cohabited during the Pleistocene. In the coming years, comparative
genomic analysis between extinct hominids, modern human genomes and other primates,
foresees exciting discoveries about our human nature, our diseases and, ultimately our evolution

as species.

The direct study of population dynamics in the past brings a new perspective when it comes to
understand evolutionary processes such as speciation or the extinction of organisms, as well as
the possible causes influencing these processes (e.g. climate change or human activities). The
genetic analysis of ancient populations from different points in time provides information about
their demographic fluctuations over time, population replacement, gene flow and levels of
genetic diversity. The knowledge of the evolutionary history of a population provides unique and
important information to develop conservation strategies and management plans for endangered

populations.

The molecular analysis of chronological series of individuals allows us to understand the
microevolution of a population or species in real time. If we can go back in time we do not need

to infer past processes from the study of the genetic structure of current populations. This has

17



Background

important advantages, since completely different evolutionary processes may have left the same
genetic signal on the current populations. Therefore it is no possible to infer from the modern
populations genetic structure the causes that shaped the patterns that we observe today. For
example, a low genetic diversity for a given molecular marker in contemporary populations may
be the result of a bottleneck, a founder effect, a very low mutation rate or the fixation of alleles

due to natural selection.

Ancient DNA can also be used as an important tool for conservation management plans. Two
extant populations of the same species geographically isolated can differ genetically due to
different causes; a different evolutionary history, the effect of genetic drift or the loss of the
intermediate populations. These processes can hardly be detected if we do not analyse directly
extinct populations of these species throughout its historic range. The direct study of extinct
populations enable us to know if two current isolated populations, have evolved independently or
if, instead, have shared a common past in recent times. Two populations that have evolved
isolated from each other for many generations and have adapted to their respective environments
should be kept separate. On the other hand, if two populations have evolved together until recent
times it would be possible to manage these populations as one. Under such scenario,
translocation of individuals might be consider from one population to another in order to
increase the genetic diversity of the population at risk or to promote interbreeding between the
two populations (Smulders et al., 2003; Goldstein and DeSalle, 2003; Godoy et al., 2009; Casas-
Marcé et al., 2013).

The analysis of changes in genetic variation and geographical distribution of a species over time
is essential to understanding its evolutionary history. To know when and why a species has
suffered a bottleneck (and if this bottleneck involved or not a decline in genetic variability)
provides useful information to consider for managing species at risk of extinction. The
interdisciplinary study of the spatial and temporal changes in genetic composition, climate and
vegetation will enable a better understanding of how was the response of a population or species
to the different phenomena that have influenced its evolutionary history (climate, competition
with other species, etc.). This information provides models that help to predict the behaviour of
endangered species facing its current threats (climate change, invasive species, lack of prey,

consanguinity, habitat loss, etc.).

On the other hand, aDNA enables to identify with reliability close and/or cryptic species, as well
as to resolve taxonomic ambiguities of fossils (Shepherd and Lambert, 2008; Copper et al.,
1996). Correct identification of the fossils at a specific level is essential for a good understanding

of the historical distribution of a species. For example, the Iberian lynx (Lynx pardinus pardinus)
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and the Eurasian lynx (Lynx lynx), cannot be differentiate with reliability from skeletal remains,
except by studying complete skulls (Hemmer, 1993a, b), which are rarely found in the fossil

record.
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3. Introduccidén

3.1 ADN antiguo

3.1.1 Antecedentes

En 1984 Higuchi y sus colaboradores obtuvieron 229 pb de ADNmt de una piel de quagga
(Equus quagga quagga), demostrando que es posible obtener ADN de una especie extinta hace
mas de un siglo (Higuchi et al., 1984). El estudio directo del material genético de organismos
extintos proporciona informacion unica que no puede ser inferida a partir del analisis del ADN
de especies actuales. En el caso del quagga, se demostrd que era mas proximo a las cebras que a
los caballos. En 1986, apenas un par de afios después de este trabajo pionero, Kary Mullis
descubrid la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986; Mullis y Faloona,
1987). Esta técnica permite hacer multiples copias de una secuencia de ADN determinada
partiendo de una cantidad inicial muy pequefia de moléculas. Gracias a la PCR se aument6
exponencialmente la capacidad para amplificar y secuenciar ADN de diferentes organismos de
manera sistematica, provocando una revolucion en el campo de la biologia molecular. Ademas,
proporcioné la herramienta necesaria para la recuperacion y amplificacion de secuencias a partir
de material organico antiguo y degradado. Este tipo de material se caracteriza por tener muy
pocas moléculas de ADN enddgeno. Sin la amplificacion de la PCR las posibilidades de obtener
secuencias informativas de organismos que vivieron hace miles de afios se reducen
drésticamente. La gran cantidad de secuencias generadas, tanto de organismos actuales como
extintos hace siglos, se han venido depositando en lugares de almacenamiento publicos como el
GenBank o en EMBL, haciendo posible la comparaciéon de secuencias de individuos,

poblaciones y especies de distintas épocas y lugares.

Desde sus comienzos con la secuenciacion de unos cientos de pb de ADNmt en la década de los
80 (Higuchi et al., 1984; Hagelberg et al., 1989), la disciplina del ADNa no ha dejado de crecer,
logrando la secuenciacion de genomas mitocondriales completos de organismos extintos hace
miles de afios (Copper et al., 2001; Krause et al., 2006; Rogaev et al., 2006), primero, y grandes
fragmentos de ADN nuclear o incluso genomas completos, poco tiempo después (Poinar et al.,
2006; Green et al., 2006; Noonan et al., 2005; Green et al., 2010). Este salto cualitativo en la
cantidad y antigiiedad del nimero de pb secuenciadas en apenas dos décadas ha sido posible a
raiz de la revolucidn tecnoldgica de las plataformas de secuenciacion (Margulies et al., 2005;

Mardis, 2009).
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No existe una definicion consensuada de la disciplina del ADNa o paleogenética. Sin embargo,
se acepta por la mayoria de los investigadores que esta disciplina englobaria en rasgos generales
todo tipo de estudio de las moléculas de ADN a partir de material bioldgico degradado por el
paso del tiempo. El material objeto de estudio puede tener una antigiiedad de entre hace unas
décadas hasta miles de afios. Cualquier material organico degradado es una potencial fuente de
ADNa, las mas comunes son: dientes, huesos, semillas, pieles, pelo, sedimentos y coprolitos.
Estos materiales se pueden obtener de distintos lugares como, por ejemplo, museos, colecciones
y yacimientos arqueologico-paleontologicos. A pesar de que la molécula de ADN es
relativamente estable, la temperatura y otros factores ambientales influyen en su supervivencia a
lo largo del tiempo (Lindahl, 1993). Esto provoca que haya ambientes que resultan mas
favorables para la preservacion del ADN que otros, por ejemplo, los ambientes frios como la alta
montafia, los bloques de hielo, las cuevas o los sedimentos de permafrost son mucho mas
favorables que los ambientes himedos y calidos propios de latitudes tropicales (Smith et al.,
2001; Smith et al., 2003). A dia de hoy el ADN mas antiguo recuperado hasta la fecha en
latitudes medias proviene de restos de Ursus deningeri y de hominidos excavados en la Sima de
los Huesos (Atapuerca, Burgos) con edades que rondan los 400 000 aios (Valdiosera et al.,
2006; Dabney et al., 2013; Meyer et al., 2014). Estos resultados han sido posibles debido a que
la Sima de los Huesos estd situada a unos 30 m de la superficie y en unas condiciones de
temperatura y humedad constante que han actuado sobre los fosiles como una nevera natural. Se
ha recuperado ADN de edades similares e incluso superiores pero siempre de restos que se han
preservado en permafrost en latitudes mas altas y climas mas frios (Willerslev et al., 2007,

Orlando et al., 2013).

3.1.2 Autentificacion y limitaciones

El ADNa se diferencia del ADN moderno en que se encuentra muy degradado, fragmentado, en
poca cantidad y en numerosas ocasiones quimicamente modificado. Esto se debe principalmente
a la accion de las enzimas endonucleasas y a los microorganismos que comienzan a degradar el
ADN inmediatamente después de la muerte del organismo, asi como a procesos quimicos como
la depurinizacion y la desaminacion (Smith ef al., 2001; Smith et al., 2003). La combinacion de
estos factores provoca que el ADNa se encuentre en fragmentos muy cortos (es muy poco
frecuente que se puedan obtener secuencias superiores a 200 pb en organismos con decenas de
miles de afios de antigliedad) (Pdédbo et al., 1989; Cooper, 1994), asi como que no haya mucho
ADN enddgeno y que ciertas bases en determinadas posiciones sean propensas a modificarse

(Briggs et al., 2007; Gilbert et al., 2003a; Gilbert et al., 2003b; Hansen et al., 2001; Mitchell et
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al., 2005; Stiller et al., 2006; Hofreiter et al., 2001; Noonan et al., 2006; Pdibo, 1989; Pdibo et
al., 2004). Esto da lugar a que los estudios de ADNa presenten una serie de limitaciones, como el
ser muy susceptibles a la contaminacion, proporcionar poca cantidad de informaciéon, el ADN
suele encontrarse dafiado y ademas estan restringidos por limites temporales y ambientales.
Todos estos problemas pueden dar lugar a interpretaciones erroneas de los resultados. Ademas,
debido a la escasez del registro fosil y al gran valor del patrimonio paleo-arqueolédgico, no

abundan las fuentes y son dificiles de conseguir.

A los pocos afios de surgir esta disciplina se puso de manifiesto la necesidad de cumplir con unos
criterios de autentificacion (Cooper y Poinar, 2000; Gilbert et al., 2005; Hofreiter et al., 2001),
asi como de profundizar en el tipo y causa de los dafios post morten que sufre la molécula de
ADN (Gilbert et al. 2003a, 2003b). Estos criterios de autenticidad, que, si bien varian
ligeramente segln el tipo de material y la especie de donde se extrae el ADN, presentan unos
puntos basicos recomendables en todo estudio de ADNa. Es importante destacar que a la lista de
criterios de autenticidad debe aplicarse el sentido comin con medidas especificas a cada caso

particular (Gilbert et al., 2005).

Criterios anticontaminacion y de autenticidad:
1. Separacion fisica entre el laboratorio de ADNa (de extraccion del material antiguo y
manipulado de muestras) y el de postPCR (donde se manipula el ADN de las muestras, una

vez que ha sido amplificado).

2. Trabajo dentro de campanas de extraccion con flujo laminar, uso de doble par de guantes,

mascarillas y traje completo en el laboratorio de ADNa.

3. Lavado de los utensilios y superficies con hipoclorito de sodio diluido y etanol antes y

después de cada experimento.
4. Uso de luz UV durante la noche en el laboratorio de ADNa.

5. Monitorizar cada uno de los experimentos con blancos positivos y negativos tanto en las

extracciones como en las amplificaciones por PCR.

5. Replicar la secuencia obtenida al menos 2 veces, a partir de diferentes PCRs y diferentes

extractos.
6. Nunca extraer ni trabajar con material organico moderno en el laboratorio de ADNa.
7. Uso de pipetas esterilizadas con puntas con filtro.

8. Cuando se trabaja con ADNmt para evitar la presencia de NUMTs es aconsejable utilizar

oligonucledtidos especificos para la especie objeto de estudio, disefiados a partir de
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secuencias de ADNmt previamente conocidas. Se recomienda usar varios pares de
oligonucledtidos que amplifiquen el mismo fragmento de ADNmt para comprobar la
congruencia entre las secuencias amplificadas con distintos oligonucleotidos y reducir asi las

probabilidades de amplificar NUMTs (Den Tex et al., 2010).

9. Tener siempre en cuenta la naturaleza degradada, la preservacion y la antigiiedad de la
muestra de la que extraemos el ADN antiguo. De forma que reproduzcamos los resultados en
un laboratorio diferente si obtenemos secuencias demasiado largas para la edad y lugar de

preservacion de la muestra.

10. En el caso de la secuenciaciéon masiva (shot-gun sequencing) existen ademads otros
criterios que tener en cuenta, como los patrones de dafio (ej. se observa en el ADN antiguo un
incremento de sustituciones de citosina por timina cerca del final de los fragmentos de ADN)
y de fragmentacion que sirven para corroborar la naturaleza enddgena y antigua del ADN

analizado (Briggs et al., 2007; Sawyer et al., 2012; Allentoft et al., 2012).

El ADN sufre constantemente una serie de dafos que son reparados en su mayoria por los
mecanismos de reparacion de la célula durante la vida del organismo. Después de la muerte del
organismo dichos mecanismos enzimaticos de reparacion dejan de funcionar y la molécula de

ADN se va degradando en funcién del tiempo y de los factores ambientales circundantes.
Los principales procesos de dafio post mortem son:

DNA Cross-links: Se forman reacciones quimicas entre las dos cadenas de ADN o entre la

molécula de ADN y otras biomoléculas inhibiendo la PCR (ej. productos de Maillard).

Fragmentacion en las cadenas: Las cadenas de ADN se van fragmentando con el paso del
tiempo debido a la accion de las nucleasas endogenas, enzimas que cortan las cadenas del
ADN (Paibo, 1989) y a procesos hidroliticos. Los principales puntos de la molécula del ADN
susceptibles al ataque hidrolitico son los enlaces fosfodiéster y los enlaces glicosidicos, que
provoca la ruptura de las cadenas de ADN en los primeros y la perdida de bases en los

segundos (depurinizacion) (Lindahl, 1993; Hoss et al., 1996).

Miscoding lesions: Modificacion de los nucleotidos debido a procesos quimicos que provocan
la sustitucion de un nucleétido por otro quimicamente modificado. El dafio mas comun
observado son dos tipos de transiciones nucleotidicas. El tipo I es el cambio de adenina a
guanina y de timina a citosina, resultado de la deaminacion de adenina a hipoxantina, y el tipo
IT de citosina a timina y de guanina a adenina, provocado por la deaminacion de citosina a

uracilo (Gilbert ez al., 2003a).
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A pesar de las importantes limitaciones de esta disciplina, si se siguen los protocolos de
anticontaminacion y autentificacion citados anteriormente, el ADNa es una herramienta fiable y
la unica forma de conocer la estructura genética de individuos o poblaciones extintos hace
décadas o incluso milenios. Tener acceso a la informacion genética de series cronologicas de
individuos localizados temporal y espacialmente permite reconstruir las variaciones en la
diversidad genética de una poblacion o especie a lo largo del tiempo. A través de las variaciones
temporales en la diversidad genética es posible inferir las fluctuaciones demograficas de las
poblaciones estudiadas. Esta informacion es clave para comprender el impacto de fendmenos
ambientales pasados en una poblacion determinada. El estudio de la estructura genética de
poblaciones extintas a lo largo del tiempo permite conocer si se han producido reemplazos
poblacionales, migraciones o hibridaciones entre distintas poblaciones. Gracias a la informacion
genética que obtenemos de los individuos que vivieron en el pasado es posible abordar diversas
cuestiones acerca de la evolucion, filogeografia, filogenética, conservacion y gendémica funcional

desde una nueva perspectiva histdrica.

3.2 G. Lynx paleontologia

3.2.1 Aparicién del Genero Lynx

Los principales linajes en los félidos se establecieron en un periodo de tiempo relativamente
corto: entre hace 10.8 y 6.2 mda (millones de afios). La separacion entre el linaje de los linces
(género Lynx), el ocelote (Leopardus pardalis) y el puma (Puma concolor) se estima que ocurrid
entre hace 8.0 y 6.7 mda (Johnson et al., 2006). El género Lynx en la actualidad estd compuesto
por cuatro especies, dos euroasiaticas (el lince ibérico, Lynx pardinus y el boreal, Lynx lynx) y

dos americanas (el lince canadiense, Lynx canadensis y el lince rojo, Lynx rufus) (Fig. 1).

Tanto la evolucion como el origen geografico del género Lynx son controvertidos. El registro
mas antiguo de un representante del género Lynx estaria entre los 8 a 5.3 mda en Florida, lo que
sugiere que este género aparecio en Norte América (MacFadden y Galiano, 1981; Martin, 1989).
Los datos filogeograficos refuerzan esta hipotesis, ya que los miembros mas basales de este
grupo, el lince rojo y el lince canadiense, tienen y han tenido siempre una distribucion
exclusivamente americana. Sin embargo la hipotesis clasica mas generalizada entre los

paleont6logos apoya un origen africano (Wederlin, 1981; Kurten, 1968).
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Fig. 1. Filogenia del género Lynx. Las edades de divergencia aproximadas entre las distintas especies de lince han sido tomadas de Johnson e? al.
(2006).

El lince rojo fue el primero en diferenciarse del resto en torno a hace 3.24 mda (Wederlin, 1981;
Johnson et al., 2006). Los estudios filogenéticos muestran que el lince ibérico estd mas
emparentado con el lince boreal que con las otras dos especies de linces de distribucion
exclusivamente americana (Johnson et al., 2004; Johnson et al., 2006). Estos estudios basados en
datos moleculares sugieren que las dos especies de linces palearticas compartieron un antecesor
comun que cruzo a través del estrecho de Bering hacia Eurasia entre hace 1.6 y 1.2 mda (Johnson
et al., 2006). Tanto estds fechas de la llegada a Eurasia del antecesor de los linces palearticos
como el origen americano del género contrastan con los datos paleontologicos. Por un lado un
reciente estudio defiende que la presencia del primer resto de lince ibérico (Lynx pardinus
pardinus) hallado en la cueva Avenc Marcel (Barcelona) se remonta a 1.6-1.7 mda (Boscaini et
al., 2015); por lo tanto, antes de la presunta llegada y diferenciacion del antecesor de los linces
ibéricos y boreales. Por otro lado, estd documentada la presencia en Europa y Africa de fosiles
Pliocenos, clasificados como Lynx issiodorensis (Croizet y Jobert, 1828), anteriores a la presunta
migracion desde América. Asi pues, se encuentran fosiles de Lynx issiodorensis en el Plioceno
tanto en Africa (Cape Province en el sur Africa (Hendey, 1974)) como en Europa (Perpignan y
Saint-Vallier en Francia, Villaroya y La Puebla de Valverde en Espafia, y Upper Valdarno en
Italia (Ficarelli y Torre, 1977; Arribas Herrera y Bernard Garcia, 1994; Kurtén y Crusafont,
1977; Viret, 1954; Kurtén, 1978; Werdelin, 1981)). El Lynx issiodorensis es considerado por un
gran numero de paleontdlogos como el antecesor comun de las distintas especies de lince
actuales (Kurten, 1968; Werdelin, 1981; Ficcarelli y Torre, 1977). Segun esta teoria los linces
habrian surgido en Africa y migrado a Eurasia donde Lynx issiodorensis habrian dado lugar a las

4 especies de linces que habitan en la actualidad. En primer lugar habria aparecido el Lynx rufus,
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el cual se dispersaria por América. En Europa y Asia el Lynx issiodorensis daria lugar al lince
ibérico y al boreal, respectivamente. Finalmente, poblaciones asiaticas del lince boreal habrian
emigrado a América, dando lugar al Lynx canadensis (Werdelin, 1981). Este ultimo punto
contrasta con los datos moleculares que indican que el lince boreal estd mas emparentado con el

ibérico que con el canadiense (Johnson et al., 2006).

La controversia sobre el origen y la evolucion de los linces no se limita a las diferencias entre los
estudios moleculares y paleontoldgicos. Morales et al. (2003), tomando como base material de
Layna (Soria), defienden que los restos fosiles pliocenos atribuidos a Lynx issiodorensis
pertenecen en realidad al género Caracal. De ser esto cierto, no habria presencia de linces en el
Plioceno de Europa, lo que concuerda con el origen norteamericano y la posterior migracion a
Eurasia sugerida por los estudios basados en datos moleculares (Johnson et al., 2006). El trabajo
de Morales et al. (2003) muestra que es necesaria una revision de la evolucion del género Lynx,
ya que el ampliamente aceptado como antecesor comun de las distintas especies de lince actuales
Lynx issiodorensis, (Croizet y Jobert, 1828; Kurtén y Granqvist, 1987; Kurtén, 1968; Werdelin,
1981; Ficcarelli y Torre, 1977) es sospechoso de no pertenecer siquiera al mismo género que sus

hipotéticos descendientes (Morales et al., 2003).

3.2.2 Evolucidn de los linces palearticos

El lince boreal evoluciona en China y se extiende a Europa, donde aparece en el registro fosil en
el Eemian interglaciar (~0.130-0.115 mda) (Kahlke, 1999). Por su parte el lince ibérico en su
forma de Lynx cf. spelaeus aparece por primera vez de manera inequivoca en Valdemino (norte
de Italia) durante la transicion del Pleistoceno Inferior al Medio (Ghezzo et al., 2014). Desde
entonces es constatada su presencia de manera frecuente en varios lugares del sur de Europa,
donde da lugar, con el paso del tiempo, al lince ibérico actual Lynx pardinus pardinus (Kurtén y

Granqvist, 1987; Werdelin, 1981; Bonifay, 1971; Testu, 2006).

Durante el Pleistoceno Superior y Medio la mayoria de los restos de lince del suroeste Europeo
que no pueden ser atribuidos al lince boreal (Lynx lynx) son clasificados como Lynx pardinus
spelaeus (Boule, 1906-1910) o Lynx spelaea = Lynx spelaeus (Bonifay, 1971). Este enigmatico
conjunto de fosiles, cominmente conocido como lince de las cavernas, tiene un tamafo
intermedio entre las dos especies de linces palearticas actuales y su posicion filogenética es
objeto de debate (Fig. 2). La mayoria de los especialistas consideran que los restos clasificados
como Lynx pardinus spelaeus del Pleistoceno Medio son el antecesor directo de los linces

ibéricos actuales, mientras que los restos igualmente atribuidos a Lynx pardinus spelaeus del
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Pleistoceno Superior pertenecen a una subespecie del lince ibérico de mayor tamafio (Kurtén y
Grangvist, 1987; Boule 1906-1910; Boule y Villeneuve, 1927; Werdelin, 1981; Garcia y
Arsuaga, 1998; Garcia, 2003). Sin embargo, existe otra corriente de autores que consideran que
estos conjuntos de fosiles de lince deben clasificarse como Lynx spelaeus (Bonifay, 1971), en
especial los del Pleistoceno Medio (Testu, 2006), aduciendo que tienen una serie de
caracteristicas unicas que justifican su asignacion como especie independiente de la de los dos
linces palearticos actuales (Bonifay, 1971; 1978; Testu, 2006; Lorfeévre, 2009; Ghezzo et al.,
2014; Hemmer, 2001). La clasificacion de este conjunto de restos de tamaiio intermedio entre las
dos especies actuales como Lynx pardinus spelaeus es probablemente la mas aceptada entre los
paleont6logos (al menos para restos del Pleistoceno Superior). No obstante, en la literatura, sobre
todo en Francia e Italia, aparecen con mayor frecuencia clasificados como Lynx spelaeus o Lynx
cf. spelaeus, apoyando su singularidad especifica (ej. Bonifay, 1971, 1978; Cassoli y
Tagliacozzo, 1994; Grayson, 1994, 1998; Valensi, 1994; Blasco, 1997; Valensi y Psathi, 2004).

Lynx pardinus pardinus
Antecesor comun Lynx cf. spelaeus
Lynx lynx

Fig. 2. Esquema donde se representan las posibles relaciones filogenéticas del Lynx cf. spelaeus = Lynx pardinus spelaeus con los linces

palearticos actuales

En este trabajo el conjunto de restos de lince de las cavernas del Pleistoceno Superior, que
englobaria a todos los clasificados como Lynx pardinus spelaeus / Lynx spelaeus | Lynx spelaea
(la terminacion femenina viene de cuando los linces estaban englobados en el género Felis por lo
que las especies se declinaban en femenino), seran agrupados bajo el termino de Lynx cf.

spelaeus.

3.3 Lince ibérico

3.3.1 Distribucion histoérica

En la actualidad las diferencias, tanto genéticas como ecoldgicas, entre las dos especies de linces
palearticos estan bien documentadas (Beltran et al., 1996; Johnson et al., 2004; Johnson et al.,

2006; Ferrer y Negro, 2004). Sin embargo, hace tan solo unas décadas se consideraba al lince
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ibérico como una subespecie del lince boreal. Esto propicié que muchos restos fosiles excavados
y estudiados antes de que se reconociera al lince ibérico como especie independiente estén
clasificados como Felis I[ynx (que por aquel entonces englobaba a ambas especies de lince
palearticas). A la historica ambigiiedad taxonomica hay que sumarle la dificultad de una correcta
identificacion especifica a partir de la morfometria de restos postcraneales. Debido a estas
limitaciones en numerosas ocasiones es imposible saber a qué especie de lince se refieren los

estudios faunisticos de muchos yacimientos europeos.

El registro fosil sugiere que durante el Pleistoceno Superior el lince ibérico y su principal presa
el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) estuvieron ampliamente distribuidos por toda la
peninsula ibérica (Lopez-Martinez, 2008; Callou, 2002, 1995). Incluso en la cornisa cantdbrica
donde se encuentran restos de lince ibérico (ej. Cueva de Morin, Cueva Ermittia, Lezetxiki, Tito
Bustillo, Bolinkova, Polvorin, Cueto de la Mina, Urratxa III) (Altuna, 1972, 1976; Castanos,
1982, 1883, 1986, 1993) en los mismo sitios o proximos temporal y espacialmente a yacimientos
con restos de conejo (ej. Cueva Oscura de Ania, Tito Bustillo, Bolinkoba, Lezetxiki, La Lluera,
Urratxa I1I) (Alvarez, Sanchez y Lopez, 2007; Altuna, 1976, 1972, 1994; Castafios, 1993; Lopez-
Martinez, 2008). Estos registros de conejos, aunque escasos, sugieren la coexistencia de
predador y presa durante el Pleistoceno Superior en la cornisa cantabrica (Fig. 3). Desde finales
del Pleistoceno practicamente desaparecen los registros de linces ibéricos en la cornisa

cantabrica.

Salvo contadas excepciones (ej. Bonifay, 1971, 1978), durante el Pleistoceno Superior no hay
citas de linces ibéricos fuera de la peninsula ibérica (Sommer y Benecke, 2006), al menos sensu
stricto (Lynx pardinus pardinus). Sin embargo, si hay restos clasificados como Lynx spelaeus oly
Lynx pardinus spelaeus en la mayor parte del suroeste de Europa, tanto en el Pleistoceno Medio
como superior (ej. Garcia 2003; Kurtén y Granqvist, 1987; Ghezzo et al., 2014; Boule, 1906-
1919; Boule y Villeneuve, 1927; Bonifay, 1971, 1978; Tagliacozzo y Cassoli, 1993; Cassoli y
Tagliacozzo, 1994; Grayson, 1994, 1998; Valensi, 1994; Blasco, 1997; Valensi y Psathi, 2004).
Durante el Holoceno, solo desde el principio de este periodo hasta la Edad de Hierro hay citas
esporadicas de la presencia del lince ibérico en el sur de Francia (Guilaine et al., 1986; Vigne,
1996; Vigne y Pascal, 2003).

El lince ibérico ha habitado en la peninsula ibérica durante la mayor parte del Cuaternario,
adaptandose al bosque de matorrales mediterraneo y a la caza de su principal presa, el conejo
europeo (Palomares et al., 2001, 2000; Palomares, 2001; Delibes, 1980; Gil-Sanchez et al.,

2006). El confinamiento del conejo en la peninsula ibérica, en la region mediterranea de Francia
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y, en ocasiones, en parte de Italia (Lopez-Martinez, 2008; Callou, 2002, 1995) pudo restringir el

area de distribucion del lince ibérico y favorecer su especializacion en esta presa.

) Area con ica del Lynx pardi

entre el lestocono supenor y la Edad del Hlono 5
[ Distribucion histérica del Lynx pardinus pardi
[/7]] Distribucién histérica del Ory icul

f

Fig. 3. Maxima distribucion historica del lince ibérico y del conejo europeo desde el Pleistoceno Superior al final de la Edad del Hierro basada en
el registro fosil. Los simbolos con huellas representan las zonas aproximadas con presencia esporadica de lince ibérico entre el Pleistoceno
Superior y la Edad del Hierro (Guilaine et al., 1986; Vigne, 1996; Vigne y Pascal, 2003; Bonifay, 1971, 1978). El area rayada representa la
maxima distribucion historica, entre el Pleistoceno Superior y el final de la Edad de los Metales, del conejo europeo, Oryctolagus cuniculus
(Lépez-Martinez, 2008; Callou, 2002, 1995). De la linea roja discontinua hacia abajo se representa el area de distribucion historica del Lynx cf.
spelaeus (Garcia, 2003; Kurtén y Grangvist, 1987; Boule 1906-1910; Boule y Villeneuve, 1927; Bonifay, 1971, 1978; Cassoli y Tagliacozzo,
1994; Grayson, 1994, 1998; Valensi, 1994; Blasco, 1997; Valensi y Psathi, 2004).

3.3.2 Estatus

El lince ibérico Lynx pardinus pardinus (Temminck, 1827), estuvo catalogado entre el 2002 y el
2015 como especie En Peligro Critico, y desde mediados del 2015, fruto de la tendencia positiva
de sus poblaciones, se ha rebajado su estatus, pasando a ser considerado En Peligro D (IUCN,
2015). Sin embargo, a pesar de que los datos son alentadores, atin estd considerado el félido mas
amenazado del mundo (Nowell y Jackson, 1996) y el carnivoro con més riesgo de extinguirse de

Europa (Mallinson, 1978).
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Hasta el siglo XX el lince ibérico estuvo ampliamente distribuido por la mayor parte de la
peninsula ibérica (Graells, 1897), de donde se le considera endémico. A principios del siglo
pasado naturalistas como Cabrera constatan que comienza a ser escaso en la mitad norte
(Cabrera, 1914), y disminuyendo desde entonces su rango de distribucion y sus poblaciones, con
un incremento de esta tendencia durante la ultima mitad del siglo XX y primeros afios del XXI
(Rodriguez y Delibes, 1992, 2002; Gil-Sanchez y McCain, 2011). Este félido ha pasado de un
tamafio de poblacion estimado de entre 1000 a 1200 linces distribuidos en 48 areas y 9
poblaciones en el sureste de la peninsula ibérica en 1980 (Rodriguez y Delibes 1992), a su
situacion mas critica a finales del siglo XX y principios del XXI, con s6lo dos poblaciones
aisladas entre si en Dofiana y Andtjar-Cardefia. Se estima que estas poblaciones rondaron entre
los 60 y 110 individuos en Andujar-Cardena (al este de Sierra Morena) y entre 24 y 33
individuos en Dofiana (Guzman ef al., 2004). En el censo realizado por foto-trampeo en 2002 se

estimé la presencia de menos de 100 linces en libertad (http://www.iberlince.ecu). La

fragmentacion de su habitat, la persecucion directa y el radical descenso en la poblacion de
conejos debido a dos epidemias (la mixomatosis y la enfermedad hemorragica virica), se
consideran los principales factores responsables de este declive poblacional (Rodriguez y

Delibes, 2002; Palomares et al., 2002; Guzman et al., 2004; Delibes-Mateos et al., 2009).

Fordham et al. (2013) usaron modelos de nicho ecoldgico unidos a simulaciones de
metapoblaciones con dinamicas de fuente-sumidero, para investigar los efectos combinados del
cambio climatico, la disponibilidad de presas y el manejo de las poblaciones en la conservacion
del lince ibérico. Sus resultados predicen que la destruccion del hébitat del lince ibérico durante
las proéximas décadas, debido al efecto del cambio climatico, se producira a una tasa superior a
su capacidad de adaptarse y dispersarse a nuevos habitats mas favorables. Estos investigadores
proponen, como solucion a su extincion, la reintroduccion asistida de esta especie en su rango
historico de distribuciéon. Algunos autores van mas alld y sugieren la posibilidad de su
introduccion en areas ecologicamente favorables en las que nunca estuvo presente, como Gran

Bretaiia (Thomas, 2011).

Su naturaleza huidiza, su belleza y su escasez han ayudado a que el lince ibérico se haya
convertido en una especie emblematica, simbolo de la lucha por la conservacion de la naturaleza.
Este depredador es especialmente importante en biologia de la conservacion porque se considera
una especie “paraguas”, ya que al estar en la cima de la piramide trofica, su proteccion implica la

proteccion de todo su ecosistema, el monte mediterraneo.

En los ultimos afios, fruto del gran trabajo multidisciplinar de conservacion del proyecto LIFE

Iberlince, de numerosas instituciones cientificas y de asociaciones conservacionistas, junto con la
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mayor implicacion de las administraciones locales, estatales y europeas (Simoén et al., 2012), se
ha conseguido revertir esta tendencia negativa. Desde el 2002 los censos de linces han ido
confirmando un claro aumento de las poblaciones (Fig. 4). En la actualidad, el lince ibérico
sobrevive solo en dos poblaciones como residente y reproductor, aunque estd siendo
reintroducido con éxito en varios lugares de su distribucion historica en el marco del programa

de conservacion LIFE Iberlince (www.iberlince.eu). En el 2014 se liberaron ejemplares de lince

en zonas previamente seleccionadas de Portugal, Extremadura y Castilla-La Mancha, a la vez
que en las areas de reintroduccion de Andalucia se han liberado también en 2014 9 individuos en

Guadalmellato y 9 en Guarrizas.

Evolucion de las poblaciones de lince ibérico en Andalucia
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Fig. 4. Censo de poblaciones 2014 de LIFE Iberlince (http://www.iberlince.eu/images/docs/3_InformesLIFE/Informe_censo_2014.pdf).

El aumento de las poblaciones de lince desde el 2002 ha provocado que recientemente la [UCN
reduzca, como se afirmaba al comienzo de este apartado, su categoria de riesgo de extincion de
“En Peligro Critico” a “En Peligro D” (IUCN, 2015). Se ha pasado de 27 hembras territoriales en
2002 a 97 en el 2014. El altimo censo en 2014 estima un total de 327 individuos en Andalucia a
lo largo de un 4rea de unos 1355 km® (Fig. 4). En este censo se documenta el éxito de la
liberacion de 4 machos y 2 hembras de linces procedentes de Sierra Morena en Donana con el
objetivo de reforzar genéticamente esta poblacion. Los ejemplares liberados han tenido varios
cachorros desde el 2011 y solo en el 2014, de los 17 cachorros controlados, 9 tenian genética
mixta entre la poblacion de Sierra Morena y Dofiana. Fruto de la recopilacion de datos desde el
2002 se ha podido ver que los atropellos son la principal causa de muerte y una de las principales

amenazas para las poblaciones de lince, por lo menos desde el 2002 (Fig. 5). Los investigadores
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del proyecto LIFE Iberlince sugieren que este aumento en las muertes por atropello responde
tanto a que hay un mayor numero de individuos como a las consecuencias indirectas derivadas
de la aparicion de una nueva cepa de la enfermedad hemorragica virica (EHV). Esta enfermedad
ha provocado una disminucién de las poblaciones de conejo lo cual a su vez ha provocado un
descenso de la natalidad de los linces y un aumento de su area de campeo para encontrar

alimento lo que aumenta el riesgo de sufrir atropellos (Informe LIFE Iberlince censo 2014).

Causa de la muerte de linces ibéricos en Andalucia durante el
periodo 2002-2014

B Atropello

B Desconocida
Enfermedad

M Furtivismo

M Pelea

Fig. 5. Censo de poblaciones 2014 de Life Iberlince (http://www.iberlince.eu/images/docs/3_InformesLIFE/Informe_censo_2014.pdf).

3.3.3 Biologia

Las hembras de lince ibérico se reproducen entre los 3 a 9 afnos de edad con un promedio de

entre 2 a 4 crias por afio, de las que suelen sobrevivir 2 (Palomares et al., 2005).

Este félido requiere un habitat de matorral mediterraneo con un 40-55% de cobertura y con una
alta densidad de conejos (de 1 a 5 conejos por hectarea dependiendo de la estacion) (Palomares
et al., 2001, 2002). Los individuos juveniles en busca de territorio llegan a recorrer distancias de
varias decenas de kilometros (Palomares et al., 2000; Ferreras, 2001). Esta etapa de dispersion
viene determinada por la abundancia de presas y composicion de habitats alrededor de las zonas
de cria. El lince es una especie reticente a cruzar amplios espacios abiertos y se ve seriamente
afectada por las barreras antrdpicas como autopistas y otras infraestructuras (Ferreras, 2001;
Ferreras et al., 2004). La alta especializacion en la depredacion del conejo, se estima que los
conejos constituyen entre el 80-99 % de su dieta (Delibes, 1980; Palomares, 2001; Palomares et
al., 2001; Gil-Sanchez et al., 2006), hace que su presencia y abundancia sea un factor esencial
para la supervivencia del lince. Estd bien documentada su estricta dependencia del conejo y

como las fluctuaciones en las poblaciones de conejos provocan un impacto inmediato en las
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poblaciones de lince ibérico (ej. Delibes, 1980; Palomares, 2001; Palomares et al., 2001; Gil-
Sanchez et al., 2006).

Estudios sobre las interacciones del lince ibérico y otros depredadores terrestres de menor
tamafo, como ginetas, zorros y meloncillos, muestran que cuando los linces estdn presentes en
un territorio estos depredadores aparecen en proporciones muy inferiores a las observadas
cuando no hay linces. Esto es debido a que los linces eliminan a otros depredadores de menor
tamafio con los que compiten por las mismas presas (Palomares et al., 1996; Palomares y Caro,
1999). Este comportamiento explica que aunque el lince sea un depredador hiperespecializado en
los conejos, en territorios donde hay linces las poblaciones de conejos suelen ser mas abundantes
que en territorios sin linces (Palomares et al., 1995). Por esta razén su presencia favorece las
actividades cinegéticas de caza menor controladas y la presencia de otros depredadores

amenazados como el dguila imperial (Aquila adalberti).

3.3.4 Situacién genética

El estudio del ADNmt en las poblaciones actuales de lince ibérico muestra que su variabilidad
genética es extremadamente baja, con solo dos haplotipos (que difieren en una tnica posicion en
el gen ATP-8) fijados cada uno de ellos en una de las dos poblaciones existentes (Johnson ef al.,
2004; Casas-Marce et al., 2013). Los resultados obtenidos por Casas-Marce et al. (2013) tras el
analisis de 36 marcadores de microsatélites apuntan en la misma direccion que el ADNmt,
mostrando una diversidad genética muy reducida. Estos niveles de diversidad genética son
incluso inferiores a los observados en otras especies de félidos amenazados (Casas-Marce ef al.,
2013), como los guepardos Acinonyx jubatus (Marker et al., 2008), los linces escandinavos Lynx
lynx (Hellborg et al., 2002), los leones del crater del Ngorongoro Panthera leo (Driscoll et al.,
2002; Packer et al., 1991) o los pumas de Florida Puma concolor coryi (Driscoll et al., 2002;
Roelke et al., 1993).

Las estimaciones tedricas si bien varian segin la especie y el autor sugieren un tamafio de
poblacién efectiva (Ne), que a su vez se estima en aproximadamente 1/10 de la poblacion total
(Frankham, 1995), de entre 500 a 1000 individuos para retener el potencial evolutivo a lo largo
del tiempo (Franklin y Frankham, 1998). Los andlisis de los microsatélites muestran que la
diversidad genética es especialmente baja en la poblacion de Dofana, aislada desde
aproximadamente 5 décadas y que ha sobrevivido durante este periodo con un censo de en torno
a 50 individuos (Palomares et al., 2011; Godoy et al., 2009). La poblaciéon de Sierra Morena ha

estado conectada con poblaciones cercanas hasta una época mas reciente (Palomares et al., 2011)
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y ha ido reduciendo paulatinamente su tamafo hasta estabilizarse en torno a los 180 individuos,
fruto de las politicas activas de conservacion durante los ultimos afios (Simon et al., 2009). Estas
dos poblaciones presentan un significativo grado de diferenciacion genética entre ellas por obra
del impacto de la deriva genética en poblaciones pequeiias y aisladas. Sin embargo no hay
ningun indicio de que las diferencias genéticas entre estas dos poblaciones impliquen diferencias
adaptativas a sus respectivos medios. Por ello y dado que el peligro de una alta consanguineidad
en cada una de estas poblaciones excede con creces al peligro de la depresion exogamica, ambas
poblaciones se estan gestionando como una unica unidad de conservacion (Godoy et al., 2009;
Edmands, 2007). La escasa diversidad genética observada en estos marcadores moleculares
(ADNmt y microsatélites) se tiende a relacionar con una baja diversidad genética en locus
autosomicos sujetos a seleccion natural y por tanto, implicados en el fitness de la especie. Se ha
observado en varias especies amenazadas que existe una relacion positiva entre la reduccion del
tamafio poblacional, la pérdida de la diversidad genética y la aparicion de altos valores de
consanguineidad (Palomares et al., 2012; Frankham, 2002, 2005). Estos factores provocan un
efecto negativo directo en el fitness de poblaciones amenazadas como las de los linces ibéricos y
en su viabilidad a corto y medio plazo (Ruiz-Lopez et al., 2012; Palomares ef al., 2012). Las
poblaciones aisladas y con un tamafio efectico (Ne) pequefio son més propensas a la depresion
por consanguineidad. Una poblacion con una reducida variabilidad genética tendra menos
capacidad para adaptarse a cambios ambientales por lo que tendra una mayor probabilidad de
extinguirse (Frankham et al., 2002; Frankham y Kingslover, 2004; Keller et al., 1994). Debido a
lo anteriormente dicho no es de extrafiar que la escasa diversidad genética en el lince ibérico sea
una de las principales preocupaciones entre los especialistas encargados del manejo de la
especie. Con el objetivo de conservar la especie y de paliar en la medida de lo posible la reducida
diversidad genética surgio el programa de translocacion de individuos entre las dos poblaciones
existentes y el programa de reproduccion ex situ (Proyecto LIFE Iberlince; Ruiz ef al., 2009;

Vargas et al., 2008; Griffith et al., 1989).

3.4 Lince boreal

3.4.1 Estatus y distribucion historica

El lince boreal Lynx Iynx (Linnaeus, 1758), es uno de los félidos con el area de distribucion mas
extensa del mundo ocupando en la actualidad la mayor parte del continente euroasiatico (Fig. 6).

En el pasado su rango de distribucion fue todavia mayor, siendo comun en todo el sur y centro-
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oeste de Europa con la excepcion de la peninsula ibérica, donde segin la mayoria de
investigadores nunca estuvo presente mas alla de los Pirineos (Kratochvil, 1968; Breitenmoser et

al., 2000; Breitenmoser et al., 2015; Arx et al., 2004).

Salvo algunas excepciones (Altuna, 1980; Sommer y Benecke, 2006), la mayoria de los autores
no incluyen la peninsula ibérica dentro del area de distribucion del lince boreal. Sin embargo,
debido tanto a la tradicion oral como a los documentos historicos, se ha sugerido que el lince
boreal habitd la cornisa cantdbrica hasta época reciente (Nores y Vazquez, 1984). Una
meticulosa recuperacion de documentos historicos sugiere su presencia en el norte de Espafia,
aunque estos estudios no aportan ningun dato concluyente ni prueba fisica sobre la presencia del
lince boreal en la peninsula ibérica (Nores y Vazquez, 1984; Clavero y Delibes, 2013). El hecho
de que antiguamente se englobase a ambas especies de linces palearticas como Felis [ynx hace
que en algunos casos no se sepa a qué especie en particular pertenecen restos arqueo-
paleontoldgicos identificados antes de su separacion a nivel de especie. Si a esto se le afiade la
dificultad de una diferenciacion segura a partir de criterios morfométricos, entre ambas especies
a partir de restos postcraneales, resulta evidente que los registros arqueo-paleontologicos deben
tomarse con mucha cautela. En la peninsula ibérica solo hay dos registros (en los que se han
recuperado los craneos completos) que pueden considerarse fuera de toda duda como linces
boreales. Uno encontrado en la Sima de Pagolusieta en el Pais Vasco y el otro procedente de una
sima en la Sierra de Sueve (Asturias) (Altuna, 1980; Nores, 1999). Estos dos restos no han sido
datados y carecen de contexto estratigrafico, por lo que es dificil situarlos temporalmente. Otros
restos Oseos (fragmentos postcraneales) han sido identificados basdndose en su morfometria
como linces boreales en Santimamifie y Urratxa en el Pais Vasco (Castanos, 1984, 1993) y la
Cueva de Rascafio en Cantabria (Altuna, 1981). En la parte francesa de los Pirineos su presencia
estd mejor documentada, tanto durante el Pleistoceno (ej. Grotte des Moustayous, Grotte du
Diable, La Grotte de Labastide) como en el Holoceno (ej. Gouffre de Péne, Gouffre du Col
d’Aran, Schatzi) (Clot, 1970, 1983, 1988; Clot y Besson, 1974; Clot y Evin, 1986). Aunque cabe

sefialar que tampoco existen datos fiables de cuando se extinguio el lince boreal de los Pirineos.

El lince boreal se extingue en las Islas Britdnicas durante la Edad Media (Hetherington et al.,
2006) y a continuacion en las tierras bajas europeas mas densamente pobladas (Breitenmoser,
1998). Hace unos 200 afios, comienza un intenso proceso de extinciones locales y destruccion de
habitat en el suroeste de Europa primero y en el norte después. En la década de 1950, en la que
desapareci6 del suroeste y centro de Europa, alcanza un minimo historico en sus poblaciones. La
persecucion directa, la disminucién de sus presas y la rdpida destruccion de su habitat

(deforestacion) son los principales factores responsables de este declive poblacional
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(Breitenmoser, 1998; Arx et al., 2004). En la segunda mitad del siglo XX la expansion de los
bosques, la recuperacion sus presas (ej. corzo) y la aplicacion de leyes protectoras frenaron esta
tendencia negativa. Desde los 70 se han llevado a cabo con éxito diferentes reintroducciones de
linces boreales, mayormente procedentes de los Carpatos, en los Alpes y otras cadenas

montafiosas de sur y centro de Europa (Fig. 6) (Breitenmoser et al., 2001; Arx et al., 2009).

Ee >

o T2

B Distribucion de Lynx lynx

B Areas de reintroduccion
de Lynx lynx

Fig. 6. Distribucion actual del Lynx lynx modificado de la IUCN (http://maps.iucnredlist.org y Arx et al. (2009).

En la actualidad el lince boreal, a falta de que se reconozcan o definan oficialmente las diferentes
subespecies, estd catalogado como especie de preocupacion menor por la [UCN (IUCN, 2015).
Esta categoria de proteccion se debe a su amplia distribucion y a su relativa abundancia (se
estima que existen unos 40 000 individuos). Sin embargo, poblaciones locales en algunos lugares
de su distribucion se encuentran en retroceso, por lo que una evaluacidon genética de la especie,
asi como determinar si hay poblaciones que merezcan ser manejadas de manera independiente
(Unidades Evolutivamente Significativas, ESU) debido a posibles adaptaciones especificas, es

un requisito indispensable para una correcta gestion de la especie.

3.4.2 Biologia

El lince boreal es el tercer gran depredador de Europa en tamafio. En general su habitat
predilecto son areas boscosas, aunque los linces boreales de Asia central y de regiones muy

septentrionales habitan zonas con poca cobertura arborea.
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Durante el periodo reproductivo, que las hembras alcanzan sobre los 2 afios, tienen una media de
2-3 crias por camada. Su radio de accién varia entre 25 y 2000 km?® dependiendo de la
composicion del habitat y del tipo y abundancia de presas (Arx et al., 2004). Sus principales
presas son pequeios ungulados y liebres, los primeros con preferencia en toda Europa salvo en el
noroeste (Arx et al., 2004). En areas con baja presencia de ungulados también consume roedores
y pajaros. Es una especie mas generalista que el lince ibérico en cuanto a la diversidad y
frecuencia del tipo de presas consumidas. Estudios de poblaciones de lince realizados con
collares de radioseguimiento han demostrado que el lince boreal puede llegar a desplazarse
varios cientos de kilometros, aunque es reticente a cruzar areas abiertas (Andersen et al., 2005;
Schmidt, 1998). Schmidt et al. (2011) muestran que factores abidticos como la cobertura y
profundidad de la nieve pueden influir notablemente en la capacidad de dispersion de las
hembras de lince boreal. Este hecho se ve reflejado en la estructura genética de las distintas
poblaciones que ha sido relacionada con la latitud y la profundidad de la superficie nevada

(Ratkiewicz et al., 2014).

3.4.3 Situacion genética y filogeografia

La extensa 4area de distribucion geografica del lince boreal provoca que existan grandes
diferencias ecoldgicas y climaticas entre las distintas poblaciones. A esta diversidad de nicho
ecoldgico a nivel interpoblacional hay que afiadir la posible diferenciacion provocada por los
periodos de aislamiento durante las glaciaciones del Pleistoceno. Estos factores podrian haber
producido una diferenciacion al nivel de subespecie en algunas de las poblaciones de lince boreal
a lo largo de su amplia distribucion. Sin embargo, recientes estudios genéticos realizados con
muestras modernas e historicas de linces boreales (Ratkiewicz et al., 2012; Rueness et al., 2014)
contrastan con la separacion geografica y morfoldgica clasica en 7 subespecies diferentes
(Nowell y Jackson, 1996). La discordancia en las clasificaciones basadas en criterios
morfologico-geograficos y las que lo hacen en criterios genéticos es relativamente frecuente. Las
32 subespecies de puma clasificadas utilizando criterios geograficos y morfométricos (Neff,
1983; Young y Goldman, 1946) se redujeron a 6 subespecies filogeograficas tomando como base
el analisis de ADNmt y de microsatélites (Culver ef al., 2000). Este ultimo estudio demostré que
no habia diferenciacion genética significativa entre las 8 subespecies descritas atendiendo a su
morfologia en América del Norte, lo que propicid la translocacion de pumas de Texas a las
poblaciones en grave riesgo de extincion de Florida. Los datos genéticos de linces boreales
basados en el estudio del ADNmt y de microsatélites sugieren una diferenciacion entre

poblaciones a lo largo del continente euroasidtico generada por un aislamiento por distancia
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(Ratkiewicz et al., 2012). Rueness et al. (2014) puso de manifiesto un patron de estructura
genética a lo largo del eje este-oeste en Eurasia y lo dividié en 3 clados, que se solapan
ligeramente: oeste, noreste y sur; siendo este Gltimo en que contiene los linajes de linces boreales
mas antiguos. Se ha estimado que la divergencia de cada uno de los linajes actuales de lince
boreal tuvo lugar hace 0.227 mda (HPD = 0.433-0.057), 0.183 mda (HPD = 0.315-0.070) y
0.140 mda (HPD = 0.242-0.050) para el clado sur, noreste y oeste, respectivamente (Rueness et
al., 2014). Este patron de diferenciacion genética longitudinal y, en menor medida, latitudinal
entre las poblaciones de lince boreal es atribuido a una restriccion en el flujo genético entre los

anteriormente citados clados (Rueness et al., 2014).

Es importante subrayar que, salvo excepciones (Gugolz et al., 2008), la mayoria de los estudios
estan basados en muestras modernas o de menos de 150 afios de antigiiedad (Ratkiewicz et al.,
2012; Rueness et al., 2014; Hellborg et al., 2002). Estos estudios no tienen en cuenta las
poblaciones que se han extinguido en diferentes regiones del oeste de Europa durante el
Pleistoceno y el Holoceno. El estudio directo de los patrones filogeograficos de las poblaciones
extintas en el pasado permite una mejor comprension de las causas que han dado forma a los
patrones filogeograficos que se observan hoy en dia. Conocer la estructura genética de
poblaciones extintas del suroeste y centro de Europa durante y después del LGM puede aportar
una valiosa informacion para la correcta reconstruccion del area de distribucion histérica de la
especie. Ademas ayudara a esclarecer desde cudndo estan aisladas entre si las distintas
poblaciones actuales y si seria justificable desde una perspectiva histérica hablar de diferentes

subespecies.

3.5 Topillo de Cabrera

3.5.1 Estatus y distribucion histdrica

El registro paleontoldgico sugiere que el género Microtus deriva del género fosil Allophaiomys,
el cual a su vez descenderia de Mimomys (Chaline y Graf, 1988; Conroy y Cook, 1999). Los
hallazgos paleontologicos indican que Allophaiomys se diversifico independientemente en el
norte de Eurasia, el centro de Asia y América del Norte (Chaline et al., 1999). El origen del
linaje Allophaiomys se sithia entre hace 2.3 y 2.4 mda segun restos de Allophaiomys hallados en
China (Zeng y Zhang, 2000). La mayoria de las especies actuales de Microtus no constan en el
registro fosil hasta el Pleistoceno Medio, hace de 0.7 a 0.5 mda, y se sugiere que varias especies

actuales aparecieron durante la Glltima glaciacion (Chaline ef al., 1999; Chaline y Graf, 1988).
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La hipotesis de una colonizacion desde Asia en una unica oleada independiente hacia Europa y
otra hacia América (Chaline et al., 1999; Chaline y Graf, 1988) implicaria una profunda
divergencia entre las especies americanas, asiaticas y europeas de Microtus. Sin embargo, los
estudios moleculares no proporcionan resultados robustos que apoyen una clara y profunda
division entre las especies de Microtus segin su procedencia (Jaarola et al. (2004) y apuntan a un
escenario en el cual, especies del género Microtus colonizaron Europa y América en varios y

repetidos eventos independientes siguiendo rutas similares cada vez (Fink et al., 2010).

El topillo de Cabrera (Microtus cabrerae Thomas, 1906) al igual que el lince ibérico es una
especie endémica y amenazada de la peninsula ibérica. Su éarea de distribucion se ha ido
contrayendo desde el Pleistoceno hasta la actualidad (Fig. 7). Tanto en el Pleistoceno como en el
Holoceno ocupaba casi toda la peninsula ibérica y el sur de Francia (Lopez-Martinez, 2003;
Laplana y Sevilla, 2013). Su antecesor el Microtus brecciensis 1leg6 incluso a ocupar el norte de

Italia y probablemente la peninsula balcénica (Vuletic, 1953).

Pleistoceno (1 millon de afios)  Holoceno (6 000 aiios) Reciente

Fig. 7. Distribucion de Microtus cabrerae, figura modificada de Lopez-Martinez, 2003.

Laplana y Sevilla (2013) hicieron un preciso estudio de las variaciones en la distribucion de esta
especie desde el MIS5 con base en el registro fosil (Fig. 8). Entre el MIS5 y el MIS3 no se
encuentran diferencias relevantes en la extension del area ocupada por la especie. En el MIS2
ocurre la primera regresion en la distribucion de Microtus cabrerae. La especie desaparece en el
sureste de Francia y en el centro de Espafia, donde habia estado presente desde el principio del
Pleistoceno Superior. Esta contraccion de su rango se atribuye a la caida de la temperatura y de
las precipitaciones en este periodo. Durante el principio de Holoceno hay una répida
recolonizacion de las areas previamente abandonadas y a lo largo del Neolitico se da un
incremento significativo de registros. A continuacidn se observa un gradual descenso de registros
desde el Neolitico hasta el periodo romano, intensificado desde hace unos 200 afios en adelante
hasta la desaparicion final de la especie en el suroeste de Francia y noroeste de Iberia. Esta
segunda reduccion en las poblaciones de Microtus se relaciona con la aridificacion de la region
mediterranea, que empezd a mediados del Holoceno, incrementdndose por la modificacion

humana del terreno (Laplana y Sevilla, 2013). El topillo de Cabrera es una especie muy
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dependiente de su habitat (zonas himedas dentro del ecosistema mediterraneo), lo que la hace
muy vulnerable a los cambios climticos y a las actividades humanas como la agricultura (Pita et

al., 2014).
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Fig. 8. Imagen tomada de Laplana y Sevilla, 2013 con los intervalos cronologicos utilizados para estudiar las variaciones en la distribucion del

topillo de Cabrera.

Hoy en dia esta especie, clasificada como casi amenazada por la lista roja de la I[UCN, estd en
regresion, relegada a unas cuantas poblaciones aisladas y dispersas por la peninsula ibérica (Fig.
9) (IUCN, 2015; Fernandez-Salvador, 2002, 2007; Mira et al., 2008; Garrido-Garcia et al.,
2013).
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Fig. 9. Imagen tomada de Garrido-Garcia y Soriquer., 2014. Distribucion actual de las poblaciones de Microtus cabrerae.
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3.5.2 Biologia

El topillo de Cabrera es una especie mediterranea adaptada a veranos con altas temperaturas.
Tiene la capacidad de aumentar su temperatura corporal moderadamente cuando las temperaturas
ambientales son altas, reduciendo asi el gasto metabolico en termorregulacion (Mathias et al.,
2003). Sin embargo, no puede sobrevivir en areas especialmente aridas, ya que necesita la
presencia de habitats con cierta humedad, como manantiales, cursos de agua estacionales o
surgencias de agua freaticas que posibiliten la presencia de hierba para su alimentacion, incluso

en la estacion seca (Mira et al., 2008; Pita et al., 2014).

Las colonias de Microtus cabrerae oscilan entre los 12 y los 93 individuos por hectarea
(Fernandez-Salvador, 1998). Se puede reproducir durante todo el afio con una media de 4.9 crias
(Ventura et al., 1998). Tienen un periodo de gestacion de 23 a 24 dias. Ambos progenitores
construyen un nido y los machos participan en el cuidado de la prole. Las crias alcanzan el
tamafno subadulto al cabo de 35 a 45 dias (Fernandez-Salvador et al., 2001). Debido a sus
caracteristicas reproductivas se engloba dentro de las especies con una estrategia reproductiva

tipo K (Pita et al., 2014; Fernandez-Salvador et al., 2001).

3.5.3 Situacidén genética

El género Microtus presenta una de las mayores tasas evolutivas dentro de los mamiferos, con
una elevadisima tasa de especiacion. Se estima que las ~70 especies vivas que forman parte de
este género en la actualidad surgieron en menos de 2 Mda (Nowak, 1991; Musser y Carleton,
2005; Chaline et al., 1999). De ser esto cierto, implicaria que la tasa de especiacion en Microtus
es de entre 60 a 100 veces mas rapida que para el resto de mamiferos (Triant y De Woody,
2006). Este género también presenta una de las mayores tasas de cambios cariotipicos en
mamiferos (Maruyama y Imai, 1981; Modi, 1987), variando entre 2n = 17-62 (Zima y Kral,
1984). La gran diversidad genética observada en los Microtus contrasta con su homogeneidad
fenotipica (Nowak, 1991; Musser y Carleton, 2005). Los genomas de los roedores evolucionan a
una tasa superior a la de otros mamiferos y la evolucion del ADNmt estd correlacionada
negativamente con el tamafo corporal y el tiempo generacional, y, positivamente, con la tasa

metabolica (Martin y Palumbi, 1993).

El topillo de Cabrera, al igual que otras especies de Microtus (Fernandez et al., 2001), posee

cromosomas sexuales gigantes (Diaz de la Guardia et al., 1978). Es de destacar que esta especie
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presenta multiples copias polimorficas del gen (SRY), localizado en el cromosoma Y en la

mayoria de los mamiferos, tanto en machos como hembras (Fernandez et al., 2002).

Jaarola et al. (2004) tras analizar el citocromo b de varias especies de Microtus sugieren que el
linaje del topillo de Cabrera es muy antiguo o bien ha sufrido una evolucion acelerada en este
gen. Un estudio mas reciente con AFLP (Amplified fragment length polymorphism) y marcadores
moleculares tanto nucleares como mitocondriales (Fink et al., 2010) confirma la posicioén basal
de esta especie dentro del género Microtus, ya que no se agrupa con el clado principal que
incluye a las otras especies europeas. Jaarola et al. (2004) apoyan incluir al topillo de Cabrera en
el subgénero Iberomys, del que seria el unico representante vivo, en vez de en el subgénero
Agricola (Zagorodnyuk, 1990 in Musser y Carleton, 2005). Cuenca-Bescds et al. (2014)
defienden, basandose en criterios bioldgicos, morfologicos y evolutivos, la singularidad de la
linea filogenética que engloba al Microtus cabrerae (los extintos, Microtus huescarensis del
Pleistoceno Inferior y el Microtus brecciensis del Pleistoceno Medio). Estos autores proponen

que el subgénero Iberomys se eleve a la categoria de género.

Las aves rapaces que consumen topillos de Cabrera de manera frecuente regurgitan sus restos
Oseos en egagropilas, que aparecen depositados en yacimientos y cuevas. Gracias a ello esta
especie escasa en la actualidad es relativamente abundante en el registro fosil, lo que permite
tener acceso a un tamafio de muestra mayor que el de la mayoria de los estudios de mamiferos
con ADNa. Ademds su elevada tasa evolutiva abre la posibilidad de estudiar el ADN del
Microtus cabrerae y el de su mas inmediato antecesor el Microtus brecciensis. Se ofrece asi la
posibilidad de estudiar in sifu la evolucion de una parte del genoma durante un proceso de
especiacion, ya que la evolucion anagenética de Microtus brecciensis a Microtus cabrerae tuvo
lugar en torno a hace 90 000 afios, dentro de los limites factibles para la recuperacion de ADNa
en climas templados. Su mencionada abundancia en el registro fosil y su rapida evolucion hacen
de este roedor una especie modelo para el estudio de las variaciones genéticas y filogeograficas a

lo largo del tiempo.

3.6 Aplicaciones del ADN antiguo en biologia de la conservacion

La necesidad del ser humano de dividir y clasificar el mundo natural para su estudio y manejo
hace imprescindible la definicion de términos subjetivos y lleva a hacer distinciones arbitrarias
de lo que en numerosas ocasiones es un continuo. No obstante, sin dichas clasificaciones
faltarian puntos de partida y dificilmente se podria estudiar y hacerse cargo de la administracion

responsable de la naturaleza. Por ello desde tiempos historicos la taxonomia ha ocupado un lugar
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central en el estudio de las ciencias naturales. En biologia de la conservacion pronto se hizo
necesaria la creacion de un concepto para agrupar y diferenciar las unidades poblacionales que
merecen un manejo separado y que deben gozar de prioridad con respecto al resto de poblaciones
a la hora de planificar su conservacion. Dichas unidades se definieron como unidades
evolutivamente significativas (ESU) (por sus siglas en inglés Evolutionary Significant Units). El
concepto de unidad evolutivamente significativa (ESU) ha ido variando desde su aparicion. En
un primer momento, para considerar a una determinada poblacion como una ESU debia poseer
una variacion adaptativa significativa, usando para definir dicha variacion una serie de criterios
extraidos de diferentes técnicas y disciplinas (Ryder, 1986). Waples en 1991 anadié que una
ESU debia estar reproductivamente aislada de otras poblaciones y tener adaptaciones diferentes
o unicas. El progresivo desarrollo de las técnicas moleculares y el aumento de los marcadores y
datos genéticos, asi como la necesidad de una definicion lo mas objetiva y discreta posible, llevo
a Moritz en 1994 a definir ESU, centrdndose en la estructura poblacional historica y en su
filogenia con respecto al ADNmt, como poblaciones reciprocamente monofiléticas para su
ADNmt y que muestran divergencias significativas en sus frecuencias alélicas en /oci nucleares.
Sin embargo, Crandall y colaboradores en el 2000 volvieron a revindicar el concepto de ESU
centrado en un enfoque mas multidisciplinar. Para ello tuvieron en cuenta factores tanto
genéticos como ecoldgicos, como la diferenciacion de distintas poblaciones en relacion con su

intercambiabilidad genética y ecoldgica.

El estudio de poblaciones extintas mediante en ADNa permite conocer las variaciones en la
estructura genética de las poblaciones de una especie determinada a lo largo del tiempo. Esto
permite inferir desde cudndo poblaciones actuales han estado aisladas, si ha habido poblaciones
intermedias o si la presencia de variacion genética en una poblacion estd ligada a su historia
evolutiva y responde a seleccion positiva o a factores estocdsticos como la deriva genética. Toda

esta informacion es de crucial importancia a la hora de definir las diferentes ESU.

Una de las principales aportaciones del ADNa a la biologia evolutiva y a la biologia de la
conservacion es la posibilidad de reconstruir directamente la historia evolutiva de una especie sin
la necesidad de extrapolar el pasado a partir de la informacion genética presente (Hofreiter,
2008; Leonard, 2008; Ramakrishnan y Hadly, 2009). Por ejemplo, el estudio de poblaciones
extintas antecesoras de poblaciones actuales amenazadas, puede revelar que dos poblaciones
aparentemente aisladas en la actualidad estuvieron conectadas en el pasado (Goldstein y DeSalle,
2003). Lo cual implica que la translocacion de individuos de una poblacion a otra o la mezcla de
ambas poblaciones en programas de reproduccidon en cautividad puede ser considerada para

aliviar la baja diversidad genética de estas poblaciones (ej. el hdmster europeo, Cricetus cricetus)
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(Smulders et al., 2003). Los estudios de ADNa que analizan la respuesta de las especies a los
cambios climaticos dan las claves para intentar predecir la futura respuesta al calentamiento
global de especies amenazadas. Por ejemplo, el estudio del zorro artico y su respuesta a los
ciclos glaciares puso de manifiesto que esta especie no tenia la capacidad de contraerse a la
velocidad que lo hacia su habitat durante los periodos interglaciares (habitat tracking) (Dalén et
al., 2007). La clasica teoria de los refugios glaciares para animales de clima templado sugiere un
modelo de contraccidon y expansion. Durante los periodos frios las especies de clima templado
sufririan una contraccion en su rango de distribucion sobreviviendo aisladas en refugios
glaciares, principalmente las tres peninsulas del sur de Europa (Iberia, Italia y los Balcanes). Por
el contrario, estas mismas especies experimentarian una expansion y recolonizacion del centro y
norte de Europa durante los periodos calidos (Hewitt, 1996; Taberlet y Bouvet, 1994; Taberlet et
al., 1998). El prolongado aislamiento durante las épocas frias en cada uno de sus refugios
glaciares provocaria la diferenciacion de las poblaciones entre los respectivos refugios. La
posterior recolonizacion del centro y norte de Europa a partir de poblaciones provenientes de uno
o varios refugios glaciares, cada una de ellas con sus singularidades genéticas adquiridas durante
los afios de aislamiento, daria lugar a los patrones filogeograficos que se observan en la
actualidad. El oso pardo es una de las especies modelo que se utilizaron para probar esta
hipdtesis de la contraccion/expansion durante los periodos glaciares e interglaciares. A partir de
analisis del ADNmt de las poblaciones europeas actuales de osos pardos, Taberlet y Bouvet
(1994), demostraron que hay una fuerte estructura filogeografica entre distintas poblaciones,
sugiriendo que es el resultado del aislamiento (falta de conectividad genética) y diferenciacion en
cada uno de los refugios glaciares mediterraneos, y de la posterior recolonizacion del resto de
Europa. Sin embargo, cuando se analizéo el ADNmt de restos fosiles de 4 periodos distintos: pre-
LGM, LGM, post-LGM vy actual se pudo comprobar que si hubo flujo genético entre los
diferentes refugios en las peninsulas mediterraneas durante periodos pre-LGM (Hofreiter et al.,
2004), asi como durante periodos de maximo frio como el LGM (Valdiosera et al., 2007). Los
resultados obtenidos a partir del analisis del ADNmt de osos que habitaron desde el LGM hasta
la actualidad sugieren un modelo filogeografico méas complejo con mayores niveles de flujo
genético. Segun ¢€l, los actuales patrones filogeograficos en el oso pardo se explican mejor por un
aislamiento por distancia provocados por la actividad humana reciente, que por el modelo
contraccidon/expansion y aislamiento en los distintos refugios glaciares (Valdiosera et al., 2007,
2008). Este tipo de estudios aportan una informacion unica sobre el impacto de los cambios
ambientales en los organismos y sirven para tener mas herramientas a la hora de predecir la

respuesta de especies amenazadas a los futuros cambios climaticos.
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El éxito de las estrategias de conservacion como los programas de reintroduccion de especies en
peligro tienen mas probabilidades de éxito si se tiene en cuenta la distribucion historica de la
especie en cuestion (Frankham et al., 2002). Los estudios de restos fosiles son la inica fuente de
informacion sobre la distribucion historica de las especies. En concreto los estudios de ADNa
son la Unica alternativa para una correcta asignacion taxondémica en aquellos restos de especies
que no pueden identificarse a partir de estudios morfométricos (Shepherd y Lambert, 2008;
Cooper et al., 1996). Un buen conocimiento del area de distribucion historica de especies en
peligro tiene importantes consecuencias en las estrategias de conservacion, ya que puede revelar
habitats adicionales disponibles para potenciales reintroducciones. La presencia de multiples
poblaciones en especies en peligro de extincidon es crucial para reducir el impacto de eventos
catastréficos (ej. inundaciones, sequias, epidemias) y vital para la supervivencia de la especie a

largo plazo.

3.7 Climay vegetacion del Pleistoceno Superior al Holoceno

En este capitulo se pretende resumir muy brevemente los principales cambios bioclimaticos
desde el LGM en el suroeste de Europa, en general, y en la peninsula ibérica, en particular. Y
ello con el objetivo de una posterior contextualizacion, en el marco de las principales
fluctuaciones bioclimaticas y las regiones biogeograficas en los ultimos ~30 000 afios, de las

variaciones temporales en la distribucion histérica de las especies objeto de estudio en esta tesis.

La peninsula ibérica debido a su heterogeneidad climdtica, orografica y, por consiguiente,
ecologica es una region con una gran diversidad y riqueza biologica (Benayas, José y Scheiner,
2002). Desde los ultimos 20 000 afos la separacion de la peninsula en dos principales areas
biogeograficas o fitogeograficas se puede, en general, correlacionar con la actualidad. Estas dos
regiones biogeograficas se definen en funcion de rasgos ecologicos, especialmente climaticos, y,
en consecuencia, también floristicos y paisajisticos (Castro, 1997). Simplificando, por un lado
tendriamos una Iberia eurosiberiana himeda, fria y sin veranos secos en la cornisa cantabrica,
Pirineos, la zona de influencia atlantica de Galicia y del norte de Portugal, y por otro, una Iberia
mediterranea mas célida con veranos secos en el resto (Rivas Martinez, 1987) (Fig. 10).

Durante el LGM la temperatura y la precipitacion alcanzaron valores minimos (siendo de media
unos 10°C menos durante el verano (Castro, 1997). El norte y centro de Europa estaba dominada
por una tundra esteparia, al igual que en el norte de la peninsula ibérica, donde también
predominaba un paisaje estepario aunque con presencia esporadica de algin arbol
(principalmente Pinus). Este periodo de bajas temperaturas se confirma con la presencia de fauna

adaptada al frio como el reno (Rangifer tarandus) y el mamut lanudo (Mammuthus primigenius)
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(Alvarez-Lao y Garcia, 2010). La vegetacion arborea sobrevivio a este periodo frio en refugios
del sur de Europa (Finlayson y Carrion, 2007; Leroy y Arpe, 2007; Médail y Diadema, 2009). En
el periodo Tardiglaciar Pinus, Juniperus, Betula, y posteriormente Quercus se expandieron hacia
el norte a partir de los distintos refugios sobre las formaciones esteparias del Dryas inferior. En
el Dryas superior, un periodo frio, se ralentiz6 esta tendencia durante varios siglos ca. 12 650 y
11 500 cal. afios BP, recuperandose al principio del Holoceno, con la expansion de los arboles de
angiospermas (Corylus, Alnus, Fraxinus, Ulmus, Acer, Abies, Fagus, y Quercus), a la par que la
fauna eurosiberiana. La region eurosiberiana ibérica durante la transicion del Pleistoceno al
Holoceno se caracteriza por un incremento de las comunidades dominadas por Quercus, en
detrimento de los pinares y las estepas (Carrion et al., 2010). A principios del Holoceno se
detecta en los registros polinicos un aumento del bosque caducifolio a costa de la flora esteparia
(Sanchez-Goiii y d’Errico, 2005), junto con la desaparicion de la fauna adaptada al frio (Alvarez-
Lao y Garcia, 2010). La expansion de los bosques atlanticos se produjo de manera progresiva

durante el periodo Boreal y Atlantico en paralelo a la mejoria climatica.
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Fig. 10. Regiones biogeograficas de Europa occidental. Modificado de Rivas Martinez, 1987.

Las ocupaciones humanas comienzan a producir un significativo impacto en el paisaje desde
mediados del Holoceno debido a actividades como, por ejemplo, la mineria, el pastoreo, la

agricultura y los incendios provocados (Carrion et al., 2010).
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4. Objetivos

El presente trabajo esta compuesto por 4 articulos que abordan, mediante el analisis del ADNa,
las fluctuaciones en la distribucion y demografia a lo largo del tiempo en los linces paleérticos
(Lynx pardinus y Lynx lynx) y el topillo de Cabrera (Microtus cabrerae). A partir de estas
fluctuaciones se pretende hacer inferencias sobre los procesos que las han provocado, asi como
conocer cudles son sus posibles implicaciones en la filogeografia y la conservacion de dichas

especies.

La inclusion del topillo de Cabrera, Microtus cabrerae en esta tesis se debe a que al igual que el
lince ibérico es una especie tipicamente mediterranea y endémica de la peninsula ibérica. Ambas
especies se encuentran amenazadas y han sufrido una contraccion en su area de distribucion
desde el Pleistoceno Superior como consecuencia de cambios climaticos. Ademas en ambos
casos su situacion se ha visto agravada en los Gltimos tiempos por el impacto directo e indirecto
de las poblaciones humanas. El hecho de que el género Microtus presente una tasa evolutiva muy
superior a la de otros mamiferos, el lince incluido, permite comparar con la de este Gltimo su
respuesta a los principales cambios ambientales ocurridos desde el Pleistoceno Superior a la
actualidad. Esta comparacion es especialmente interesante si tenemos en cuenta que ambas
especies siguen una estrategia de reproduccion tipo K y presentan historias evolutivas similares

en cuanto a la contraccion de su area de distribucion y tipo de habitat que ocupan.

4.1 Estudio de la variacion temporal en la diversidad genética del lince ibérico
y del topillo de Cabrera

El lince ibérico presenta unos valores de diversidad genética muy por debajo de otras especies
amenazadas, tanto para el ADNmt como en marcadores de microsatélites. Las especies amenazas
que en la actualidad sobreviven en poblaciones aisladas con un reducido nimero de ejemplares,
suelen presentar bajos niveles de diversidad genética. Sin embargo, si se analizan las poblaciones
de estas especies antes de que estuvieran amenazadas, se observa, por lo general, que en el
pasado ocupaban una mayor area de distribucion, asi como presentaban un mayor tamano
poblacional y una mayor diversidad genética. En el articulo I de esta tesis se pretende averiguar
en qué momento se redujo la variabilidad genética del lince ibérico; si fue durante el radical
descenso poblacional ocurrido durante los ltimos siglos o tuvo lugar mucho antes, por ejemplo,
durante la transicion entre el Pleistoceno y el Holoceno. Los objetivos son: a) conocer los

factores que han provocado su escasa diversidad genética; b) hacer una estimacion de su tamafo
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poblacional en el pasado a partir de sus fluctuaciones en la diversidad genética; c) intentar

relacionar las variaciones en la diversidad genética a lo largo del tiempo con fendémenos

climaticos, antropogénicos y ecoldgicos.

En el articulo IV integrado en esta tesis se ha analizado la region mas variable del citocromo b en
series cronologicas de restos de topillo de Cabrera para relacionar sus cambios en la diversidad
genética con sus extinciones locales en Francia y otras regiones, desde el LGM a la actualidad.
El principal objetivo es arrojar luz sobre la causa y forma de dichas extinciones y contestar a las
siguientes preguntas: a) ;Coinciden las variaciones en la diversidad genética con las expansiones
y contracciones poblacionales que muestra el registro fosil? b) ;Sobreviven en las poblaciones
actuales los haplotipos que Uinicamente estaban presentes en yacimientos franceses y en otros
yacimientos de regiones donde la especie ha desaparecido? De confirmarse esta ultima hipotesis
podria ser un indicador de “habitat tracking”, es decir, que las poblaciones han sido capaces de
contraerse con su habitat a medida que las condiciones ambientales hacian que su area de

distribucion se redujera.

4.2 Reconstruccion de la distribucion historica en Europa de los linces
palearticos

Con la ayuda del ADNmt se pretende identificar a nivel especifico varios restos postcraneales de
lince que no se han podido clasificar con fiabilidad mediante criterios morfométricos. La
identificaciéon molecular de restos erroneamente clasificados o que no se han podido clasificar a
nivel especifico permitira clarificar la distribucion historica del lince ibérico y del lince boreal en

Europa (articulo II, articulo III) y responder a las siguientes preguntas:
A) (Son fiables las clasificaciones a nivel especifico de linces a partir de restos postcraneales?

B) (Podemos confirmar o desmentir si el lince ibérico habité en Francia e Italia durante el
Pleistoceno y/o el Holoceno? De ser asi, ;eran estos linces genéticamente diferentes de los

de la peninsula ibérica?

C) (Cual es la posicion filogenética del lince de las cavernas, Lynx cf. spelaeus? ;Es
realmente una especie o subespecie diferente desde el punto de vista de su genoma
mitocondrial? ;Hubo solapamiento en el area de distribucion entre las distintas especies de

linces?
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4.3 Paleofilogeografia del lince boreal y del topillo de Cabrera

A partir del andlisis de restos de linces boreales de poblaciones extintas de Italia, Espafia, Francia
y Dinamarca se pretende esclarecer la posicion filogeografica que ocupaban las poblaciones
historicas de linces boreales en el oeste europeo en relacion con las poblaciones actuales. El
objetivo es conocer qué especie de lince y durante qué momentos habité el norte de la peninsula
ibérica y relacionar su presencia/ausencia con factores bioclimaticos y regiones biogeograficas

(articulo III).

Por su parte, los restos de topillo de Cabrera analizados hasta el momento con cronologias que
van desde el Epimagdaleniense a la actualidad pretende esclarecer la estructura filogeografica de

esta especie amenazada en el pasado (articulo IV).
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5. Métodos

5.1 El ADN mitocondrial

El ADNmt es un genoma circular haploide de aproximadamente 16 000-17 000 pb, compuesto
de 22 genes que codifican para 33 ARN transferentes, 2 ARN ribosomicos y 13 ARN
mensajeros. Estos ARN mensajeros codifican principalmente proteinas involucradas en el
transporte de electrones y en la oxidacion fosforilativa, esta ultima es la responsable de la
produccion de energia en las células eucaridticas. El ADNmt, salvo contadas excepciones, se
hereda por via materna y no recombina (Ballard y Whitlock, 2004). Debido a una serie de
factores, como por ejemplo una menor eficacia en los mecanismos enzimaticos de reparacion
durante la replicacion (Lareu y Salas, 2000; Brown et al. 1979), este ADNmt presenta ademas
una mayor tasa de mutacion que la media del genoma nuclear (Brown et al. 1979; 1982). Estas
caracteristicas hacen que como marcador molecular sea el preferido en los trabajos con ADNa,
ya que su herencia matrilineal y su ausencia de recombinacion facilitan la reconstruccion de
filogenias, a lo cual se afiade el que su elevado nimero de copias facilite su recuperacion a partir
de material degradado. Sin embargo, este marcador también presenta una serie de limitaciones o

aspectos que tener en cuenta:

1) Hay una gran heterogeneidad en la tasa de mutacién a lo largo del genoma mitocondrial, lo
que obliga a tener especial cuidado cuando se hacen comparaciones filogenéticas (Ballard y

Whitlock, 2004).

2) La relaciones filogenéticas inferidas a partir de partes del genoma que no recombinan como el
ADNmt pueden estar distorsionadas por el efecto de la seleccion natural (Frankham, 2012). La
composicion del ADNmt en distintas poblaciones puede estar influenciada de manera diferencial
por el efecto de la seleccion natural, haciendo dificil las comparaciones entre poblaciones

(Ballard y Whitlock, 2004).

3) Al heredarse exclusivamente por via materna, en aquellas poblaciones o especies en las que
solo los machos se dispersen, dos poblaciones pueden presentar diferencias significativas en su
ADNmt y sin embargo, a causa del flujo genético transmitido por los machos, ambas
poblaciones pueden ser homogéneas en cuanto a los /oci nucleares. Debido a esto, analizar
unicamente el ADNmt puede dar una idea equivocada de la composicidon genética y de la historia

evolutiva de las poblaciones estudiadas (Ballard y Whitlock, 2004).
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4) El ADNmt proporciona informacion de un solo gen. La deriva genética o la introgresion
pueden llevar a arboles filogenéticos incorrectos si la poblacion fundadora era polimorfica

(Ballard y Whitlock, 2004).

Se ha elegido el ADNmt como marcador molecular debido a la antigiiedad y degradacion de las
muestras utilizadas (que disminuyen la probabilidad de amplificar el menos abundante ADN
nuclear), asi como por las cuestiones que se pretenden abordar. Puesto que no se pretende
comparar las relaciones filogenéticas entre diferentes especies, las limitaciones anteriormente
citadas no afectan de manera significativa a este estudio. Sin embargo conviene tenerlas
presente, por ejemplo en las estimas del Ne a partir de la variabilidad observada en la region

control del lince ibérico (articulo I).

En esta tesis el ADNmt se utiliza para: 1) identificar especies; 2) ver como ha variado la
diversidad genética en esta molécula en las especies estudiadas a lo largo del tiempo; 3)
comparar la estructura filogeografica entre las poblaciones extintas y actuales de lince boreal y

de topillo de Cabrera.

Dentro del ADNmt se han estudiado los fragmentos mas informativos del gen citocromo b y la
region control. Estas regiones son las mas utilizadas tanto en el campo del ADNa como en los

estudios con ADN actual.

Citocromo b: Esta involucrado en el transporte de electrones en la cadena respiratoria de la
mitocondria. Este gen es unos de los marcadores moleculares mas usados, lo que facilita la
comparacion entre diversas poblaciones y especies. El citocromo b es idoneo para la
identificacion de especies, ya que por lo general presenta un alto grado de congruencia con la
clasificacion taxonomica de las diferentes especies (Avise y Walker, 1999; Johns y Avise, 1998).

Ademas es lo suficientemente conservador para clarificar relaciones filogenéticas profundas.

La region control es el marcador mas elegido para determinar la variacion a nivel poblacional,
dada su alta tasa de mutacion (Aquadro y Greenberg, 1983; Hoelzel y Dover, 1991; Brown ef al.,
1993; Lopez et al., 1997). Esta region es la Uinica parte significativa del ADNmt no codificadora.
Esta localizada en mamiferos entre los genes tRNA-Pro y el tRNA-Phe. Contiene los promotores
para los transcriptores RNA policistronicos de los genes de la cadenas pesada y ligera (Jae-Heup
et al., 2001). Gracias a la tasa de mutacion mucho mas elevada de esta region con respecto a
otras regiones del ADNmt codificantes, como por ejemplo el citocromo b, el analisis de estos dos

regiones permite observar las variaciones a diferentes escalas temporales (Brown et al., 1979).
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5.2 ADN antiguo protocolos

Al objeto de minimizar el riesgo de contaminacién, el laboratorio de ADNa del centro mixto
UCM-ISCIII esta aislado de cualquier posible fuente de contaminacion. Para la obtencion de los
datos generados en esta tesis se aplicaron los criterios de autenticidad descritos en la
introduccién. Se usaron campanas equipadas con luz ultravioleta (UV) para taladrar las muestras
y campanas con luz UV vy flujo laminar para realizar la extraccion y para preparar las PCRs,
junto con todos los procedimientos estandar de esterilizacion (brocas esterilizadas con
ultrasonidos y acido clorhidrico, luz ultravioleta, guantes, trajes y mascarilla). Nunca se ha
trabajado con material moderno de ninguna especie en este laboratorio. Cada 4-5 muestras se
utilizé un blanco de extraccion negativo y en ocasiones también se usaron blancos positivos. Se
amplificaron blancos de PCR en un radio aproximado de 1 a 2 cada 8 muestras. La PCR, la
visualizacion mediante geles de electroforesis, purificacion y secuenciacion de las muestras
positivas se llevdo a cabo en el laboratorio del CNIO, que estd fisicamente separado del
laboratorio de ADNa. Cada secuencia publicada obtenida ha sido secuenciada un minimo de tres
veces a partir de PCRs diferentes, con el objetivo de tener una secuencia idéntica en al menos
tres réplicas de cada muestra. En los casos en los que se encontraron inconsistencias entre
réplicas se amplifico y volvid a enviar a secuenciar la misma muestra a partir de una segunda

extraccion.

El muestreo consiste en una pequeiia perforacion del ejemplar (broca del nimero 6 al 10) con un
taladro (Dremel), para obtener unos 500 mg de polvo de hueso en el caso de los restos de lince.
De los 500 mg, unos 250 mg se utilizan para realizar dos extracciones independientes de ADN y
los otros 250 mg se envian al laboratorio de dataciones radiométricas para realizar los analisis de
C'". El muestreo se realiza con sumo cuidado, descartando la parte mas superficial del hueso o
diente e intentando dafiar lo menos posible a la pieza, evitando taladrar en zonas diagnosticas o
de especial interés. Las muestras de topillo de Cabrera, debido a su pequeiio tamafio, rara vez
pueden ser datadas directamente. Por ello en este trabajo unicamente se han utilizado muestras
cuya edad se conoce por pertenecer a un claro contexto arqueoldgico y/o por dataciones de C'* a

partir de fauna asociada.

Se han documentado fotograficamente todos los restos antes del muestreo. En el caso de los
dientes de topillo de Cabrera las fotografias se realizaron con una cdmara con lupa integrada

(Nikon SMZ800).
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Extraccion del ADN.

Para extraer el ADN de su compartimento celular y aislarlo de las sustancias que pueden inhibir
la PCR, se debe provocar la lisis de las células, la inactivacion de las nucleasas y la separacion
del ADN del resto de componentes celulares y posibles inhibidores presentes en la muestra.
Mediante la purificacion se separa el ADN de los restos de proteinas solubles, otros acidos
nucleicos no deseados, lipidos y carbohidratos de sales (aunque como las muestras antiguas
suelen estar muy degradadas, la mayoria de los componentes celulares ya han desaparecido). De

esta manera podemos separar la extraccion de ADN en dos partes digestion y purificacion.

Digestion: Fase en la que se aplica un tampon (Tabla 1) para provocar la rotura de las células y
liberar el ADN asi como para digerir las sustancias que se quieren eliminar o que impiden aislar
el ADN. El contenido del tampén de digestion dependera del tipo de muestra con la que se

trabaje.

Tabla 1. El tampon de digestion para 10 muestras de entre 150-200 mg de polvo de hueso o diente.

Afadir Concentracion inicial Concentracion final
11.25 ml 0.5M EDTA pH 8.0 0.45M
310 pul 10 mg/ml proteinase K 0.25 mg/ml
950 ul dH,0

El EDTA (Acido etilen diamino tetra acético) es un agente quelante de iones metalicos como
Cat++ y Mg++. La descalcificacion del hueso facilita el proceso de extraccion, ya que el polvo de
hueso es demasiado grueso a escala celular para que haya una eficiente extraccion del ADN. El
ADN tiene una fuerte afinidad por la hidroxiapatita, que debe ser removida para recuperar el
ADN inmerso en ella. Por otra parte, los colorantes contaminantes que tienden a precipitar con el
ADN vy a causar inhibicion de la PCR son eliminados con la descalcificacion. Ademas el EDTA
inhibe la accién de las nucleasas al no haber cofactores libres para su actividad y asi protege al

ADN.
La proteinasa K (PK) se utiliza para degradar e inactivar a las proteinas.
Protocolo de digestion.

1) Anadir de entre 1 a 5 ml de tampdn de digestion a la muestra dependiendo de la cantidad de

polvo a digerir.

2) Agitar e incubar durante 24 horas a 55 °C (méaxima temperatura de accion de la enzima PK).

Purificacion: Fase en la que se aisla el ADN de las otras sustancias. Esta parte de la extraccion se

puede realizar mediante numerosos métodos diferentes, cada uno de los cuales con sus ventajas e
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inconvenientes segin la muestra. Ejemplos: phenol-cloroformo, chelex, columnas de silice, etc.
En esta tesis se utilizo el protocolo modificado de Yang et al., 1998, que usa las columnas de
silice y estd basado en la afinidad de la molécula de ADN por la silice, para extraer ADN de

huesos y dientes.

Protocolo de purificacion.

1) Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min.

2) Anadir el sobrenadante a los tubos centricon microconcentrators (maximo 4 ml) (Amicon

30kD, Millipore) para su filtrado.
3) Centrifugar a 4000 rpm hasta que queden entre 100-150 pl de extracto concentrado.
4) Pipetear el sobrenadante y ponerlo en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

5) Anadir 5/10 veces el volumen del extracto de PB/PN (Quiagen) y mezclar (ej. 500 pl

tampon a 100 pl extracto).

6) Pipetear la mezcla de muestra y PB/PN tampon en un minielute spin column tube

(Quiagen) y centrifugarlo durante 1 min a 8000 rpm.
7) Tirar el liquido filtrado.

8) Repetir pasos 6 y 7 hasta que toda la muestra haya pasado a través del filtro del minielute

spin column tube.

9) Una vez que todo el liquido haya pasado a través de la membrana afiadir 720 ul de PE

tampon (Quiagen) al spin column tube y centrifugar durante 1 min a 11 000 rpm.
10) Desechar el sobrenadante y centrifugar otra vez a 13 000 rpm.
11) Quitar la columna y ponerla en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml sin tapa.

12) Anadir entre 30 a 100 pl de EB tampdn (Quiagen) (poner la columna de silice a 37 °C

durante 15 min) y centrifugar durante 1 min a 14 000 rpm.

13) Pipetear los 30-100 pl de extracto y guardar en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 pl.

Amplificacion por PCR.

En 1986 Kary Mullis desarroll6 la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
revolucionando la biologia molecular. Esta técnica permite producir multiples copias de un
fragmento de ADN previamente elegido gracias a la actividad de las enzimas polimerasas. La
amplificacion de un fragmento de ADN proporciona multiples copias, lo que facilita

enormemente recuperar ADN altamente degradado o que estad presente en muy escasas
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cantidades. La PCR se basa en la propiedad de las enzimas ADN polimerasas de replicar hebras

de ADN a partir de una hebra existente.
Componentes de la reaccion de PCR:
1. El extracto de muestra de ADN purificada que se quiere amplificar.

2. Desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs), que son los componentes de la cadena de ADN
que seran la materia prima para la sintesis por parte de la polimerasa de la nueva cadena de

ADN complementaria a la ya existente.

3. Enzima ADN polimerasa. Normalmente se usa una Taq polimerasa, que es una enzima
ADN polimerasa purificada de la bacteria termofila “Thermus aquaticus™, y por lo que es

estable a altas temperaturas.

4. Un par de oligonucleétidos, que son cada uno de ellos complementarios a una de las dos
hebras de ADN de la region inmediatamente adyacente de la secuencia que se quiere
amplificar. Son secuencias cortas de entre 17 a 25 pb que son reconocidas por la polimerasa

marcando el comienzo de la reaccion. Deben de estar enfrentados y no muy alejados entre si.

5. Iones divalentes, como por ejemplo el Mg, que actuan como cofactores de la ADN
polimerasa. El cloruro de magnesio forma complejos solubles con los desoxirribonucleotidos

para producir un sustrato reconocible por la polimerasa.
6. lones monovalentes por ejemplo el K.

7. PCR buffer es una solucion tampdn que contiene sales que mantienen la mezcla a el pH

adecuando para que actué¢ la ADN polimerasa.

8. Un termociclador que permite calentar y enfriar los tubos con la mezcla de los

componentes anteriores invirtiendo la corriente eléctrica.

La cantidad de cada uno de los productos anteriores dependera del tipo de muestra, los
oligonucledtidos utilizados y el fragmento que queramos amplificar. En cada uno de los articulos

se detallan las cantidades concretas utilizadas en cada experimento.
La Amplificacion del ADN en la PCR se puede dividir en los siguientes pasos:
0. Iniciacion:
Aumento de la temperatura hasta entre 94-96 °C durante 1-15 min. Solo para ADN

polimerasas que requieren activacion por calor.

1. Desnaturalizacion:

Se calienta la muestra a 93-95 °C para la separacion de las dos hebras de ADN.
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2. Alineamiento/ Union al oligonucleotido:

Se necesita que el termociclador baje la temperatura hasta entre 50 y 60 °C durante 20-40
segundos para que el oligonucledtido se pueda unir y alinear a su secuencia complementaria
en el ADN molde. La polimerasa se unira a cada uno de los dos hibridos entre el cebador y la
secuencia de ADN molde y empezard a sintetizar la nueva cadena de ADN. Siendo los

cebadores los limites de la region de la molécula que va a ser amplificada.

3. Extension/Elongacion de la cadena:

En este paso la temperatura debe subir hasta en 68 y 75 °C dependiendo de la polimerasa
utilizada. En este rango de temperaturas es en la cual la polimerasa alcanza su maxima
actividad y contintia la sintesis de los fragmentos de ADN a partir de los cebadores, que ya se
habian alineado. La polimerasa sintetiza una nueva cadena de ADN complementaria a la
hebra molde anadiendo desoxirribonucledtidos complementarios en direccion 5” a 3°. El
tiempo de extension dependerd tanto de la polimerasa como de la longitud del fragmento que

se desea amplificar.

4. Repeticion de los pasos del 1 al 3 n veces.
Se pueden llevar a cabo tantos ciclos como sea necesario. Cada una de las moléculas de ADN
amplificada puede volver a entrar en el proceso y servir como molde para producir mas

copias. Se consigue una amplificacion de 2", siendo 7 el nimero de ciclos de reaccion.

5. Elongacion final:
Esta fase se llevara a cabo a una temperatura de 70 °C durante 5-10 minutos tras el tltimo

ciclo de PCR asegurando asi que cualquier hebra de ADN sea amplificada.

Visualizacion de los productos de PCR y secuenciacion.

Gracias a la electroforesis, un método en el cual se separan los fragmentos de ADN en funcién
de su tamafo, es posible visualizar el fragmento de ADN amplificado en un gel de agarosa.
Mediante esta técnica la mezcla de moléculas de ADN se desplazan por un gel de agarosa
gracias a un campo eléctrico. Las moléculas de ADN (con carga negativa debido a sus grupos
fosfato) son atraidas al polo positivo. Las moléculas mas pequeiias (de menor peso molecular)
migran mas rapido que las grandes a través del gel de agarosa. Cuando los fragmentos se han
separado, como previamente se afiade bromuro de etidio u otro marcador al gel o a los productos
de PCR que se pretenden visualizar, podran ser observados mediante luz UV. Ello porque los
marcadores empleados como el bromuro de etidio (EtBr) son moléculas con afinidad por el ADN

que se intercala entre los pares de bases y que tienen la particularidad de que fluorecen cuando

59



Meétodos

estan unidos al ADN. Al iluminar el gel con luz UV se ven bandas de fluorescencia que
corresponden a moléculas de ADN. Hecho que indica segun la posicion en el gel y con la ayuda

de un marcador sintético el tamafio del fragmento amplificado.

Una vez comprobado mediante la electroforesis que se ha amplificado el fragmento de ADN de
interés, los productos de PCR se purifican con ExoSAP-It (GE Healthcare), siguiendo las
indicaciones del fabricante, y se secuencian en las orientaciones forward y reverse en un
automated DNA sequencer (ABI-3730x1) mediante el Big Dye 3.1 sequencing kit (Applied
Biosystems). Las secuencias fueron editadas Sequencher v.4. (Genes Codes Corporation, Ann
Arbor, MI, USA) y alineadas manualmente usando el software MEGA version 4 y 6 (Tamura et

al., 2007; 2013).

5.3 Muestreo

La tnica manera de distinguir de manera segura, a partir de la morfometria, entre el lince ibérico
y el lince boreal es mediante estudios craneométricos (Hemmer, 1993 a, b; Altuna, 1981). Sin
embargo, en el registro fosil rara vez se encuentran craneos completos de estas especies y el
material mas frecuente son restos postcraneales fragmentados, lo que complica la identificacion
morfométrica a nivel especifico. En esta tesis se pretende verificar si el lince ibérico y el lince
boreal tenian una distribucion geografica mas amplia en el pasado. Para ello se ha realizado un
extenso muestreo de subfosiles y especimenes historicos morfométricamente clasificados como
lince ibérico (Lynx pardinus pardinus), lince boreal (Lynx lynx), Lynx sp. y como el comunmente
llamado lince de las cavernas, citado en la literatura como Lynx spelaeus o Lynx pardinus
spelaeus, procedentes de diferentes yacimientos y de trampas naturales de la peninsula ibérica y
de otras partes de Europa. Los yacimientos muestreados abarcan desde el Pleistoceno Superior

(~50 000 afios BP) hasta hace unos siglos.

Muestras articulo |

Para el estudio de la variabilidad del lince ibérico desde el Pleistoceno Superior a la actualidad se
muestrearon un total de 51 restos clasificados como linces ibéricos de distintos puntos de su
distribucion historica en la peninsula ibérica, abarcando una rango de edades que comprende los

ultimos 50 000 afios.

Muestras articulo 11
Con el objetico de verificar la distribucion histérica del lince ibérico se muestrearon 104 restos

Oseos y dientes pertenecientes a el género Lynx de la peninsula ibérica, Francia e Italia (ver
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informacion suplementaria articulo II). Los restos muestreados estan clasificado con arreglo a su

tamafio como: Lynx lynx, Lynx pardinus, Lynx sp. o Lynx cf. spelaeus.

Muestras articulo 111

Para este articulo se muestrearon un total de 16 restos de lince. Ocho linces de la peninsula
ibérica, de los cuales los restos de la Sima de Serpenteko (un minimo de 3 individuos) en
Navarra y el esqueleto completo de Sima de los Cinchos en Asturias son todos ellos restos
inéditos (Fig. 11). Ambas simas actuaron como una trampa natural. Es de destacar que la Sima
de Cueva de los Cinchos emplazada en la Sierra de Quirds esta localizada en torno a los 2000
metros de altura. El craneo del Pozu'l Lince en la Sierra de Sueve y el esqueleto de la Sima de
Pagolusieta, junto con los restos postcraneales de Rascafio, fueron previamente clasificados
como Lynx lynx basandose en su morfometria (Nores, 1999; Altuna, 1980, 1981). Por ultimo se
muestrearon 8 restos de distintos yacimientos daneses datados en el periodo Atlantico superior

(ver articulo III).

Fig. 11. Coxales muestreados de Serpenteko (Navarra), pertenecientes a 3 individuos diferentes. Craneo Sima de los Cinchos (Asturias) (Foto

realizada por Diego Alvarez Lao).

Muestras articulo 1V

En el caso de lo Microtus el muestreo se realizd intentado abarcar la mayor parte de su
distribucion histdrica, tanto en la peninsula ibérica como en Francia. Las muestras, consistentes
en dientes de Microtus, debido a su reducido tamaiio se digirieron directamente en el tampon de
digestion mientras que los huesos se redujeron a polvo de hueso mediante N2 en un Spex 6700
Freezer Mill, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se muestrearon un total de 70

restos de Microtus cabrerae de edades que van desde el Pleistoceno Superior a la actualidad.
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6. Resultados

6.1. Articulo |

6.1.1 Introduccién articulo |

El lince ibérico (Lynx pardinus) estuvo ampliamente distribuido a lo largo de la peninsula ibérica
hasta principios del siglo pasado. La reduccion de su principal presa, el conejo europeo
(Oryctolagus cuniculus), su persecucion directa junto con la pérdida y la fragmentacion de su
habitat provocd una gran reduccion en sus poblaciones (Rodriguez y Delibes, 2002). En la
actualidad el lince ibérico es el félido méas amenazado del mundo (Nowell y Jackson, 1996) y el
carnivoro con el mayor peligro de extinguirse de Europa (Mallinson, 1978). Los linces actuales
tienen muy poca variabilidad en la region control del ADNmt (Casas-Marce ef al., 2013). Bajos
niveles de diversidad genética han sido observados también en otros carnivoros amenazados
(Valdiosera et al., 2008; O’Brien et al., 1983), lo que suele ser interpretados como el resultado
de la existencia de un cuello de botella en el pasado. Una reduccion drastica en los niveles de
diversidad genética se tiende a relacionar con una reduccion del fitness de la poblacion, lo que

puede llevar a la inviabilidad de la especie a largo plazo (Frankham, 2005).

En este estudio se han obtenido secuencias de la region control del ADNmt de restos de linces
desde el Pleistoceno Superior hasta época reciente. Se ha partido de 3 hipdtesis para averiguar

cudndo tuvo lugar la reduccion de la variabilidad genética en el lince ibérico.

1. La pérdida de diversidad genética se produjo durante los ultimos siglos coincidiendo y a
consecuencia del drastico declive poblacional provocado por las causas antropogénicas
anteriormente citadas (descenso de las poblaciones de conejos, destruccion de habitat,

caza, venenos, etc.).

2. La reduccion de diversidad genética en el lince se remonta a un hipotético cuello de
botella durante la transicion entre el Pleistoceno y el Holoceno coincidente con el LGM,
al igual que con numerosas especies amenazadas en la actualidad, como el oso pardo
ibérico o el guepardo.

3. O, por el contrario, la diversidad del ADNmt fue siempre baja desde el Pleistoceno

Superior a la actualidad.

., . 14 . .
Para comprobar estas hipotesis se muestrearon y dataron por C restos de lince ibérico de

diferentes puntos de la peninsula ibérica con un rango de edades que abarca desde el Pleistoceno
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Superior (las muestras de Valdegoba han sido indirectamente datadas por radiocarbono en restos
asociados en 48 400 + 3300 afios BP sin calibrar (Dalén et al., 2012)) a la actualidad. Asimismo
se obtuvo una secuencia homologa de 183 pb de 19 individuos, muestreados a lo largo de gran
parte de la peninsula ibérica y con edades comprendidas entre los ultimos 50 000 afios. Todas las
secuencias obtenidas presentan el mismo haplotipo que se encuentra fijado en los linces actuales,
indicando una uniformidad genética en la region control del ADNmt desde al menos mediados
del Pleistoceno Superior. Estos resultados contrastan con los obtenidos para otros grandes
mamiferos, los cuales generalmente presentan mayores niveles de diversidad genética en el
pasado que en la actualidad, produciéndose esta reduccion a lo largo de los ultimos siglos por la
accion de cuellos de botella historicos (Wandeler et al., 2007) o durante la transicion del

Pleistoceno al Holoceno debido a reemplazos de poblaciones (Hofreiter y Barnes, 2010).

La cantidad de variacidon genética en una poblacion en equilibrio en una region del genoma
neutra viene determinada por la tasa de mutacion en el locus en cuestion y por el tamafio efectivo
de poblacion (Ne). Para examinar qué combinacion de tasa de mutacion y Ne a largo plazo es
compatible con la diversidad observada en la region control del ADNmt (asumiendo que es una
region neutra) en los linces modernos y antiguos, se llevo a cabo una serie de simulaciones de
coalescencia (Anderson ef al., 2005). Se analiz6 también el tamafio de hembras reproductoras de
lince a largo plazo en el intervalo entre dos tasas de mutacion: una conservadora, calibrada en
base a la divergencia entre el lince ibérico y el boreal y otra més acorde con lo observado en
otros félidos, calculada a partir de una serie cronoldgica de muestras de leon de las cavernas y
asumiendo un reloj molecular dependiente del tiempo. La primera de 5.57% (95% HPD = 2.44-
9.68%) por mda y la segunda de 26% por mda para la region control analizada en este estudio.
La falta de variacion se explica por un relativamente bajo Ne (con un maximo de 8100-278 Ne
de hembras segln se utilice la primera o la segunda tasa de mutacion) a lo largo de los ultimos
50 000 afios. Hay que tener en cuenta que si bien las estimaciones varian segun la especie el Ne
(de machos y hembras), se considera aproximadamente 1/10 del censo total (Frankham, 1995).
Las estimaciones acerca del Ne de hembras de linces deben tomarse con cautela debido a la
incertidumbre a la hora de estimar la tasa de mutacion para la region estudiada y al escaso
nimero de muestras del Pleistoceno analizadas. Sin embargo, si asumimos que las secuencias
obtenidas son representativas de la variabilidad de los linces en el pasado y teniendo en cuenta la
tasa de mutacion estimada para otros carnivoros, el tamafio de la poblacion de linces seria

reducido a lo largo de los ultimos 50 000 afios.
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Abstract

Low genetic diversity in the endangered Iberian lynx, including lack of mitochondrial
control region variation, is thought to result from historical or Pleistocene/Holocene
population bottlenecks, and to indicate poor long-term viability. We find no variability
in control region sequences from 19 Iberian lynx remains from across the Iberian
Peninsula and spanning the last 50 000 years. This is best explained by continuously
small female effective population size through time. We conclude that low genetic
variability in the Iberian lynx is not in itself a threat to long-term viability, and so should
not preclude conservation efforts.
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split between the genus Lynx, the ocelot (Leopardus par-

Introduction dalis) and puma (Puma concolor) is estimated to have
The Iberian lynx, Lynx pardinus (Temminck 1827), classi- occurred approximately 8.0-6.7 Ma Br (Johnson et al.
fied as a Critically Endangered species (IUCN 2010), is 2006). The geographical origin of the lynx lineage is
the most endangered carnivore in Europe (Mallinson uncertain. Palaeontological evidence points towards an
1978) as well as the most threatened of the 36 extant African origin according to Werdelin (1981) whereas
species of the family Felidae (Nowell & Jackson 1996). other authors suggest a North American origin (MacF-
The genus Lynx comprises three additional species: the adden & Galiano 1981; Martin 1989). Moreover, phylog-
bobcat (L. rufus), the Canadian lynx, (L. canadensis) and eographic evidence has been interpreted as supporting
the Eurasian lynx (L. lynx). All major felid lineages were a North American origin for the lynx lineage based on
established within a relatively short time period the fact that the most basal members of this group (L.
spanning 10.8-6.2 Myr before present (Ma Br), and the rufus and L. canadensis) have an American distribution

(Johnson & O’Brien 1997; Johnson et al. 2006). It has
been suggested that at approximately 1.6-1.2 Ma the

'Ricardo Rodriguez and Oscar Ramirez contributed equally to . .
ancestors of the Eurasian and Iberian lynxes expanded

this work.
Correspondence: Ricardo Rodriguez, Fax: + 34 91 822 28 55; across the Bering land bridge to Eurasia (Johnson et al.
E-mail: ricardo_eyre@yahoo.es 2006).
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The Iberian Iynx is thought to have been endemic to
the Iberian Peninsula during most of the late Quater-
nary, where it has co-existed with its preferred prey
species, the European rabbit (Oryctolagus cuniculus)
(Branco et al. 2002; Lépez-Martinez 2008). Although
there are records of Iberian lynxes (the subspecies Lynx
pardinus spelaeus, Boule 1910) in southern France during
the Late Pleistocene (Kurtén & Granqvist 1987), there is
no evidence of Lynx pardinus outside the Iberian Penin-
sula during the last glacial maximum (LGM) (Sommer
& Benecke 2005). The postglacial occurrence of Lynx
pardinus in France is not fully clear, although some Ibe-
rian lynx remains have been reported in France from
the Holocene until the Iron Age (Vigne 1986, 1996; Vig-
ne & Pascal 2003).

During the Late Glacial (16 950-11 550 BP), and per-
haps even during the Holocene, the Iberian and Eurasian
lynxes were sympatric in northern Iberia and France (Alt-
una 1980, 1981; Vigne & Pascal 2003; Sommer & Benecke
2005). One possible scenario that is consistent with the
fossil record is that during the coldest periods, such as
the LGM, the Eurasian Iynx occupied the north of Iberia
whereas the Iberian lynx would contract in range
towards the south as a consequence of cold and unfa-
vourable conditions, as well as interspecific competition
from the Eurasian lynx. Conversely, during warm peri-
ods, the Iberian lynx would expand its distribution
towards western, southern and central France.

The Iberian lynx was widely distributed throughout
the Iberian Peninsula until about 100 years ago (Graells
1897). However, at the beginning of the twentieth cen-
tury, it became rare in the north of the Iberian Penin-
sula (Cabrera 1914). Furthermore, although the main
reduction in range and population size began 100 years
ago, the Iberian lynx has gone through an even more
dramatic decrease in population size during the last
50 years (Rodriguez & Delibes 1992, 2002). The decline
of its main prey species, the European rabbit, and the
loss and fragmentation of its habitat are thought to be
the main reasons for this severe recent reduction (Rod-
riguez & Delibes 1992, 2002). During the 1980s the pop-
ulation size was estimated at 1000-1200 lynxes
distributed in 48 patches and 9 populations in the
southwest of the Iberian Peninsula (Rodriguez & Deli-
bes 1992). According to Guzman et al. 2004; the Iberian
lynx currently persists in only two isolated populations,
Anddgjar-Cardena in Eastern Sierra Morena with an esti-
mated population size of 60-110 individuals and Dofi-
ana with 24-33 individuals. However, its presence has
also been reported in other areas of central Spain (Alda
et al. 2008) and the latest census in 2010 reports a total
of 73 individuals in Dofana, with 20 territorial females
and 172 in Sierra Morena, with 43 territorial females
(http:/ /www lifelince.org).
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The mitochondrial DNA (mtDNA) control region is
the most variable region of the mitochondrial genome
(Aquadro & Greenberg 1983; Hoelzel & Dover 1991;
Brown et al. 1993; Lopez et al. 1997). However, genetic
analyses have shown that extant Iberian lynx popula-
tions display very low control region variability, with
only one haplotype observed throughout its current dis-
tribution (Johnson et al. 2004). One additional control
region haplotype, differing by one mutation from the
major haplotype, has been observed in museum speci-
mens from Huelva in the Western Sierra Morena (John-
son et al. 2004), but appears to have been lost when the
lynx became locally extinct in the Western Sierra More-
na. Low levels of genetic variation have been observed
in many other endangered carnivores that have gone
through recent or historical bottlenecks in population
size, e.g. brown bears (Ursus arctos; Valdiosera et al.
2008), African cheetah (Acinonyx jubatus; O’Brien et al.
1983), the lions of the Ngorongoro crater (Panthera leo;
Packer et al. 1991) and the Florida panther (Puma concol-
or coryi; Roelke et al. 1993). From a conservation per-
spective, the amount of genetic diversity in a
population is expected to have a strong impact on its
future survival (Frankham 2002, 2005). When isolated
populations become critically small they may become
prone to inbreeding depression. A population with low
genetic variability may also be at risk of having a
reduced capacity to adapt to changing environments,
thereby reducing the long-term fitness of the population
(Keller et al. 1994; Frankham et al. 2002; Frankham &
Kingslover 2004). All of these factors apply to some
extent to the populations of Iberian lynx. During the
last decades, considerable conservation efforts have
been conducted to avoid further loss of genetic diver-
sity in the Iberian lynx populations from Dofiana and
Sierra Morena. The two existing populations of Iberian
lynx are managed as a single unit. In 2007,/2008, the
first translocation of a male from Sierra Morena to Dofi-
ana was made in order to alleviate its low genetic
diversity and to avoid a decrease in population size
within the Dofiana population (Ruiz et al. 2009).

In order to investigate when the decline in mtDNA
control region diversity originated in the Iberian lynx,
we have analysed control region sequences retrieved
from a series of subfossil remains obtained from differ-
ent geographic locations within the Iberian Peninsula,
spanning a time range of approximately the last
50 000 years. Three hypotheses were tested: (i) mtDNA
control region variability decreased as a consequence of
the severe bottleneck that occurred 50 years ago, (ii)
variation was lost much earlier, for example during a
bottleneck coinciding with the Pleistocene/Holocene
transition, or (iii) mtDNA variability has been low
throughout the last 50 000 years.
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Materials and methods

Samples and DNA extraction

A total of 51 Iberian lynx (bone and teeth) remains were
collected from different localities in Spain, spanning a
time range from the Late Pleistocene to the twentieth
century (see Fig. 1 and Table 1). Specimens were sam-
pled by grinding into powder using a multitool drill
(DREMEL), and 150 mg of this bone/tooth powder was
used for DNA extraction using both solvent and silica
binding approaches (Yang et al. 1998; Leonard et al.
2000). A 183 bp fragment of the mitochondrial control
region was targeted using two non-overlapping primer
pairs for samples 4-19 and for samples 1-3 the same
fragment was targeted using four non-overlapping pri-
mer pairs (Table 2). All samples that were successfully
sequenced were radiocarbon dated using accelerator
mass spectrometry (BETA Analytic Limited, London),
except for those from recent specimens, where approxi-
mate sampling date was available, and samples from
Valdegoba, whose age was determined from radiocar-
bon dates at the University of Oxford obtained from
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associated remains (Table 1). For consistency, all radio-
carbon dates were recalibrated using the ‘Bchron’
library (Haslett & Parnell 2008; Parnell et al. 2008)
within the statistical package “R” (URL: http://
www.R-project.org/) and the IntCal09 calibration curve
(Reimer et al. 2009).

In order to minimise the risk of contamination, the
samples were divided in three different laboratories for
extraction and amplification. Individuals 1-3 were
extracted and sequenced at the Institute of Evolutionary
Biology (CSIC-UPF), Barcelona (Spain), Individuals 4-15
at the Centro Mixto (ISCIII-UCM) de Evolucién y Com-
portamiento Humanos in Madrid (Spain), and individu-
als 16-19 at the Center for Geogenetics in Copenhagen
(Denmark). DNA amplification was performed in a
25 pL reaction consisting of 1x PCR buffer (Naxo /Qia-
gen), 1 mM MgCl, (Naxo/Qiagen), 0.8 pg/uL of bovine
serum albumin (BSA) (Sigma), 0.2 mM dNTPs (Sigma),
0.2 uM of each primer and 4 Units of HotStarTaq DNA
Polymerase (Naxo/Qiagen) and 3 pL of DNA extract.
Cycling conditions were as follows: a 15 min activation
step at 95 °C, followed by 54 cycles of 30 s at 94 °C,
30s at 54 °C, 30 s at 72 °C, with a final extension of

# @ Historical
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Il Pleistocene

S

= :
.

- z‘(

e

Fig. 1 Geographic locations of sites where samples were successfully amplified and sequenced. The map was generated using GMT
software (http://gmt.soest.hawaii.edu/) and the ETOPO1 one arc-minute global relief model (Amante & Eakins 2009).
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10 min at 72 °C. Sequences were edited with Sequen-
cher v.4.7 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI,
USA) and manually aligned using the software MEGA
version 4 (Tamura et al. 2007). Pleistocene and Holo-
cene samples were sequenced at least three times from
three different PCR products in order to obtain a con-
sensus sequence, the historical ones were sequenced
two times from different PCR products (Krause et al.
2006). From the 19 samples analysed, only Pefia del
Moro V1374, Cova del Toll 9276 and Villaluenga showed
sequence inconsistencies likely caused by PCR misincor-
poration (C/T changes). However, these errors could be
resolved by applying a majority rule consensus approach
on the three replicates. The damage does not appear to
correlate with specimen age since several of the oldest
specimens showed no evidence of damage after three
replicates. However, no historical samples (<200 years
old) showed any evidence of damage. Generally, high
presence of damage in a sequence data set would tend to
overestimate diversity levels (Axelsson et al. 2008),
which is something we did not detect in our study.

Mutation rate estimates and coalescence simulations

A mutation rate was estimated using the program
BEAST (Drummond & Rambaut 2007) for the fragment
of the control region analysed in this study. This was
done using as calibrating point the date of split between
the Eurasian lynx and the Iberian lynx; estimated to be
1.18 (95% CI = 0.7-1.98) (Ma BpP) (Johnson et al. 2006).
Two different analyses were performed, one assuming
a demographic model of constant population size and
the other a Bayesian Skyline Plot. For both analyses 10°
permutations were performed with 25% burn in and
using a strict clock model. Estimates of the mean rate
and 95% highest posterior densities (HPD) were done
using two approaches, one with a prior uniform distri-
bution (interval 0.7-1.98 Ma) and the other with the ini-
tial value of 1.18 Ma and with a normal distribution
adjusting the values so the 95% intervals of the distri-
bution fit with the divergence time intervals.

To examine which combinations of mutation rate and
long-term population size are compatible with the
observed diversity in the ancient and modern mtDNA
control region sequences generated, serial coalescent
simulations were performed using the software Bayes-
ian Serial SimCoal (Excoffier et al. 2000; Anderson et al.
2005) and assuming a constant female effective popula-
tion size. We considered two datasets; the first consist-
ing of the 19 sequences reported here and the second
consisting of those 19 sequences plus the 26 sequences
reported by Johnson et al. (2004). Consequently, two
sets of coalescent simulations were performed to gener-
ate homologous datasets consisting of either 19 or 45
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Table 2 Primer sequences and product sizes for control region amplicons obtained from samples analysed in this study
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Product

Reference

Region

size (bp)

Sample

Sequence (5-3")

Primer Name

This paper/(Palomares
et al. 2002)

Control region

134

4-19

GTGCTTGCCCAGTATGTC/ TACATGCTTAATATTCATGGGATT

CR2F/DL5R

This paper/This paper

Control region

114

GTGCTTGCCCAGTATGTC/ GTGGGTTGGTAGTTGATAGG 1-3
1-3

CR2F/LynxR1
LynxF2/DL5R

This paper/(Palomares
et al. 2002)

Control region

92

TAAAAACCCCCTATCACCATG/ TACATGCTTAATATTCATGGGATT

(Hellborg et al. 2002)/

Control region

133

4-19

TAGTGCTTAATCGTGCATTATA/ CCGGAGCGAGAAGAGGTACA

LI2F/CR2b_R

(Palomares et al. 2002)

(Hellborg et al. 2002)/ This paper

(Hellborg et al. 2002)/

Control region

95
86

1-3

TAGTGCTTAATCGTGCATTATA/ TTTCTCGAGACCAGGTGACT

LI2F/LynxR168434

Control region

1-3

GGACCTCAATTATCCAGAGGAAG/ CCGGAGCGAGAAGAGGTACA

Lynx16831F/CR2b_R

(Palomares et al. 2002)

Sample numbers are indicated in Table 1
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sequences. For each dataset, 10 000 iterations were per-
formed for each combination of 41 assumed effective
female population sizes (N ranging from 10-10 000,
and 64 assumed mutation rates (p) ranging from 0.1 to
30% per million years, giving a total of 26 240 000 sim-
ulations for each dataset. Sequences of 183 bp were
evolved on coalescent trees assuming a transition bias
of 0.96296 and a continuous gamma distribution of
mutation rates among sites, of parameter 0.35.
Sequences were sampled (either N = 19 or N = 45) from
each coalescent simulation according to the ages or age
ranges (in generations, rounded to the nearest genera-
tion) presented in Table 1. A generation time of 4 years
was assumed (O’Grady et al. 2008) and when the age of
a sample was provided as a range, or a 95% confidence
interval for calibrated radiocarbon dates, sampling
times from the coalescent simulation were picked from
a uniform distribution bracketed by that range. All ages
or age ranges (both historical and radiocarbon) were
calculated as before 2011 AD. For the two lynx samples
from Valdegoba (Valdegoba87 and Valdegoba89) the
radiocarbon dates were out of range for reliable calibra-
tion. However, the palaeontological age for these speci-
mens has been estimated to be between 75 000 and
90 000 years (Quam ef al. 2001). As a conservative mea-
sure, we therefore assumed an age range for these sam-
ples of between 44 621 (the lower bound of the
calibrated radiocarbon date in years before 2011 Ap)
and 90 000 years (or 11 155-22 500 generations). The
proportion of iterations for each combination of N¢¢ and
p that generated diversities equal to, or less than those
observed were then collated and plotted as an image
using the statistical package ‘R’ (http://www.r-pro-
ject.org). For simulations considering only the 19
sequences presented here, we calculated the proportion
of iterations for each combination of N and p that gener-
ated a mean pairwise difference (MPD) equal to zero. For
simulations considering the 19 sequences presented here
plus the 26 sequences from Johnson et al. (2004), we cal-
culated the proportion of iterations for each combination
of N¢f and p that generated a MPD equal to or less than
0.0869. This is the MPD of the combined sample of the 19
sequences presented here plus the 26 sequences from
Johnson et al. (2004), and is the expected MPD for a sam-
ple of 45 sequences where only two are variant, both at
the same single site. Execution of Bayesian Serial SimCoal
was controlled and simulation results were harvested
using scripts written in the programming language
Python (http:/ /www.python.org).

Results and discussion

We successfully amplified and sequenced DNA from 19
individuals (Table 1). A total of 183 bp was recovered

© 2011 Blackwell Publishing Ltd



from the control region, corresponding to position num-
bers 16 392-16 483 and 16 783-16 873 (nucleotide num-
bers from the reference domestic cat sequence; Lopez
et al. 1996). Only one haplotype was detected for all 19
samples. This haplotype corresponds to the one present
in the contemporary populations.

At equilibrium the amount of genetic variation in a
population is determined by the mutation rate and the
effective population size. Low levels of genetic variation
are often attributed to historical declines in population
size due to past climatic and environmental changes, or
human-related activities such as over-exploitation or
habitat fragmentation (Bouzat et al. 1998; Leonard et al.
2005; Nystrom et al. 2006). However, the analysis of
modern and historical museum samples from the Morro
Bay Kangaroo (Dipodomys heermanni morroensis) showed
that low levels of genetic diversity were present in this
species prior to its recent decline in population size (Ma-
tocq & Villablanca 2001). Similarly, a lack of mitochon-
drial control region diversity pre-dating a twentieth
century bottleneck samples has been observed in Scandi-
navian wolverines (Gulo gulo), and it has been suggested
that such a long-term low mtDNA diversity could be the
result of postglacial founder events (Walker et al. 2001).

Our results indicate a lack of mtDNA control region
diversity through time, with the same haplotype being
observed in our sample over at least the last
50,000 years. This result is in stark contrast to previous

Probability of getting variation equal to or less than that observed
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ancient DNA studies on other extant mammals, which
generally seem to have had higher levels of genetic var-
iation during the Late Pleistocene than at present (e.g.
Barnes et al. 2002; Shapiro et al. 2004; Dalén et al. 2007;
Leonard et al. 2007; Valdiosera et al. 2007, 2008; Cam-
pos et al. 2010; Hofreiter & Barnes 2010). However, our
results are based on only four samples of Pleistocene
age. Thus, a more extensive sampling would be needed
to further confirm the lack of genetic variability found
in Pleistocene populations of Iberian lynx. Moreover,
future studies of ancient DNA could be focused on
other parts of the mitochondrial genome (e.g. the ATP-8
and cytochrome b genes), where some variability has
been observed in the contemporary population (Johnson
et al. 2004; Alda et al. 2008). Nevertheless, the fact that
Pleistocene and living lynxes share the same control
region haplotype supports the hypothesis that the
ancient genetic diversity of the Iberian lynx was extre-
mely low.

The Iberian lynx displays some of the lowest levels of
mtDNA diversity among felids (Johnson et al. 2004).
The results presented here strongly indicate that the
low mtDNA diversity in the extant populations was not
caused by the observed demographic decline in the last
50 years or the hypothesised bottleneck at the Pleisto-
cene/Holocene transition. Instead, the lack of diversity
over the last 50 000 years suggests an unusually low
mutation rate in the mtDNA control region or a contin-

Fig. 2 Probabilities of observing a mean
pairwise difference equal to or less than
that detected in the 183 bp of Iberian
lynx sequences reported in this study
(GenBank accession numbers JN122007—
JN122008) and Johnson et al.(2004),
under different combinations of long-
term constant female population size
(Nep) and mutation rate (i, in % per mil-
lion years). The lower thick dashed line
indicates the estimated mutation rate for
Iberian lynx (thin dashed lines are 95%
HPDs), based on the split between L. lyn-
x and L. pardinus and assuming a con-
stant molecular clock. The upper dashed
line shows a mutation rate estimated
from a serially sampled cave lion dataset,
assuming a time-dependency of the
molecular clock (Ersmark E, Orlando L,
Barnett R, Barnes I, Stuart A, Lister A,
Dalén L (unpublished).
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uously low N through time (Fig. 2; Fig. S1, Support-
ing information). The different approaches to estimate
the control region mutation rate using fossil calibration
based on the split between the Eurasian and Iberian
lynx gave similar results, with an average rate estimate
of 5.57% (95% HPD = 2.44-9.68%) per million years.
This rate seems to be lower than that reported for other
mammals (Shapiro et al. 2004; Saarma et al. 2007).
However, mutation rates of other lynx species do not
seem lower than in other felids (e.g. Johnson & O’Brien
1997). It should be noted that the rate reported here
was estimated using fossil calibration, and thus might
not accurately reflect the intra-specific mutation rate,
which may be much higher (Ho et al. 2011). Obtaining
a correct estimate of the intra-specific mutation rate is
important to evaluate the outcome of the simulation
presented in this study. The lack of variation found in
the Iberian lynx precludes the possibility to estimate the
intra-specific mutation rate using internal calibration of
the molecular clock (Drummond et al. 2002). However, a
recent mutation rate estimate for cave lions (Panthera spe-
laea) obtained through internal tip-calibration yielded an
estimate of 26% per million years for the control region
(Ersmark E, Orlando L, Barnett R, Barnes I, Stuart A,
Lister A, Dalén L (unpublished).). Some caution needs to
be exercised when comparing mutation rates of lions and
lynxes, given the differences in body size and generation
time between the two taxa (Bromham & Penny 2003).
Nonetheless, the cave lion study provides an indication
that the mutation rate in felids may be higher than previ-
ously thought (Barnett et al. 2009; Ho et al. 2011).

Taking these mutation rate estimates into consider-
ation, the results from the simulations suggest that the
long-term N has been relatively low in the Iberian
lynx throughout the last 50 000 years. With a conserva-
tive estimate of the mutation rate, without controlling
for time dependency of the molecular clock (Ho et al.
2005), the simulations suggest a long-term N of less
than 8100 females (Fig. 2). The higher mutation rate
estimate, based on the cave lion internally-calibrated
rate, would on the other hand correspond to a maxi-
mum long-term N of 278 females (Fig. 2). Given the
uncertainties in the current data set, both due to the
small Pleistocene sample size and the difficulty in esti-
mating a reliable mutation rate, it is difficult to provide
a more exact assessment of the past effective population
size. However, assuming that our sequence data is rep-
resentative of the lynx’s past diversity and taking into
account the mutation rates estimated in other mammals,
it seems likely that the effective population size has
been comparatively small for several tens of thousands
of years.

The Iberian lynx is endemic to the Iberian Peninsula,
and seems to have been so throughout most of the spe-
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cies” history. The distribution and abundance of the Ibe-
rian lynx depends on the presence of its main prey, the
European rabbit, which was also present in Iberia dur-
ing the last glacial maximum (Branco et al. 2002; Rodri-
guez & Delibes 2002). The inferred small N¢ may thus
be a consequence of both the species” endemism as well
as its staple prey species dependence. The lack of
observed mtDNA genetic diversity over at least 50 000
years indicates that it is not in itself a threat, nor is it a
proxy for a threat to the long-term viability of the
Iberian lynx. However, the geographic range and the
population size have collapsed in recent decades, and
today the Iberian lynx only persists in some small areas
in central and southern Spain. While it is difficult to
assess at what point loss of autosomal genetic variation
will preclude long-term viability, we argue that the lack
of modern mtDNA variation should not impede conser-
vation activities.
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been deposited in GenBank under accession numbers
JN122007-JN122008. Details regarding individual samples are
available in Table 1.
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Additional supporting information may be found in the online
version of this article.

Fig. S1 Probabilities of observing no variation in the nineteen
date-stamped samples of 183bp sequence reported in this
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study under different combinations of long-term constant
female population size (N¢) and mutation rate (in % per mil-
lion years). The lower thick dashed line indicates the estimated
mutation rate for Iberian lynx (thin dashed lines are 95%
HPDs), based on the split between L. lynx and L. pardinus and
assuming a constant molecular clock. The upper dashed line
shows a mutation rate estimated from a serially sampled cave
lion dataset, assuming a timedependency of the molecular
clock (Ersmark E, Orlando L, Barnett R, Barnes I, Stuart A,
Lister A, Dalén L, unpublished).

Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for the content
or functionality of any supporting information supplied by the
authors. Any queries (other than missing material) should be
directed to the corresponding author for the article.
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Fig. $1 Probabilities of observing no variation in the nineteen date-stamped samples
of 183bp sequence reported in this study under different combinations of long-term
constant female population size (Ne¢) and mutation rate (u, in % per million years).
The lower thick dashed line indicates the estimated mutation rate for Iberian lynx
(thin dashed lines are 95% HPDs), based on the split between L. lynx and L.
pardinus and assuming a constant molecular clock. The upper dashed line shows a
mutation rate estimated from a serially sampled cave lion dataset, assuming a time-
dependency of the molecular clock (Ersmark et al. in prep.).
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Resultados

6.1.3 Conclusiones articulo |

La ausencia de diversidad genética en los tltimos 50 000 afos solo se puede explicar, bien por
un tamafio poblacional pequefio a lo largo del tiempo, bien por una tasa de mutacion
inusualmente baja. Las simulaciones indican que, incluso asumiendo una tasa de mutacion

conservadora, el tamafo de la poblacion de linces seria relativamente bajo.

La distribucion y abundancia del lince ibérico depende de la presencia de su principal presa el
conejo europeo, el cual también estaba presente en la peninsula durante el LGM (Rodriguez y
Delibes, 2002; Branco et al., 2002). El bajo tamafio poblacional inferido podria ser consecuencia
tanto del cardcter endémico de la especie como de su gran dependencia por el conejo europeo.
Los resultados de este trabajo apoyan la hipdtesis de que el tamafio poblacional de los linces
siempre fue relativamente bajo. Sin embargo, el tamafio de la poblacion de linces en el pasado
estaria muy por encima del censo actual e, incluso, serian superiores a los tamafios poblacionales

previos al declive observado durante los ultimos siglos.

Los bajos niveles de diversidad genética en la region control del ADNmt observados durante los
ultimos 50 000 anos sugieren que la baja diversidad genética en esta parte del genoma no es, en
si misma, una amenaza para la supervivencia a largo plazo de la especie. Ahora bien estos
resultados no excluyen que la pérdida de diversidad genética, como consecuencia del dréstico
cuello de botella ocurrido en los tltimos siglos en regiones del genoma que afectan a su fitness,

si tenga repercusion en la viabilidad de esta especie.

6.2. Articulo 11

6.2.1 Introduccion articulo 11

La dificultad de una identificacion a nivel de especie con arreglo a criterios morfométricos a
partir de material postcraneal del género Lynx hace que potencialmente se pueda incurrir en
errores de identificacion. En este trabajo se ha analizado un total de 335 pb de las partes mas
variables de la region control y del citocromo b (ADNmt) en una serie de restos de lince. Estos
restos morfométricamente clasificados como Lynx pardinus, Lynx lynx, Lynx sp., ademas de
como una especie extinta comunmente denominada lince de las cavernas (Lynx cf. spelaeus)
provienen de diferentes yacimientos de Espaiia, Italia y Francia. Las muestras analizadas abarcan

un rango de edades que va desde el Pleistoceno Superior a la actualidad. El objetivo de este
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Resultados

trabajo era conocer si restos de lince ibérico fuera de la peninsula ibérica se han podido
confundir con el lince boreal y si, por tanto, tuvo un rango de distribucién mayor en el pasado.
Ademas se intentaba aportar informacion acerca de los restos del Pleistoceno Superior

clasificados como Lynx cf. spelaeus.

Los resultados obtenidos muestran claramente que los restos de lince clasificados a partir de su
gran tamafio como Lynx cf. spelaeus e incluso como Lynx lynx del yacimiento italiano de Arene
Candide (norte de Italia) se agrupan, fuera de toda duda, dentro del linaje de los linces ibérico de
la peninsula ibérica (Lynx pardinus pardinus). De manera similar, restos franceses y del norte de
Espana clasificados como Lynx sp., sin especificar la especie, pertenecen en base a su ADNmt al
linaje ibérico. Gracias a las dataciones por C'* se ha podido constatar que ambas especies de
lince palearticos, el ibérico y el boreal, cohabitaron durante el Pleistoceno Superior en Arene

Candide.
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1. Introduction

The Iberian lynx, Lynx pardinus pardinus (Temminck 1827), is
one of the few large carnivores that still survive in Europe. It is
considered the most threatened species of the family Felidae
(Nowell and Jackson, 1996) and has been listed as critically en-
dangered since 2002 (IUCN, 2012). This species is believed to be
endemic to the Iberian Peninsula. It is in this region where it has
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survived as a specialist species adapted to Mediterranean scrubland
habitat and to its main prey species, the European rabbit (Orycto-
lagus cuniculus) (Delibes, 1980; Palomares et al., 2000, 2001;
Palomares, 2001; Gil-Sanchez et al., 2006). During the last 200
years the Iberian lynx has suffered a drastic decrease in population
size as well as in range distribution (Rodriguez and Delibes, 1992,
2002; Gil-Sanchez and McCain, 2011). Currently, the only two
resident populations inhabit in southern Spain, Donana and Sierra
Morena (Fig. 1). The latest census in 2013 reports a total of 332
individuals in Andalucia (http://www.iberlince.eu). In the light of
forecast climate change, research on wildlife conservation strate-
gies has explored the possibility of establishing programmes of
human assisted colonisation (Griffith et al., 1989; Thomas, 2011).
These programmes aim to introduce (or re-introduce) individuals
of climate-threatened populations to locations that are predicted to
be more favourable in the longer-term future (Thomas, 2011;
Fordham et al., 2013).
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I:I Lynx pardinus present distribution
A Holocene Lynx pardinus

A Holocene Lynx lynx

. Pleistocene Lynx pardinus

@ Pleistocene Lynx lynx

SR st SRR, o [

Grotta dell
Madonna

Fig. 1. Geographic location of sampled sites. The yellow areas represent the extant Iberian lynx populations (http://www.iberlince.eu). Circles and triangles show the geographic
location of sampled sites in which positive DNA results allowed for the genetic identification of the lynx remains. The red and blue triangles represent Holocene fossil remains that
were genetically identified as Lynx pardinus pardinus and Lynx lynx, respectively; the red and blue circles represent Pleistocene lynx remains genetically identified as Lynx pardinus
pardinus and Lynx lynx, respectively. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

There is not a clear record of Iberian lynx (L. pardinus pardinus)
outside the Iberian Peninsula during the Last Glacial Maximum
(LGM) at approximately 23,000—16,000 BP (Sommer and Benecke,
2006; Sommer and Nadachowski, 2006). However, there are a few
Iberian lynx (L. pardinus pardinus) remains in southern France
during the Holocene until the Iron Age (Guilaine et al., 1986; Vigne,
1996; Vigne and Pascal, 2003). The larger Eurasian lynx (Lynx lynx),
on the other hand, is present in most parts of the Eurasian conti-
nent. The genetic and ecological differentiation between both
Palaearctic lynx species is well documented (Beltran et al., 1996;
Ferrer and Negro, 2004; Johnson et al., 2004, 2006). Interestingly,
most of the Late Pleistocene lynx remains found in France that have
not been classified as Eurasian lynx have been attributed to the
extinct “cave lynx” (Lynx pardinus spelaeus Boule, 1910) which has
an intermediate size between the Eurasian lynx and the extant
Iberian lynx (Boule, 1906, 1910; Boule and Villeneuve, 1927; Kurtén
and Granqvist, 1987). There is a general agreement that this Late
Pleistocene L. pardinus spelaeus is an Iberian lynx subspecies (Boule,
1906, 1910; Boule and Villeneuve, 1927; Werdelin, 1981; Kurtén and
Granqvist, 1987). However, it is often found in the literature that
Late Pleistocene lynx remains from southern Europe are referred to
only as Lynx spelaea resulting in confusion about the specific
taxonomic position of these Late Pleistocene fossils assemblages
(e.g. Bonifay, 1971, 1978; Cassoli and Tagliacozzo, 1994; Grayson,
1994, 1998; Valensi, 1994; Blasco, 1997; Valensi and Psathi, 2004).
There are, however, a few exceptions where Late Pleistocene lynx
remains have been classified as Iberian lynx (L. pardinus pardinus)
in France (Bonifay, 1971, 1978) and Lynx cf. pardinus in Italy (e.g.
Tagliacozzo and Cassoli, 1993).

Given the presence of Iberian lynx in southern France during the
Holocene, and the potential misidentification between Lynx sp. in
France and Italy, it is possible that the Iberian lynx, currently
endemic to the Iberian Peninsula, had a wider geographical dis-
tribution in the past.

The cytochrome b and the control region in the mitochondrial
DNA (mtDNA) are the preferred genetic markers in most population
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genetics and phylogeographic studies. The cytochrome b gene is
favoured for species identification because it generally shows a
high degree of congruence with the taxonomical boundaries be-
tween different species (Johns and Avise, 1998; Avise and Walker,
1999). Moreover, it is conservative enough to clarify deep phylo-
genetic relationships. The control region is generally the marker of
choice to determine genetic variation at a population level given its
high mutation rate (Aquadro and Greenberg, 1983; Hoelzel and
Dover, 1991; Brown et al., 1993; Lopez et al., 1997).

In this study we analyse the most variable regions of the cyto-
chrome b and the control region in the mtDNA on a set of Lynx sp.
remains from different sites and chronologies in Spain, Italy, and
southern France. By genetically profiling these remains we attempt
to investigate whether the Iberian lynx has been misidentified with
the Eurasian lynx and therefore had a wider distribution in the past.
The remains analysed here have been classified as Iberian lynx
(L. pardinus pardinus), Lynx cf. spelaea, Lynx sp. and/or Eurasian lynx
(L. lynx) (see Table 1) based on morphological features and/or body
size (Tagliacozzo and Cassoli, 1993; Cassoli and Tagliacozzo, 1994).

2. Methods
2.1. Samples and DNA extraction

One hundred and four samples (bone and tooth) were collected
from different localities of Spain, Italy and France spanning a time
range from the Late Pleistocene to recent times (see Table 1 and
Table S1 and S2). Specimens were sampled by grinding into powder
using a multitool drill (Dremel). Samples of approximately 150 mg
of powder were used for DNA extraction using silica-binding ap-
proaches (Yang et al., 1998). All the pre amplification steps were
performed at the ancient DNA lab in the Centro Mixto (ISCIII-UCM)
de Evolucién y Comportamiento Humanos in Madrid (Spain). A
183 bp of the mitochondrial control region and 152 bp fragment of
the cytochrome b gene were targeted using six non-overlapping
primer pairs (Table S3). Two repetitive sequences (RS2) and (RS3)
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Table 1

Sample information and GenBank accession numbers of individuals with successful ancient DNA sequencing and published samples used in the Minimum Spanning Networks.
Samples that were not generated in this study are indicated with the appropriate reference. Dates are provided as calibrated radiocarbon dates of the material (see Table S1 for
direct radiocarbon dates and laboratory codes), year of specimen collection or archaeological context.

Network haplotypes

or reference  classification

Fig. 2A control Fig. 2B  Fig. 2C

Sample code Morphometrical Molecular
classification

Accession numbers:
control region/
cytochrome b

Site Archaeological
date/Radiocarbon
calibrated age 2s BP

region and conAtrol cytochrome b prob % BP/Year
cytochrome b region . .
specimen collection
9 6 8 CdR8501 Lynx lynx Lynx lynx Coulet des Roches 8171—-8000 KJ210010/KJ210014
(France) 95.4%
CdR5548 Lynx lynx Lynx lynx Coulet des Roches 7564—-7431
(France) 95.4%
7 4 8 GMP6 Lynx sp. Lynx lynx Grotta della Madonna  Epigravettian KJ210012/KJ210014
(Italy)
6 3 8 GMP7 Lynx sp. Lynx lynx Grotta della Madonna  12,896—12,697 KJ210011/KJ210014
(Italy) 95.4%
AC6 Lynx lynx Lynx lynx Arene Candide (Italy) 18,351—17,986
95.4%
8 5 10 AC19 Lynx lynx Lynx lynx Arene Candide (Italy) 27,708—27,298 KJ210013/KJ210015
95.4%
AC14 Lynx lynx Lynx lynx Arene Candide (Italy) 27,618—27,165
95.4%
Arene 10484 Lynx lynx Lynx lynx Arene Candide (Italy)  27,556—27,100
95.4%
5 1 4 Arene 10485 Lynx lynx Lynx pardinus Arene Candide (Italy)  25,170—24,480 JN122007,
95.4% JN122008/KJ210016
AC17 Lynx lynx Lynx pardinus Arene Candide (Italy)  24,958—24,305
95.4%
AC18 Lynx lynx Lynx pardinus Arene Candide (Italy)  25,192—24,499
95.4%
Axlulna Lynx sp. Lynx pardinus Axlor (Vizcaya, Spain)  Mousterian
4 2 4 AC12 Lynx cf. spelaea  Lynx pardinus Arene Candide (Italy)  Gravettian KJ210009/K]J210016
AC4 Lynx cf. spelaea  Lynx pardinus Arene Candide (Italy)  18,770—18,475
95.4%
2 1 1 Cabias Lynx sp. Lynx pardinus Grotte Cabias 3867—3697 JN122007,
(Lirac, Gard, France) 95.4% JN122008/K]J210017
Yebenes3AR  Lynx pardinus Lynx pardinus Los Yébenes Year of specimen
(Toledo, Spain) collection 1860—2000
Donana4AR  Lynx pardinus Lynx pardinus Donana (Sevilla, Spain) Year of specimen
collection 1860—2000
Chaves Lynx pardinus Lynx pardinus Chaves (Huesca, Spain) 6960—6748
95.4%
1 1 5 Valdegoba87 Lynx pardinus Lynx pardinus Valdegoba Indirect Age (uncal. JN122007,
(Burgos, Spain) BP) 48,400 + 3300* JN122008/KJ210019
3 1 6 Valdegoba89 Lynx pardinus Lynx pardinus Valdegoba Indirect Age (uncal. JN122007,
(Burgos, Spain) BP) 48400 + 3300* JN122008/KJ210018
NA 1 NA Casas-Marce NA Lynx pardinus Donana and Sierra Modern KF561247/NA
et al., 2013 Morena (Spain)
NA 1 NA Rodriguez NA Lynx pardinus Iberian Peninsula Ancient JN122007, JN122008/NA
et al., 2011
6,9-20 3,5-26 8,9 Rueness NA Lynx lynx See ref Modern EU818842—EU818889/
et al, 2014 EU818890—EU818893
NA NA 8,7 Johnson NA Lynx lynx See ref Modern NA/AY499324—AY499327
1 et al., 2004 NA Lynx pardinus Iberian Peninsula Modern NA/AY499320—AY499323
NA NA 1-3 Alda NA Lynx pardinus Iberian Peninsula Modern NA/EU588715—EU588719
et al.,, 2008
NA NA 1 Fernandes NA Lynx pardinus Iberian Peninsula Modern NA/EF689047—EF689048
et al,, 2008
NA NA 8 Masuda NA Lynx lynx See ref Modern NA/D28902
et al, 1994

2 Samples from Valdegoba cave was determined from radiocarbon dates at University of Oxford obtained from an associated bone sample.

in the Eurasian lynx control region were excluded from this study
due to its high rate of heteroplasmy (Hoelzel et al., 1994; Hellborg
et al., 2002; Sindicic et al., 2012).

All samples that were successfully sequenced were radiocarbon
dated using accelerator mass spectrometry (Beta Analytic, Miami
Florida) with the following exceptions; samples Valdegoba87 and
Valdegoba89 whose age was determined from radiocarbon dates
obtained from associated material (Quam et al., 2001), samples
AC12, GMP6 and Axlulna were dated by archaeological context
(Cassoli and Tagliacozzo, 1994; Baldedén, 1999) and finally for

samples Yebenes3AR and Donana4AR we estimated an approxi-
mate age (Rodriguez et al., 2011) (Table 1 and Table S1). Radio-
carbon dates were calibrated using the OxCal 4.2 software (Bronk
Ramsey, 2009) and the INTCAL13 calibration curve (Reimer et al.,
2013).

2.2. PCR amplifications

DNA amplification was performed in a 25 pul reaction consisting
of 1x PCR buffer (Invitrogen), 1 mM MgSO4 (Invitrogen), 0.8 pg/ul of
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bovine serum albumin (BSA) (Sigma), 0.2 mM dNTPs (Sigma),
0.2 uM of each primer, 0.5 U of High Fidelity Platinum Taq (Invi-
trogen) and 2 ul of DNA extract. Cycling conditions were as follows:
a 2 min activation step at 94 °C, followed by 54 cycles of 30 s at
94 °C, 30 s at 54 °C, 30 s at 68 °C, with a final extension of 7 min at
68 °C. Amplicons were purified using ExoSAP-It (GE Healthcare)
following the manufacturer's instructions and directly sequenced
in forward and reverse orientations on an automated DNA
sequencer (ABI-3730xl) using the Big Dye 3.1 sequencing kit
(Applied Biosystems). Sequences were edited with Sequencher
v.4.7 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) and manually
aligned using the software MEGA version 6 (Tamura et al., 2013).

2.3. Validation of DNA results

All samples were sequenced at least three times for each frag-
ment from three different PCR products in order to obtain a
consensus sequence based on a minimum of three identical repli-
cates. In samples where we found sequence inconsistencies among
the three replicates, likely caused by PCR misincorporation or
damage due to DNA degradation, an additional extraction and
amplification was performed and sequenced in order to obtain a
majority rule consensus approach. One negative extraction control
as well as one negative PCR control (no DNA extract) was used for
every four samples in each reaction. It is important to mention, that
no Eurasian lynx have previously been handled in our ancient DNA
facilities, moreover, DNA fragments of any lynx species of the cy-
tochrome b have never been amplified in this lab.

The presence of nuclear pseudogenes (NUMTs) in ancient se-
quences cannot be discarded due to the low copy number of nuclear
DNA in ancient samples (Den Tex et al., 2010). However, consistency
among the different replicas of each fragment per individual and
the absence of multiple bands in the electrophoresis gels in each of
our PCR products, combined with the use of species specific
primers designed to amplify targeted mtDNA sequences of the
Iberian and/or Eurasian lynx (Table S3), increases the probability of
avoiding NUMTs (Den Tex et al., 2010). Moreover, the Iberian lynx
DNA sequences of the cytochrome b were translated and showed no
evidence of frame shift mutations, mutations causing an inappro-
priate stop codon or mutations resulting in non-synonymous
amino acid substitutions. Altogether, our data fulfils most of the
criteria required to discard the presence of NUMTs in ancient se-
quences proposed by Den Tex et al. (2010).

2.4. Minimum-spanning network

Three minimum-spanning networks (MSN) based on pairwise
differences among haplotypes were constructed with three
different data sets using Arlequin software (ver 3.1) (Fig. 2, Table 1)
(Excoffier et al., 2005). The first data set consisted of concatenated
control region and cytochrome b ancient sequences (324 bp)
generated in this study and previously published (Rodriguez et al.,
2011), in addition to Eurasian lynx modern sequences available in
the Genbank (Fig. 2A, Table 1). Modern Iberian lynx sequences are
not included in this data set because the ones publically available
did not cover the regions of interest, both for the control region and
cytochrome b for the same individual. For the second data set we
used only control region sequences (179 bp) from this study and
previously published ones (Rodriguez et al., 2011), together with
modern Iberian and Eurasian lynx sequences available in the
Genbank (Fig. 2B, Table 1). Finally, in the last dataset we used only
cytochrome b sequences (140 bp) generated in this study and
modern sequences available in the Genbank (Fig. 2C, Table 1). Ge-
netic species differentiation of Eurasian and Iberian lynx was esti-
mated using the first dataset (Table 1, Fig. 2A) by calculating a
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fixation index (Fst) wherein the significance was tested over 90,000
permutations using Arlequin software (ver 3.1) (Excoffier et al.,
2005).

3. Results

From a total of one hundred and four samples analysed in this
study, we obtained 20 samples from nine different sites (see Fig. 1)
that yielded the complete targeted mitochondrial DNA sequence,
which involved 335 bp of total length, comprising two fragments of
the control region and two fragments of the cytochrome b
(Table S3). These 20 samples were included for downstream anal-
ysis and for species identification (Table 1, Fig. 2). We were able to
identify genetically these 20 individuals that had previously been
classified as Iberian lynx (L. pardinus pardinus), Lynx cf. spelaea,
Eurasian lynx (L. lynx), or Lynx sp. based on morphometric analysis.
No DNA was detected in any of the extraction and PCR negative
controls. The remaining 84 samples were discarded given that they
failed to produce amplifiable DNA for all four fragments used in this
study (Table S2). Samples (P5953-RS-458-158 and 458f-158-RS)
from L'Abri Soman (Italy) and (GMP1) from Grotta della Madonna
(Italy) were identified as Eurasian lynx after a blast search (e-value:
1e~34 indent: 97%) based on one single fragment of the control
region and one of the cytochrome b. Similarly, sample (Rad.-
d.UIILD4 Linx linx) from Urratxa (Vizcaya, Spain) was identified as
Iberian lynx based on two fragments of the control region. How-
ever, these results were replicated only one time as they failed to
yield positive results for the remaining fragments and were not
included in the analysis (Table S2).

We consistently observed in the three minimum spanning
networks a clear haplotype distribution forming two distant
groups. The first group comprises all modern and ancient Eurasian
lynx individuals whereas the second one comprises the modern
and ancient Iberian lynx (Table 1, Fig. 2). Interestingly, samples
Arene 10485, AC17, AC18 (Arene Candide, Northern Italy) and
Cabias (Southern France) previously classified as Eurasian lynx and
Lynx sp. cluster within the Iberian lynx lineage (Table 1, Fig. 2).
Moreover, the samples (AC12 and AC4) classified as Lynx cf. spelaea
fell also within the Iberian lynx lineage (Table 1, Fig. 2). In addition,
we identified six Iberian lynx from different sites (Axlor, Los
Yébenes, Donana, Chaves, Valdegoba) of the Iberian Peninsula and
eight Eurasian lynx from France and Italy (Coulet des Roches, Grotta
della Madonna, Arene Candide) (Fig. 1). These samples span a time
range from the Late Pleistocene to recent times (Table 1).

We observed a significant differentiation (Fst = 0.93506,
P = 0.005) when testing for genetic distance between the samples
that were genetically identified as Iberian lynx and the ones iden-
tified as Eurasian lynx.

For the Iberian lynx only one new mitochondrial control region
haplotype was found in samples AC4 and AC12 (accession number
KJ210009) differing by one transition from the unique mitochon-
drial control region haplotype that has been fixed in the Iberian
Peninsula lynx population during the last 50,000 years (accession
number JN122007—]N122008) (Rodriguez et al., 2011). It is unlikely
that this transition was due to DNA damage given that it was pre-
sent in all four independent PCR amplifications made from different
extracts. In the cytochrome b region analysed in this study for the
Iberian lynx, we found three novel haplotypes in addition to one
already available in the Genbank (accession number KJ210017). One
haplotype corresponds to samples Axlulna, Arene 10485, AC12,
AC4, AC17 and AC18 (accession number KJ210016), the second one
to sample Valdegoba89 (accession number KJ210018) and a third
haplotype to Valdegoba87 (accession number KJ210019). All poly-
morphic sites in these four haplotypes resulted in synonymous
amino acid substitutions.
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control region and cytochrome b

control region

*—0

cytochrome b

Fig. 2. Minimum Spanning Network. Haplotype distribution of European and Iberian lynx samples is depicted in this network where colour shows genetic identification of the
species. Blue: modern Lynx lynx, green: ancient Lynx lynx (this study), yellow: modern Lynx pardinus pardinus from Spain, orange: ancient Lynx pardinus pardinus from Spain (this
study and previously published) and red: ancient Lynx pardinus pardinus samples from France and Italy (this study). Missing haplotypes are shown with a black dot. Refer to Table 1
for haplotype and sample identification. A. Control region and cytochrome b concatenated sequences (324 bp). B. Control region sequences (179 bp). C. Cytochrome b sequences

(140 bp).

4. Discussion

The molecular identification of five Late Pleistocene lynx re-
mains from Arene Candide (northern Italy) (Arene 10485, AC12,
AC4, AC17, and AC18) as Iberian lynx (L. pardinus pardinus) and
dated between 24,820 + 350 cal BP to 18,620 + 150 cal BP, is to our
knowledge, the first clear evidence of this species in Italy using a
genetic approach. These lynx remains were previously assigned to
the species Eurasian lynx (L. lynx) or Lynx cf. spelaea because their
size exceeds the range of modern and Late Pleistocene Iberian lynx
(L. pardinus pardinus) (Table 1, Fig. 3) (Cassoli and Tagliacozzo,
1994). It is interesting to note, that some of these lynx remains
(AC17, AC18 and Arene 10485) have an even larger body size than
the average of L. pardinus spelaeus (Fig. 3) (Cassoli and Tagliacozzo,
1994). Similarly we identified as Iberian lynx one Holocene spec-
imen (Cabias) previously assigned to Lynx sp. from Cabias cave in
southern France and radiocarbon dated to 3780 + 90 cal BP (Fig. 3,
Table 1).

Regardless, their body size we confirm the presence of the
Iberian endemic species L. pardinus pardinus in southern France and
northern Italy during the Holocene and Late Pleistocene. This
conclusion is based on the position of the Italian and French sam-
ples within the Iberian lynx lineage, the consistency of two highly
divergent groups (Iberian and Eurasian) throughout our three
Minimum Spanning Networks (Fig. 2) and the high Fst value be-
tween the two groups. This high fixation index value corroborates
the clear differentiation observed between the two European lynx

species in our haplotype networks (Fig. 2) (Beltran et al., 1996;
Johnson et al., 2004, 2006). The evident genetic distance confirms
that samples Arene 10485, AC12, AC4, AC17, AC18 from Italy and
Cabias in France correspond to the Iberian lynx lineage. We find no
support for a subspecies classification of these fossils as they share
the same haplotype or differ only by one transition from modern
and ancient Iberian lynx (L. pardinus pardinus) from Iberia (Fig. 2,
Table 1). Our results suggest that during the Late Pleistocene the
Iberian lynx occupied a wider distribution area and that the dif-
ference in body size could be the result of a higher morphological
variation within species, rather than subspecies differentiation.
Different studies have shown that some lynx species can modify
their size in order to adapt to different biotic and abiotic factors. For
example, the widely distributed bobcat (Lynx rufus) shows a sig-
nificant geographic variation in body size due to different envi-
ronmental conditions: in colder environments, at high latitudes
and high elevations bobcats are larger (Wiggington and Dobson,
1999). On the other hand the Canada lynx (Lynx canadensis) body
size is inversely related to population density (Yom-Tov et al.,
2007). Other felids like the American puma (Puma concolor) also
show significant geographic variability in body size with pumas
with larger size occurring more distant from the Equator. This body
size variability is attributed to differences in latitude and food
habits (Iriarte et al., 1990; Gay et al., 1996). The large size observed
in the Arene Candide Iberian lynx from Italy may be explained by
the intra-specific size plasticity of some felids. There is no evidence
that Late Pleistocene Iberian lynx outside Iberia might have had a
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Axluina

Fig. 3. Lynx fossil remains analysed from the sites of Arene Candide (Italy), Axlor (Spain) and Cabias (France). Samples AC18, AC17 and Arene 10485 (Arene Candide) genetically
identified in this study as Lynx pardinus pardinus were morphometrically classified as Lynx lynx given the larger body size when compared to Lynx pardinus spelaeus (Cassoli and
Tagliacozzo, 1994). Samples AC19, AC14, Arene 10484 and AC6 (Arene Candide) were morphometrically classified as Lynx lynx (Cassoli and Tagliacozzo, 1994) and this was confirmed
through genetic identification in this study. Samples AC4 and AC12 (Arene Candide) classified as Lynx cf. spelaea (Cassoli and Tagliacozzo, 1994) and Axlulna (Axlor) and Cabias
classified as Lynx sp. were genetically identified as Lynx pardinus pardinus in this study. The 4 cm scale refers only to samples to the left of (and including) AC4, all others are with

respect to the 2 cm scale. See also Table 1 for other details.

different diet than modern Iberian lynx (see below). Therefore, we
suggest that the variation in body size are the result of adaptation to
different environments, in this case, possibly to colder environ-
ments associated to the LGM period according to the radiocarbon
dates obtained from these lynx fossils (Table 1). During this period
of time, this geographic region would have a colder climate than the
temperate conditions in the Iberian Peninsula. However, further
studies and a more extensive sampling in France and other regions
are required to test this hypothesis.

Surprisingly for the Iberian lynx we found more variability in
the cytochrome b than in the usually more diverse control region.
This variability had already been observed in previous studies (Alda
et al,, 2008). However, it is in contrast with the lack of diversity
found by Casas-Marce et al. (2013) in extant populations. In order to
verify the authenticity of this variation, we confirmed that each
polymorphism found in this study for the cytochrome b resulted in
synonymous amino acid substitutions. Moreover, these results
were replicated over three times from independent DNA extracts.
We suggest further studies to explain the observed higher vari-
ability in the cytochrome b.

A stable and durable coexistence of two sister species with
different ecological requirements in the same area it is not a
common phenomenon in nature. However, an overlap in their
distribution areas is frequent and it is not uncommon to observe
sporadic episodes of hybridisation (Schwartz et al., 2004). In this
study we confirm through ancient DNA analysis and direct radio-
carbon dating that both Palaearctic lynx species were present in
Arene Candide (north Italy) during the Late Pleistocene (Cardini,
1947; Cassoli and Tagliacozzo, 1994). The four Iberian lynx sam-
ples from Arene Candide analysed here were radiocarbon dated
between 18,622 + 147 and 24,845 + 346 cal BP and the four
Eurasian lynx samples between 18,168 + 182 and 27,503 + 205 cal
BP (Fig. 4, Table 1). Surprisingly the Eurasian lynx AC6 has been
dated to 18,168 + 182 cal BP and was found in the same strati-
graphic level (P2) than the Iberian lynx sample AC12. These data
suggest a potential coexistence between both lynx species in Arene
Candide during the LGM (Fig. 4) (Cardini, 1947; Cassoli and
Tagliacozzo, 1994). The remaining lynx specimens from Arene
Candide were not included in this study in order to preserve the
specimens or because they failed to give positive results (Table S2).

The potential coexistence of both lynx species in North Italy
provides an alternative interpretation of the Arene Candide Iberian
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lynx fossils presenting a larger body size than current and ancient
Iberian lynx from Iberia. Since mtDNA is maternally inherited, these
few individuals with an Iberian lineage could potentially represent
hybrids. The Iberian lynx genetically identified in Arene Candide
are to our knowledge the most eastern evidence of the species
distribution and it is known that hybridisation is more likely to
occur at the range edge where two different species can form
contact zones. This scenario would not be unprecedented since a
similar case has been reported for the bobcat and the Canada lynx
in America (Schwartz et al., 2004). Hybridisation, however, can only
be tested with ancient nuclear DNA studies. Due to the age and
preservation of the samples it is difficult to know to what extent it
is achievable to recover informative DNA to test for hybridisation.
Nonetheless, improved DNA extractions for ancient DNA (Dabey
et al, 2013) combined with Next Generation Sequencing tech-
niques opens up the possibility to test this in the future. Alterna-
tively, the use of microsatellites has successfully been applied to
detect hybridisation in extant lynx species (Schwartz et al., 2004)
and a similar approach has also been applied to extinct species
through ancient DNA techniques (Allentoft et al., 2011).

The earliest specimen of Iberian lynx at Arene Candide, genet-
ically identified in this study, was found in the same level (P9)
(Fig. 4) in which its main prey species, the European rabbit
(0. cuniculus), appeared for first time (Cassoli and Tagliacozzo,
1994). It is interesting to note that these two commonly
described as Mediterranean temperate species are present in Arene
Candide during a period of maximum cold in a non-analogue
Mediterranean environment. It is therefore likely that this area
(northern Italy and south-east France) as other central European
areas served as glacial refugia for both the European rabbit and the
Iberian lynx as it has been suggested for other temperate species
(Deffontaine et al., 2005; Sommer and Nadachowski, 2006;
Valdiosera et al.,, 2007; for a review see; Schmitt and Varga,
2012). The palaeontological records suggest that the Late Pleisto-
cene distribution of the Iberian lynx extended as far as the Euro-
pean rabbit did (Bonifay, 1978; Kurtén and Granqvist, 1987,
Tagliacozzo and Cassoli, 1993; Cassoli and Tagliacozzo, 1994;
Valensi, 1994; Callou, 1995, 2002; Fiore et al., 2004; Valensi and
Psathi, 2004; Lopez-Martinez, 2008; Tagliacozzo et al., 2011). Dur-
ing warmer periods, the expansion of Mediterranean vegetation
favoured the European rabbit to occupy areas as far as southern-
central France and Italy (Callou, 1995, 2002; Lépez-Martinez,
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Fig. 4. Calibrated radiocarbon dates and stratigraphic levels of lynx bones from Arene Candide. In red, Lynx pardinus pardinus samples and in blue Lynx lynx samples. * This sample
dates to the Gravettian period according to archaeological context. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)

2008) potentially allowing the Iberian lynx to track its prey
following the same paths. The presence of the European rabbit in
most of the sites in which the Iberian lynx was found e.g. Gabasa,
Arene Candide, Valdegoba, Terrasses de la Riera dels Canyars
(Cassoli and Tagliacozzo, 1994; Blasco, 1997; Quam et al., 2001;
Rosado-Méndez et al., 2014) support the hypothesis that the cur-
rent Iberian lynx dependence on the European rabbit (Delibes,
1980; Palomares, 2001; Palomares et al., 2001; Gil-Sanchez et al.,
2006) started at least in the Late Pleistocene. The Iberian lynx
could have reached as far as south Italy (personal comm. Taglia-
cozzo), but genetic analysis of lynx remains from this area have
failed to yield positive DNA results in this study. To further confirm
this, more individuals from this area should be genetically profiled
by using more novel and improved DNA extraction methods (Dabey
et al.,, 2013).

The survival of Iberian lynx, now restricted to the Iberian
Peninsula, would be the result of a long contraction process that
began by the end of the Late Pleistocene and continued throughout
the Holocene. A possible explanation for the range contraction of
the Iberian lynx from the Italian Peninsula and southern France to
Iberia is that this species has been contracting following the
extinction of the European rabbit (Callou, 2002, 1995; Loépez-
Martinez, 2008), in addition to, interspecific resource and habitat
competition with the Eurasian lynx. The sporadic presence of Ibe-
rian lynx during the Holocene in France could be the result of
punctual expansion events from the Iberian Peninsula or, alterna-
tively, the last remnant Iberian lynx population that survived
beyond the Pyrenees.

Ancient DNA has proven to be a powerful tool in the fields of
conservation and evolutionary biology as it allows the direct
reconstruction of a species history without the need for extrapo-
lation from present day data to understand past events (Hofreiter,
2008; Leonard, 2008). For example, the study of extinct pop-
ulations can reveal that two apparent isolated populations were
connected in the past (Goldstein and DeSalle, 2003) and therefore,

translocation of individuals or mixing of populations through
captive breeding can occur to alleviate a population's low levels of
genetic diversity (e.g. the common European hamster, Cricetus
cricetus) (Smulders et al., 2003). The impact of climate change on a
species and its response to it will provide useful information on its
behavioural patterns and this can be used to predict the species
response to present and future climate changes (Dalén et al., 2007).

Conservation strategies, such as re-introduction programs, are
more likely to succeed if the historic distribution of an endangered
species is taken into account (Frankham et al., 2002). Ancient DNA
studies provide a unique source of information about a species' past
distribution and boundaries that cannot be identified in the fossil
record through a morphological approach (Cooper et al., 1996;
Shepherd and Lambert, 2008). Delineating the past geographic
distribution of a species has important consequences for conser-
vation strategies as it can reveal additional suitable habitats for
potential re-introduction. Having multiple populations will
decrease the overall impact of catastrophic events (e.g. droughts,
floods, diseases), which is crucial for the long-term survival of the
species. Some authors have suggested than in a matter of decades,
the current habitat of the Iberian lynx will no longer be suitable for
the species due to climate change. It is argued that this will occur at
a rate beyond its capacity to adapt and disperse to more favourable
habitats with viable prey carrying capacity to sustain a lynx pop-
ulation (Fordham et al., 2013). It is for this reason, that it is argued
that increasing the dispersal capacity of endangered species will
possibly be the most efficient climate adaptation strategy for
conservationist to control extinction rates (Thomas, 2011). In Spain,
lynx from captive breeding programmes are already being rein-
troduced to its past historical range (Vargas et al., 2008). This study
demonstrates that the Iberian lynx geographic distribution
extended to regions of southern France and as far as northern Italy
during the Pleistocene and Holocene. Thus, reintroduction of Ibe-
rian lynx into these or other areas could be a possible conservation
strategy in the long term, provided that there is suitable habitat in
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these areas and the presence of sufficient and sustainable pop-
ulations of European rabbits, the Iberian lynx's main prey species.
However, the plausibility of such a strategy would need thorough
consideration by specialists in the area of wild life conservation
management.

5. Conclusion

Our results show a temporal overlapping between both Palae-
arctic lynx species in Arene Candide (Italy) during the Late Pleis-
tocene and, genetically, confirm that the species Iberian lynx,
originally suggested to be endemic to the Iberian Peninsula, had a
larger geographical range during the Pleistocene and the Holocene
(Van den Brink, 1970, 1971, 1973).

Molecular methods applied to palaeontology have significant
implications for understanding and reconstructing a species' his-
tory. In the last three years, for the Iberian lynx alone, ancient DNA
analyses have demonstrated firstly that the extremely low levels of
mitochondrial genetic diversity of this felid are not the main cause
of endangerment for this species (as previously thought), as it has
been demonstrated that they have carried these low levels of ge-
netic diversity for at least 50,000 years (Rodriguez et al., 2011).
Secondly, ancient DNA analysis in the present study demonstrates
the misidentification of the species (based on morphology or due to
taxonomic uncertainties), revealing that in the past it had a larger
range distribution and that the endemism of the Iberian lynx to
Iberia is only a recent phenomenon.
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Table S1. List of samples that yielded positive results including the original collection number or excavation code, the uncalibrated BETA

Calibrated age 2s
. prob % the dates
Collection n° or Morphon}etrlcal ; were calibrated I B.P) BETA Measured Archaeological age or indirect C14 lab Yea_r g
Code - species Site . BETA Conventional . N specimen
excavation code " using the OxCal 4.2 . radiocarbon date datation numbers 5
classification Radiocarbon Age collection
sofware and the
INTCAL13
Grotte Cabias
Cabias Collection Lynxsp. Grotte Cabias (Lirac, Gard, | 3457 3697 95 49, 3510+ 30 BP 3420 + 30 BP NA Beta - 347619 NA
museum, right France)
humerus
CdR8501 CdR8501 Lynx lynx Coulet des Roches (France) 8171-8000 95.4% 7260 + 40 BP 7170 £ 40 BP NA Beta - 330095 NA
CdR5548 CdR5548 Lynx lynx Coulet des Roches (France) 7564-7431 95.4% 6590 + 30 BP 6480 + 30 BP NA Beta - 330094 NA
AC19 P13 Lynx lynx Arene Candide (ltaly) 27708-27298 95.4% 23240 + 110 BP 23140 £ 110 BP NA Beta - 347617 NA
Grotta della Madonna de . .
GMP6 GMP6 Lynx sp. Praia a Mare (ltaly) NA NA NA Epigravettian NA NA
GMP7 GMP7 Lynxsp. Grotta della Madonna de | 496 19597 9549, | 10910 +50 BP 10810 50 BP NA Beta - 349954 NA
Praia a Mare (ltaly)
AC14 P43 Lynx lynx Arene Candide (Italy) 27618-27165 95.4% 23090 + 110 BP 23000 + 110 BP NA Beta - 349962 NA
Arene 10484 P31 Lynx lynx Arene Candide (Italy) 27556-27100 95.4% 23010 + 110 BP 22910 £ 110 BP NA Beta - 330093 NA
AC4 P15 Lynx cf. spelaea Arene Candide (Italy) 18770-18475 95.4% 15350 + 60 BP 15270 + 60 BP NA Beta - 347615 NA
AC6 P2 Lynx lynx Arene Candide (ltaly) 18351-17986 95.4% 14960 + 50 BP 14870 + 50 BP NA Beta - 376426 NA
AC12 P16 Lynx cf. spelaea Arene Candide (ltaly) NA NA NA Gravettian NA NA
AC17 P26 Lynx lynx Arene Candide (Italy) 24958-24305 95.4% 20450 + 80 BP 20350 + 80 BP NA Beta - 349963 NA
AC18 P26 Lynx lynx Arene Candide (Italy) 25192-24499 95.4% 20630 + 90 BP 20530 + 90 BP NA Beta - 347616 NA
Axlulna Ax7D.60.130.125 Lynx sp. Axlor (Vizcaya, Spain) NA NA NA Mousterian NA NA
Valdegoba87 Vb87-rev-sup Lynx pardinus Valdegoba (Burgos, Spain) NA NA NA 48400 + 3300* Age (uncal. BP) OxA-21970 NA
Valdegoba89 Vb89K13 Lynx pardinus Valdegoba (Burgos, Spain) NA NA NA 48400 + 3300* Age (uncal. BP) OxA-21970 NA
Yebenes3AR | Aranzadi 326.3 Lynx pardinus | Los Yébenes (Toledo, Spain) NA NA NA Historical sample NA 1860-2000
Dofiana4AR Aranzadi 326.2 Lynx pardinus Dofiana (Sevilla, Spain) NA NA NA Historical sample NA 1860-2000
Chaves CH92 14C-1A85 Lynx pardinus Chaves (Huesca, Spain) 6960-6748 95.4% 6020 + 40 BP 5930 + 40 BP NA Beta - 261610 NA
Arene 10485 P28 Lynx lynx Arene Candide (ltaly) 25170-24480 95.4% 20610 + 90 BP 20510 £ 90 BP NA Beta - 325047 NA
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Table S2. List of samples that failed to yield positive results for all four DNA fragments analysed in this study

including the original collection

Collection N°/ Exacavation code

Morphometrical species classification

Site

MR. 4. 01. 716 EXPosicion (lince 3)

Lynx pardinus spelaeus

Aven de la Terranc. Aiguize (Gard) (France)

M19-10 1 EXPosicion (lince 4)

Lynx pardinus spelaeus

La’"Adaouste (France)

MR4.04.585 Vallesquine

Lynx pardinus spelaeus

Vallesquine (France)

MR4.04.584 Vallesquine

Lynx pardinus spelaeus

Vallesquine (France)

MR4.04.583 Vallesquine

Lynx pardinus spelaeus

Vallesquine (France)

Auz2.C. 903129 Auziéres 2. Concha 8

Lynx pardinus spelaeus

Les Auziéres (Méthamis, Vaucluse, France)

Montferrand (Saint-Mathieu de Tréviers,
Hérault)

Lynx pardinus spelaeus

Montferrand (France)

Aubais left humerus

Lynx pardinus spelaeus

Aubais (France)

Aven de Vaugrand (Saint-Médiers, Gard)

Lynx sp.

Vaugrand (France)

Baume Longue (Dions, Gard) MR 4.

Lynx pardinus spelaeus

Baume (France)

002.420
10260 M4 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
14231 TM Lynx lynx Grotta della Madonna (Italy)
P17 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
P17 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
P26 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
P15 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
P12 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
P18 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
LIVS P4 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
P21 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
S12 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
P47 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
P25 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
MES LIV4 Lynx lynx Arene Candide (Italy)
AC21 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
AC22 Lynx sp. Arene Candide (Italy)
P5953-RS-458-158 Lynx sp. L'Abri Soman (Italy)
458£-158-RS Lynx lynx L'Abri Soman (Italy)
RS 4611 151 Lynx lynx L'Abri Soman (Italy)
RS458 158 P5952 Lynx lynx L'Abri Soman (Italy)
SB13239 534 P5916 Lynx lynx Grotta Maggiore di San Bemandino (Italy)
P6375 Lynx lynx Grotta di Fumane (Italy)
P6374 Lynx lynx Grotta di Fumane (Italy)
RF72 116¢ Lynx lynx Grotta di Fumane (Italy)
RF92 Lynx lynx Grotta di Fumane (Italy)
FB7 P1133 Lynx sp. Grotta del Fossellone (Italy)
P2722 Lynx sp. Grotta Romanelli (Italy)
GMP1 Lynx lynx Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
GMP2 Lynx lynx Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
GMP3 Lynx lynx Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
GMP4 Lynx sp. Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
GMP5 Lynx sp. Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
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Collection N°/ Exacavation code

Morphometrical species classification

Site

GMPS8 Lynx sp. Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
GMP9 Lynx sp. Grotta della Madonna de Praia a Mare (Italy)
S.9L.II1.12.1339 Linx Linx Lynx lynx Santimamiiie (Vizcaya, Spain)
S.9L III Linx Linx Lynx lynx Santimamine (Vizcaya, Spain)
Fal. 1* S.IV Linx Linx Lynx lynx Santimamine (Vizcaya, Spain)
Mt.IV i. S.VIII Linx Linx Lynx Iynx Santimamine (Vizcaya, Spain)
Fragmentos de canino Lynx lynx Santimamiile (Vizcaya, Spain)
8.111.490 Lynx pardinus Bolinkoba (Vizcaya, Spain)
B.V Mli lynx Lynx pardinus Bolinkoba (Vizcaya, Spain)

Rad.d. UIIL D4 Linx linx Lynx lynx Urratxa III (Vizcaya, Spain)
P.118.2540 Lynx pardinus Polvorin (Vizcaya, Spain)
Lek.14.10 Lynx pardinus spelaeus Lezica (Vizcaya, Spain)
Lek2C.12 Lynx pardinus spelaeus Lezica (Vizcaya, Spain)

Lek2C.11 Lynx pardinus spelaeus Lezica (Vizcaya, Spain)

L.8i25 G. Lynx or Felis Cueva Lumentxa (Vizcaya, Spain)
L.7G.30 Lynx sp. Cueva Lumentxa (Vizcaya, Spain)
L.8F.60 Lynx sp. Cueva Lumentxa (Vizcaya, Spain)

GA 1.68220.109.(34)

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

GAI2A.351.311

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

GA1.48.170.13

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

GA1.4A.19?

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

Gal2C325.387

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

Gal213'347-318

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

Gal2C302.76

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

Gal.1C202.168

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

Gal.3X277.34

Lynx pardinus spelaeus

Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)

Gal 3D'230.8 Lynx pardinus spelaeus Cueva de Gabasa (Huesca, Spain)
ARBV4137 Lynx pardinus Cova L'Arbreda (Gerona, Spain)
ERV3739 Lynx pardinus Cova dels Ermitons (Gerona, Spain).
ARBBS-EB Lynx pardinus Cova L'Arbreda (Gerona, Spain)
ARB.D2BD Lynx pardinus Cova L'Arbreda (Gerona, Spain)

M11066 Lynx pardinus Mollet (Gerona, Spain)
TC'07-N24-1-803 Lynx pardinus Terrasses de la Riera dels Canyars (Barcelona, Spain)
TC'07-P24-1-3622 Lynx pardinus Terrasses de la Riera dels Canyars (Barcelona, Spain)
TC'07-M24-1-2091 Lynx pardinus Terrasses de la Riera dels Canyars (Barcelona, Spain)
TC'07-K18-1-5213 Lynx pardinus Terrasses de la Riera dels Canyars (Barcelona, Spain)

PG-2008/01/119 Lynx pardinus Buho (Segovia, Spain)
PG-2010/0V50 Lynx pardinus Zarzamora (Segovia, Spain)
CF'92 G8/V/29 Z=80 Lynx pardinus Foradada (Valencia, Spain)
CF'94 F6/V1 Z=85 Lynx pardinus Foradada (Valencia, Spain)
CF'92 G8/V/28 Z=80 Lynx pardinus Foradada (Valencia, Spain)
AntForCat Lynx pardinus Cova Foradada (Tarragona, Spain)
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Table S3 Primer sequences and product sizes for mitochondrial amplicons obtained from samples analysed in this

study
. ey . Product size .
Primer Name Sequence (5-3’) Species (bp) Region Reference
GTGCTTGCCCAGTATGTC . . Rodriguez et al., 2011/
CR2F/DL5R TACATGCTTAATATTCATGGGATT Lynx lynxILynx pardinus 93 pb /92 pb control region (Palomares et al., 2002)
TAGTGCTTAATCGTGCATTATA/ . . (Hellborg et al., 2002)/
LI2F/CR2b_R CCGGAGCGAGAAGAGGTACA Lynx lynxiLynx pardinus 91 pb control region (Palomares et al., 2002°)
. . CCATCGTTGTATTTCAACTAC/ .
Cito1F / Cito1R CATCATGCTGAAATATTGGATG Lynx lynx 79 pb cytochrome b This paper
. CTAATCCTACAGATCCTCACC/ .
NewF1 / Cito2R GATTCAGCCGTAGTTAACG Lynx lynx 74 pb cytochrome b This paper
. CCATCGTTGTATTTCAACTAC/ . .
Cito1F / CPARTR CATCATGCTGAAATATTAGATGG Lynx pardinus 78 pb cytochrome b This paper
CCTAATCCTACAAATCCTTACC/ Lynx pardinus T4 pb cytochrome b This paper

CPAR2F / Cito2R

GATTCAGCCGTAGTTAACG

* Palomares, F., Godoy, J.A., Piriz, A., O’Brien, S.J., Johnson, W_.E., 2002. Faecal genetic analysis to determine the
presence and distribution of elusive carnivores: design and feasibility for the Iberian lynx. Mol. Ecol. 11, 2171—

2182.
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6.2.3 Conclusiones articulo |1

Los resultados del analisis del ADNmt revelan, por primera vez, que los restos de lince de las
cavernas italianos analizados en este trabajo pertenecen en realidad a linces ibéricos de mayor
tamafio que los actuales. Estos resultados, junto con los analisis de restos de lince franceses,
muestran que el lince ibérico habito durante el Pleistoceno y el Holoceno el norte de Italia y el
sur de Francia. Este estudio ha permitido incrementar el area de distribucion del lince ibérico en
el Pleistoceno y clarificar la posicion filogenética del lince de las cavernas (Lynx cf. spelaeus o
Lynx pardinus spelaeus). Los resultados obtenidos no apoyan la clasificacion de los linces de las
cavernas como una especie diferente de lince, ni siquiera como una subespecie del lince ibérico,
ya que los restos clasificados como lince de las cavernas presentan el mismo haplotipo
mitocondrial que los actuales linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus). Este articulo ademas
documenta por primera vez, basdndose en datos genéticos y dataciones radiométricas, la
coexistencia de las dos especies de linces europeas en un mismo yacimiento en el Norte de Italia

durante el Pleistoceno Superior.

6.3. Articulo 111

6.3.1 Introduccion articulo 111

La mayoria de los investigadores coinciden en que el lince boreal, Lynx lynx, no llegd a ocupar la
peninsula ibérica mas alld de los Pirineos (Kratochvil, 1968; Breitenmoser et al., 2000;
Breitenmoser et al., 2015; Arx et al., 2004). Sin embargo la presencia de lince boreal, Lynx lynx,
en la cornisa Cantédbrica ha sido desde hace décadas objeto de debates y especulaciones. Su
presencia historica fue sugerida en todo el norte de Espafia con base en documentos historicos,
aunque desafortunadamente no se ha podido aportar ninguna prueba fisica (Nores y Vazquez,
1984; Clavero y Delibes, 2013). En cuanto al registro fosil si hay al menos dos craneos
descubiertos hasta la fecha que se pueden atribuir sin miedo a equivocarse al Lynx lynx: uno
encontrado en la en la Sima de Pagolusieta en el Pais Vasco y el otro procedente de una sima en
la Sierra de Sueve (Asturias) (Altuna, 1980; Nores, 1999). Ademas se han descrito como
pertenecientes a Lynx [ynx restos postcraneales en varios yacimientos vascos (ej. Santimamife,
Urratxa IIT) y en Rascafio (Cantabria), aunque como se vio en el articulo II esas identificaciones
deben tomarse con cautela (Castafos, 1984, 1993; Altuna, 1981). En este articulo se ha

secuenciado un fragmento de 337 pb del ADNmt (region control y citocromo b) para identificar
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ocho linces procedentes de diferentes regiones de la cornisa Cantébrica datados por radiocarbono
para este estudio. Cinco de ellos, son restos inéditos hasta la fecha, recuperados de trampas
naturales. El objetivo es conocer la distribucion del lince ibérico y del lince boreal en el norte de
la peninsula ibérica. Ademas se secuenciaron ocho linces boreales procedentes de dos
yacimientos daneses que, en combinacion con los datos de este y otros estudios publicados en los
que se secuenciaron los mismos fragmentos del ADNmt de individuos modernos y antiguos,
permitirdn conocer los patrones filogeograficos de esta especie en el pasado y compararlos con

los actuales.

Los analisis de ADNmt, junto con las dataciones por C14, han permitido confirmar la presencia
de linces boreales en el norte de la peninsula ibérica desde la transicion del Pleistoceno al
Holoceno hasta, como minimo, el siglo XVI. Los patrones filogeograficos de las poblaciones
actuales de linces boreales muestran un patron filogeografico con una clara diferenciacion este-
oeste y en menor medida norte-sur (Ruenees ef al., 2014). Esto llevé a los citados autores a
diferenciar las actuales poblaciones en 3 clados que se solapan ligeramente: noreste, sur y oeste.
Cuando incluimos en los andlisis filogeograficos nuestras poblaciones extintas de linces boreales
del norte de Espana, Francia, Italia y Dinamarca, observamos que en el pasado el lince boreal
tuvo una estructura filogeografica mas compleja, con un mayor flujo genético entre poblaciones.
Este hecho queda de manifiesto por la presencia de linces boreales ibéricos en los tres clados

propuestos por Ruenees et al. (2014).
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Abstract

The known distribution of the Iberian lynx Lynx pardinus within the Iberian Penin-
sula since the Middle Pleistocene and the lack of reliable records of Eurasian lynx
Lynx lynx in this region have led to the assumption that the Iberian lynx was the
sole inhabitant of Iberia. In this study, we identified ancient mitochondrial DNA (a
total of 337 base pairs from the control region and cytochrome b) from eight north-
ern Iberian lynx remains as Eurasian lynx. These results confirm the presence of
Eurasian lynx in northern Iberia from the Pleistocene/Holocene boundary until just
a few centuries ago. The paleontological record and our data indicate a population
replacement of the Iberian lynx by the Eurasian lynx during the Pleistocene/Holo-
cene transition in the Cantabrian cornice of Spain. Phylogeographic patterns of Late
Pleistocene and Holocene Eurasian lynx from Iberia, France, Italy and Denmark
show that this felid had a more complex phylogeographic history in the past than
modern day populations suggest.

Received 9 February 2015; revised 13 July
2015; accepted 16 July 2015

doi:10.1111/jz0.12289

Introduction

The Eurasian lynx Lynx lynx (Linnaeus, 1758) has been wide-
spread across Europe since the Eemian interglacial (c. 130-115
kya) (Kurtén, 1968; Werdelin, 1981). It diverged from the Iberian
lynx ¢. 1.18 million years ago (Ma) and has since developed a
clear genetic and ecological differentiation (Ferrer & Negro,
2004; Johnson et al., 2006). It became extinct in the Middle Ages
in Britain (Hetherington, Lord & Jacobi, 2006) followed by a
gradual decrease in population size over the next few centuries in
all densely populated European lowlands (Breitenmoser, 1998).
However, it is during the last 200 years that its reduction intensi-
fied, leading to frequent local extinctions at the beginning of the
20th century, when this felid disappeared from most parts of
southern, western and central Europe (Breitenmoser, 1998; Arx
et al., 2004). The main causes of local extinctions were habitat
loss (e.g. deforestation), direct persecution, competition and the
diminishing of its main prey species in western Europe; the roe
deer (Breitenmoser, 1998; Arx et al., 2004). By the end of the
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20th century, stricter conservation strategies as well as protection
laws together with the recovery of its natural prey significantly
curbed the rate of local extinctions. Moreover, since the 1970s,
there have been a series of successful reintroduction programmes
of Eurasian lynx from the Carpathian Mountains into the Alps
and other mountain ranges in western and central Europe
(Breitenmoser ez al., 2001). Given its wide range, spanning from
western Europe to eastern Asia (Supporting Information
Figure S1), the Eurasian lynx has been listed as ‘Least Concern’
by the IUCN (IUCN Red List of Threatened Species, 2015).

With the exception of the Iberian Peninsula, the presence of
the Eurasian lynx is well documented in Europe since the Late
Pleistocene (Kratochvil, 1968; Breitenmoser et al., 2000, 2015;
Arx et al., 2004). There is, however, a great deal of specula-
tion about the historical presence of Eurasian lynx or even the
coexistence of Iberian and Eurasian lynx in the northern strip
of Spain (Cantabrian Range, Basque country and Pyrenees)
based on historical documentation from previous centuries
(Nores & Vazquez, 1984). In 2013, Clavero and Delibes made
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a meticulous collection of written sources about the historic
distribution of lynx species in the Iberian Peninsula; however,
this study does not provide any conclusive evidence or
physical remains of Eurasian lynx in Iberia. Morphological
differentiation between large Pleistocene Iberian lynx and
Eurasian lynx from postcranial remains is a difficult and unreli-
able task; this difficulty can be overcome with genetic analysis
(Rodriguez-Varela et al., 2015). In the Iberian Peninsula, only
two lynx remains (both skulls) are attributed with high confi-
dence to the Eurasian lynx: La Sima de Pagolusieta in the Bas-
que country and Pozu’l Lince in Asturias (Altuna, 1980;
Nores, 1999). These specimens have not been directly dated
and lack stratigraphic context, therefore it is difficult to draw
any significant conclusion about their presence in this region
from a temporal perspective. Other fossil remains have been
classified as Eurasian lynx based on the size of postcranial
bone fragments in Santimamine and Urratxa III in the Basque
country (Castanos, 1984, 1993) and Rascano in Cantabria
(Altuna, 1981). In the French part of the Pyrenees, the pres-
ence of Pleistocene (e.g. Grotte des Moustayous, Grotte du
Diable, La Grotte de Labastide) and historical (e.g. Gouffre de
Pene, Gouffre du Col d’Aran, Schatzi) Eurasian lynx is clearer
(Beaufort, 1965; Clot, 1970, 1983, 1988; Clot & Besson,
1974; Clot & Evin, 1986). Nonetheless, there are no reliable
dates for the time of extinction of the Eurasian lynx in this
region.

Recent genetic studies on modern and historical samples
(Ratkiewicz et al., 2012; Rueness et al., 2014) are not in concor-
dance with the geographical and morphological separation of the
Eurasian lynx into seven different subspecies (Nowell & Jackson,
1996). The current Eurasian lynx genetic data, based on mito-
chondrial DNA (mtDNA) and microsatellites, suggest a popula-
tion differentiation across the Eurasian continent due to isolation
by distance (Ratkiewicz et al., 2012). Rueness et al. (2014)
observed a pattern of genetic structuring along the west-east axis
of Eurasia and divided it into three slightly overlapping clades,
west, north-east and south, with the latter comprising most of the
ancient Eurasian lynx lineages. The time since the most recent
common ancestor of the south, north-east and west clades
has been estimated in ~0.227, ~0.183 and ~0.140 Ma,
respectively (Rueness et al., 2014). This observed pattern was
explained as the result of restricted gene flow between the previ-
ously mentioned clades (Rueness ef al., 2014). It is important to
highlight that most of the studies based on modern and/or histori-
cal samples do not take into account populations that went extinct
during the Pleistocene and Holocene (e.g. western Europe). The
direct study of the phylogeographic patterns of extinct Pleistocene
and Holocene European lynx populations allows us to have a
more complete understanding of the causes that shaped the phylo-
geographic patterns that we observe today (Gugolz et al., 2008).

Genetic analyses of ancient remains are a powerful tool to
identify cryptic species and allow us to determine at a species
level postcranial fragments where species identification is not
possible with classical morphometric methods (Shepherd &
Lambert, 2008; Rodriguez-Varela et al., 2015). Here, we use
mtDNA markers (control region and cytochrome b) to identify
eight lynx fossils recovered from different regions across
northern Spain. In combination with direct radiocarbon dates
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of the fossil remains, the DNA was used to explore the past
distribution of Iberian and Eurasian lynx in northern Iberia
(Fig. 1). In addition, we sequenced eight Eurasian lynx from
Denmark and combined with data from other DNA studies
(both ancient and modern) conducted phylogeographic analyses
to gain insight into the factors (human driven or natural
events) that shaped the current geographic and genetic distribu-
tion of the Eurasian lynx in Europe.

Materials and methods

Sample collection and dating

We analysed eight lynx remains from five different sites of
northern Spain (Fig. 1) and eight from Denmark (this study)
together with modern and ancient lynx data from previous
studies (Rueness et al., 2014; Rodriguez-Varela et al., 2015).
The Danish samples were dated by archaeological context
(Winge, 1900; Hatting, Holm & Rosenlund, 1973; Andersen &
Johansen, 1986), whereas all the Iberian samples with the
exception of LynxARA were radiocarbon dated using accelera-
tor mass spectrometry (Beta Analytic, Miami, FL, USA) and
calibrated using the OxCal 4.2 software (Bronk Ramsey, 2009)
and the INTCALI13 calibration curve (Reimer et al., 2013)
(Supporting Information Table S1).

Sampling, DNA extraction and amplification

Sixteen bone and teeth remains were sampled. Samples of
150 mg of bone or tooth powder were used for DNA
extraction using a silica-binding method (Yang et al., 1998).
All the pre-amplification steps were performed at the ancient
DNA lab in the Centro Mixto (ISCHI-UCM) in Madrid
(Spain). A total of 337 base pairs (bp) of four non-overlapping
fragments of the mtDNA belonging to the cytochrome b gene
and to the control region were obtained (Table 1).

C.

PCR amplifications

Up to 2 uL of DNA extract was used in a 25 uL reaction con-
sisting of 1X PCR buffer (Naxo, Tartu, Estonia), 1 mM MgCl,
(Naxo), 0.8 ug nyl of bovine serum albumin (BSA) (Sigma,
St Louis, MO, USA), 0.2 mM dNTPs (Sigma), 0.2 uM of
each primer and 4 U of HotStarTaq DNA Polymerase (Naxo).
Cycling conditions were performed as in Rodriguez er al.
(2011). Amplicons were purified using ExoSAP-It (GE Health-
care, Chalfont St Giles, UK) following the manufacturer’s
instructions and directly sequenced in forward and reverse ori-
entations on an automated DNA sequencer (ABI-3730x1) using
the Big Dye 3.1 sequencing kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Sequences were edited with Sequencher v.4.
(Gene codes, Ann Arbor, MI, USA) and manually aligned
using the software MEGA version 6 (Tamura et al., 2013).

Authenticity of the results
All fragments were sequenced from different PCR amplifica-

tions at least three times and when inconsistencies between
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® Pleistocene Lynx lynx
A Holocene Lynx lynx
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] Distribution Lynx pardinus
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Figure 1 Geographic location of Iberian sampled sites in which genetic analyses allowed for the species identification of the lynx remains in this
study. The map is divided in two biogeographic regions: Eurosiberian in the north strip and Mediterranean in the rest (Rivas—Martinez, 1987).
Triangles = sites with Holocene fossil remains identified as Lynx lynx, circles = sites with Pleistocene/Holocene boundary lynx remains identified
as L. lynx. The yellow areas represent the extant Iberian lynx populations (http://www.iberlince.eu).

Table 1 Primer sequences and product sizes for mitochondrial amplicons obtained from samples analysed in this study

Product
Primer name Sequence (5'-3') size (bp) Region References
CR2F/DL5R GTGCTTGCCCAGTATGTC/TACATGCTTAATATTCATGGGATT 93/94 Control region (Rodriguez et al., 2011)/
(Palomares et al., 2002)
LI2F/CR2b_R TAGTGCTTAATCGTGCATTATA/CCGGAGCGAGAAGAGGTACA 91 Control region (Hellborg et al., 2002)/
(Palomares et al., 2002)
Cito1F/Cito1R CCATCGTTGTATTTCAACTAC/CATCATGCTGAAATATTGGATG 79 Cytochrome b (Rodriguez-Varela et al., 2015)
NewF1/Cito2R CTAATCCTACAGATCCTCACC/GATTCAGCCGTAGTTAACG 74 Cytochrome b (Rodriguez-Varela et al., 2015)
replicates were found an additional extraction and amplification No modern Eurasian lynx has been handled in our post PCR
was performed in order to obtain at least three identical ampli- DNA facilities.
cons from each fragment. One negative extraction control and Species-specific primers were designed to amplify previously
one negative PCR control (no DNA extract) were included to known mtDNA sequences of the Eurasian lynx. Moreover, the
detect contamination for every four samples in each reaction. cytochrome b sequences analysed here were translated and no
Journal of Zoology ee (2015) ee—ee © 2015 The Zoological Society of London 3
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evidence of frame shift mutations or mutations causing an
inappropriate stop codon was found, suggesting that our
sequences are free of nuclear mitochondrial DNA sequences

(NUMTs) (Den Tex et al., 2010).

Minimum spanning networks

In order to observe changes in haplotype distribution through
time two statistical parsimony networks for heterochronous
DNA sequence data were constructed, with two different data-
sets (Fig. 2a,b). Both datasets consisted of ancient and modern
Eurasian lynx sequences generated in this study and the equiv-
alent fragment of other sequences available in GenBank from
Rueness ef al. (2014) and Rodriguez-Varela et al. (2015)
(sequences with gaps, deletions and/or uncertainties were
excluded). The first dataset consisted of control region
sequences (184 bp) and the second dataset consisted of con-
catenated control region and cytochrome b sequences (325 bp).
We used, with each dataset separately, the script TempNet
(Prost & Anderson, 2011) in R (R Development Core Team,
2008) to construct a statistical parsimony network for two time
periods. The time range is given in calibrated years BP and
years to 2014, respectively (27708-319 years BP and <150
years) (Fig. 2a,b, Supporting Information Table S1). One base
insertion detected in sample SerpCoxal2m was treated as one
substitution.

Phylogenetic analysis

We built two Bayesian phylogenetic trees (one with each data-
set used for the networks) to compare the position of our
ancient sequences with the current phylogeographic patterns
described by Rueness ef al. (2014) and with Iberian and Eura-
sian lynx from previous studies (Rodriguez-Varela et al.,
2015). Substitution models were compared with maximum
likelihood tests using the Bayesian information criterion within
MEGA v6 (Tamura et al., 2013). Bayesian phylogenetic trees
were generated under the Hasegawa—Kishino—Yano molecular
evolution model for the control region dataset (Fig. 2c) and
the Hasegawa—Kishino—Yano + gamma model of sequence
evolution for the control region and cytochrome b concatenated
sequences dataset (Fig. 2d) using MrBayes software (ver 3.2)
(Ronquist et al., 2012). A Bobcat Lynx rufus from GenBank
was used as an out-group. The Bayesian analyses were based
on 7500 trees sampled over 10 000 000 generations (sample
frequency 1/1000 and burn-in value 2500).

Results

DNA identification and radiocarbon dates

We successfully recovered part of the mtDNA (184 bp of the
control region and 153 bp of the cytochrome b) of 16 lynx
remains from the Iberian Peninsula and Denmark. From these,
eight belonged to at least seven different lynx individuals from
northern Spain. The remaining eight fossils corresponded to
lynx specimens from Denmark (see Supporting Information
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Table S1). The eight lynx remains from the north of the
Iberian Peninsula were genetically identified as Eurasian lynx.
These samples, except LLAR1 (Altuna, 1980), Ra.105 (Altuna,
1981) and Sueve (Nores, 1999), are novel and unpublished
lynx fossils. The samples from Serpenteko (Serpcoxallg,
Serpcoxal2m, Serpcoxal3p), Sima Pagolusieta (LL1AR),
Rascano (Ra.105), Cueva de los Cinchos (Cueva de los Cin-
chos) and Pozu’l Lince (Sueve) were radiocarbon dated to
10569.5 £ 126.5 cal BP, 412 4+ 93 cal BP, 2943.5 + 88.5 cal
BP, 29725+ 945 cal BP, 119175 £ 1645 cal BP,
1751.5 £ 112.5 cal BP and 4705 £ 124 cal BP, respec-
tively. All the samples (except SerpCoxallg) were classified as
L. lynx based on three identical replicas consisting of 184 bp
of the control region and 153 bp of the cytochrome b. We
assigned one GenBank accession number per haplotype for the
control region (KP748522-KP748526) and another one for the
cytochrome b (KP748521). The sample SerpCoxallg from
Navarra was identified as L. lynx based on 91 bp of the con-
trol region and the 153 bp of the cytochrome b; however, it
was not included in the analysis because one of the control
region fragments could not be retrieved.

Phylogeography

The two trees and networks show similar topology with the
control region dataset (Fig. 2a,c) and with the control region
and cytochrome b concatenated sequences dataset (Fig. 2b,d).
The haplotype networks and the phylogenetic trees clearly
show how the ancient Iberian samples from extinct popula-
tions are distributed in all three clades described by Rueness
et al. (2014) whereas all the Italian samples and one Danish
fell exclusively in the south clade. All Danish samples, except
one (111/1945-3), and the French ones cluster within the west
clade variation as expected. Surprisingly, the only ancient
sample that fell in the north-east Clade is Sueve from Pozu’l
Lince (Asturias, Spain) (Fig. 2, Supporting Information
Table S1).

Discussion

Our results confirm the presence of Eurasian lynx in the
north of the Iberian Peninsula since the Pleistocene/Holocene
boundary until a few centuries ago (Altuna, 1980, 1981). In
particular, the sample Serpcoxal2m from Serpenteko was
dated to the 16th century (412 4 93 cal BP) confirming
the historical presence of the Eurasian lynx in the northern
region of Spain (Nores & Vazquez, 1984; Clavero & Delibes,
2013).

The scarce palaeontological records of Eurasian lynx and the
lack of museum specimens and historical individuals suggest
that this felid was always very rare in the Iberian Peninsula
(Clavero & Delibes, 2013). Its potentially low population size
and the lack of a reliable date for its extinction make it diffi-
cult to speculate on the possible causes of its disappearance.
No significant changes in vegetation have been reported in the
area in the past few centuries except for those related to
human activities such as an increase in deforestation from the
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Figure 2 Haplotype distribution of Palearctic lynx samples, where orange = west clade, blue = north-east clade, and brown = south clade
(Rueness et al., 2014); yellow: ancient Lynx lynx from Iberia (this study), red: ancient L. lynx from France (Rodriguez—Varela et al., 2015), violet:
ancient L. lynx from Denmark (this study), and green: ancient ltalian L. lynx (Rodriguez—Varela et al., 2015). Circle with thick borders represent
ancient haplotypes and circles with thin borders represent modern haplotypes. Numbers within circles (networks) and on tip of branch (trees)
represent unique haplotypes (see Supporting Information Table S1 for details). (a, b) Statistical parsimony network for two time periods (27708-
319 years BP and <150 years). Each branch represents one mutational step, and black circles represent missing haplotypes. Haplotypes missing
only in one particular time period are shown as white ellipses. (c, d) Bayesian phylogeny performed by using ancient and modern Eurasian and
Iberian lynx sequences generated in this and previous studies (Rueness et al., 2014; Rodriguez—Varela et al., 2015). Posterior probabilities are
shown under the nodes. (a, ¢) Generated with the control region sequences dataset (184 bp) and (b, d) with the control region and cytochrome
b concatenated sequences dataset (325 bp).

Roman period until the 20th century in Asturias (Manuel, There is a lynx species discontinuity between the Late
Diaz-Fernandez & Gil, 2003). Therefore, human pressure and Pleistocene and the Holocene in the Cantabrian strip of the
habitat loss seem to be the most plausible causes of this local Iberian Peninsula. The fossil record suggests that during the
extinction (Torrente, 1997). Late Pleistocene most of the lynx fossils from the Cantabrian
Journal of Zoology ee (2015) ee—ee © 2015 The Zoological Society of London 5
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strip of Spain belong to the Iberian lynx (e.g. Cueva de Morin,
Cueva Ermittia, Lezetxiki, Tito Bustillo, Bolinkova, Polvorin,
Cueto de la Mina) (see Supporting Information Table S2).
These fossils were classified as Iberian lynx based on body
size. These individuals fall outside the Eurasian lynx variation
and therefore can be attributed to the Iberian lynx with high
confidence (Altuna, 1972, 1976; Castanos, 1982, 1983, 1986).
The misidentification occurs with  Pleistocene Iberian
lynx remains showing a larger size than the current Iberian
Ilynx and are thus erroneously identified as Eurasian lynx
(Rodriguez-Varela et al., 2015). This is the case of some
remains suggested to be Eurasian lynx or classified only as
Lynx sp. due to their large size, for example, Urratxa III,
Axlor, Arene Candide (Altuna, 1972; Castanos, 1986, 1993;
Cassoli & Tagliacozzo, 1994), and later identified as Iberian
lynx based on genetic analyses (Rodriguez-Varela et al.,
2015). In contrast, we find evidence based on genetic analysis
and radiocarbon dates suggesting the Eurasian lynx was the
main inhabitant of the Cantabrian strip of the Iberian Peninsula
since the Pleistocene/Holocene boundary until, at least, the
16th century. The Eurasian lynx sample from Rascano
(Ral05) in Cantabria radiocarbon dated for this study to
11917.5 £ 164.5 cal BP is to our knowledge the earliest
occurrence of a Eurasian lynx beyond the Pyrenees (Fig. 1).
Our results support the hypothesis that the expansion of the
Eurosiberian forest biota during the Pleistocene/Holocene tran-
sition (Carrién et al., 2010) allowed this late immigrant from
Asia (Werdelin, 1981) to spread into the Cantabrian strip of
Spain. The Eurasian lynx colonization of south-western Europe
may have driven the Iberian lynx below the northern strip of
Iberia where it has survived as a relict (Rodriguez-Varela
et al., 2015).

The coexistence of both Palearctic lynx species is docu-
mented in Arene Candide (north Italy) during the Late Pleis-
tocene (Cassoli & Tagliacozzo, 1994; Rodriguez-Varela et al.,
2015). In the Iberian Peninsula, the presence of Iberian lynx in
Holocene sites from the north of Spain, for example, Chaves,
Portalon, Pena del Moro (Rodriguez er al., 2011), suggests that
both species have lived close to each other. However, in spite
of living in neighbouring areas in the north of Spain, the
present data suggest that both lynx species have inhabited in
different biogeographic regions (for description of biogeo-
graphic regions, see Rivas-Martinez, 1987). During the
Holocene, the Eurasian lynx inhabited the Eurosiberian Atlantic
zone of the Iberian Peninsula (Pyrenees, Basque country and
the Cantabrian Mountains), while the Iberian lynx remained in
the Mediterranean and sub-Mediterranean zones coinciding
with the habitat of its main prey species, the European rabbit
(Fig. 1) (Callou, 1995, 2002; Palomares, 2001; Gil-Sanchez,
Ballesteros-Duperon & Bueno-Segura, 2006). The present data
and the fossil record suggest that the biogeographic regions
and prey occurrence determine the distribution of both Euro-
pean lynx species in Iberia.

Radio tracking studies have shown that the Eurasian lynx
has the ability to migrate several hundreds of kilometres
although it is reticent to cross open areas (Schmidt, 1998).
However, Schmidt, Ratkiewicz & Konopinski (2011) pointed
out that abiotic climate gradients such as snow cover could
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strongly influence the dispersal capacity of female lynx. There-
fore, biotic and abiotic factors could have reduced the dispersal
capacity of Eurasian lynx reducing the distribution overlap
between both species of lynx in the north of Iberia.

The presence of Spanish samples in the three clades
described by Rueness e al. (2014), the position of the Danish
sample 111/1945-3 within the south clade and the presence of
the north-east clade in historical samples from Italy (Gugolz
et al., 2008) and Sueve in Pozu’l Lince (Spain) (Fig. 2,
Supporting Information Table S1) indicate that this felid had a
less clear phylogeographic structure with higher levels of gene
flow between populations in the past. We suggest that further
studies and a more extensive sampling of ancient Eurasian
lynx all over the Eurasian continent are required in order to
understand the current and past phylogeographic structures of
the Eurasian lynx.

Ancient DNA studies can provide useful information about
the presence of cryptic species in areas where due to human
pressure or natural reasons these species has become extinct
(Shepherd & Lambert, 2008; Rodriguez-Varela et al., 2015).
Furthermore, studying the genetic structure of ancient popula-
tions and the phylogenetic relationships with their modern
counterparts is important for appropriate management and
conservation strategies such as translocation or reintroduction
of individuals (Smulders ef al., 2003). This is of particular
relevance if the time of population divergence is not known
or when isolation occurred (Goldstein & DeSalle, 2003;
Valdiosera et al., 2007, 2008). In this study, we provide the
first solid evidence of the presence of Eurasian lynx in the
northern strip of Iberia, based on genetic analysis and radiocar-
bon dates, from the Pleistocene/Holocene boundary until only
a few centuries ago.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Figure S1. Extant geographic Eurasian lynx distribution. In
blue and red are represented the areas with autochthonous and
reintroduced populations, respectively (modified from http:/
maps.iucnredlist.org/map.html?id=12519 and Arx et al., 2009).
Table S1. Sample information and GenBank accession num-
bers of Eurasian lynx individuals with successful ancient DNA
sequencing and published samples used in Fig. 2. Ancient
samples are indicated in bold letters.

Table S2. Records of lynx (Lynx spp.) in the northern region
of the Iberian Peninsula and the Pyrenees.
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Table S1. Sample information and GenBank accession numbers of Eurasian lynx individuals with successful
ancient DNA sequencing and published samples used in figure 2. Ancient samples are indicated in bold letters.

Networks and trees haplotype
numbers.

Clade based on

Archaeological date/
Radiocarbon

GenBank accession

F— aﬁgr::ml region Ssglljpele Reference Site or geographic origin Ruen§g1s4et al, App;%);rgﬁg%;phic ca‘l)i;rgt;)d Bag/eYZ:al?P rer;li.lomn?ceyrtsgcﬁg:;z ,
dataset Fig. b dagzgtw:i;e specimen collection
2Aand 2C
2B and 2D
CdR8501 Rodriguez-Varela etal, 2015 | Couletdes Er"ai]hce:) (Pyrenees, West 44° 3" North 5° 23" East 8171-8000 95.4% KJ210010/KJ210014
CdRS548 | Rodriguez-Varelaetal, 2015 | Couletdes Er‘;%hc":) (Pyrenees, West 44°3 North 5° 23" East 7564-7431 95.4% KJ210010/KJ210014
LLAR1 This study Sima Pag‘J;i;ie;;" (Vizcaya, West 43° 1 North -2° 45" East 3067-2878 95.4% KP748522/KP748521
SerpCoxal3p This study Serpenteko (Navarra, Spain) West 42°58" North -1° 22 East 3032-2855 95.4% KP748522/KP748521
LynxARA This study Serpenteko (Navarra, Spain) West 42°58" North -1° 22 East NA KP748522/KP748521
111/1945-1 This study Hjerk Nord (Denmark) West 56° 41" North 8° 51" East Late Atlanticum KP748522/KP748521
1 111/1945-2 This study Hjerk Nord (Denmark) West 56° 41" North 8° 51" East Late Atlanticum KP748522/KP748521
111/1945-4 This study Hjerk Nord (Denmark) West 56°41" North 8° 51" East Late Atlanticum KP748522/KP748521
11111945-5 This study Hjerk Nord (Denmark) West 56° 41" North 8° 51" East Late Atlanticum KP748522/KP748521
111/1945-6 This study Hjerk Nord (Denmark) West 56°41" North 8° 51 East Late Atlanticum KP748522/KP748521
11111945-7 This study Hjerk Nord (Denmark) West 56° 41" North 8° 51" East Late Atlanticum KP748522/KP748521
5/1893B This study Ertebelle (Denmark) West 56° 48" North 9° 10" East Late Atlanticum KP748522/KP748521
R62 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818876/EU818890
R88 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818876/NA
R125 Rueness etal., 2014 Eurasia West 58° 48" North 33° 23" East 1977 EU818876/NA
NA R135 Rueness etal., 2014 Eurasia West 59° 37" North 30° 32" East 1993 EU818876/NA
1 R146 Rueness etal., 2014 Eurasia West 59° 37" North 30° 32" East 2001 EU818876/NA
BM2 Rueness et al., 2014 Eurasia West 60°0" North 28° 0" East NA EU818876/NA
1 R72 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1948 EU818877/EU818890
R87 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1950 EU818877/NA
" R74 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818878/INA
R63 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/EU818890
R64 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1952 EU818880/EU818890
1 R68 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/EU818890
R69 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/EU818890
R70 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/EU818890
R71 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1949 EU818880/NA
R90 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/NA
R91 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1952 EU818880/NA
" R92 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/NA
R93 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818880/NA
R148 Rueness etal., 2014 Eurasia West 59° 27" North 33° 52" East 1969 EU818880/NA
1 R128 Rueness etal., 2014 Eurasia West 44° 27" North 40° 10" East 1929 EU818883/EU818890
2 2 c“ceiﬁ:zs'“ This study Cueva de '°sz)2?1’)‘°5 (Asturias, West 43°2" North -5° 56" East 1864-1639 95.4% KP748523/KP748521
Ra105 This study Rascafio (Cantabria, Spain) South 43°17" North -3° 41" East 12082-11753 95.4% KP748524/KP748521
GMP7 Rodriguez-Varela et al., 2015 Grotta della Madonna (ltaly) South 39° 53" North 15° 47" East 12896-12697 95.4% KJ210011/KJ210014
’ 111/1945-3 This study Hjerk Nord (Denmark) South 56° 41° North 8° 51" East Late Atlanticum KP748524/KP748521
3 AC6 This study Arene Candide (ltaly) South 44°9" North 8° 19" East 18351-17986 95.4% KJ210011/ KJ210014
R17 Rueness etal., 2014 Eurasia South 43° 35" North 40° 42" East 1936 EU818858/ EU818892
" R57 Rueness et al., 2014 Eurasia South 43°2" North 44° 35" East 1911 EU818858/ EU818892
3 R112 Rueness et al., 2014 Eurasia South 61° 7" North 96° 30" East 1929 EUB18858/NA
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Networks and trees haplotype

numbers.

Clade based on

Archaeological date/
Radiocarbon

GenBank accession

- Control region Sigg:e Reference Site or geographic origin Rueness etal., Appg);.rgﬁg;phic calibrated age 2s BP ngmbers: control
Cé)ntrol region | 4 cytochrome 2014 prop % BP/ Yegr region/cytochrome b
zajia::é I;g b dataset Fig. specimen collection
2B and 2D
Sueve This study Pozu' '}ﬂiﬁj'r?ass'gg;gf Sueve | Northeast | 4326 North-5°14'East | 48294581 95.4% KP748525/KP748521
4 R4 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 60° 33" North 42° 39" East 1975 EU818863/EU818890
R6 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 60° 33" North 42° 39" East 1975 EU818863/ EU818890
NA R21 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 62° 26" North 117° 32" East 1968 EU818863/NA
R41 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 51°59" North 127° 40" East 1973 EU818863/ EU818890
R47 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 50° 13" North 130° 14" East NA EU818863/ EU818890
4 R54 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55°56" North 64° 26" East NA EU818863/ EU818890
R66 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 56° 55" North 32° 46" East 2002 EU818863/ EU818890
R76 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 64° 5" North 40° 38" East 1932 EU818863/ EU818890
R78 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 64° 13" North 41° 39" East 1945 EU818863/NA
R104 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10" East 1929 EU818863/NA
NA R105 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10 East 1929 EU818863/NA
R106 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10" East 1929 EU818863/NA
R107 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10 East 1929 EU818863/NA
4 R118 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 53° 22" North 49° 49" East 1985 EU818863/ EU818890
R127 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10 East 1929 EU818863/NA
" R143 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 67° 16" North 86° 38" East 1932 EU818863/NA
4 R147 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55° 10" North 92° 0" East 1930 EU818863/ EU818890
R162 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 50° 28" North 83° 9" East 1983 EU818863/NA
R163 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 50° 28" North 83° 9" East 1983 EU818863/NA
R179 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 55° 11" North 83° 60" East 1978 EU818863/NA
) R184 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 54° 28" North 89° 58" East 1977 EU818863/NA
R185 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 55° 11" North 80° 19" East 1959 EU818863/NA
R190 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 51°47" North 87° 13" East 1952 EU818863/NA
R191 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 51°47" North 87° 13" East 1942 EU818863/NA
R192 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55° 16" North 79° 42" East 1984 EU818863/NA
R193 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 55° 16" North 79° 42 East 1984 EUB18863/NA
" R195 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 43°20° North 132° 21" East 1959 EU818863/NA
BM4 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 63°0" North 10° 0" East 1924 EU818863/NA
BM5 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 63°0" North 10° 0" East 1919 EU818863/NA
BM7 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 63°0" North 10° 0" East 1919 EU818863/NA
BM10 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 63°0" North 10° 0" East 1922 EU818863/NA
BM11 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 63°0" North 10° 0" East 1912 EU818863/NA
KZ3 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 48°0 North 82° 0" East 2000 EU818863/NA
R81 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 60° 15" North 69° 21 East 1941 EU818865/NA
R96 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 59° 5" North 30° 9" East 1910 EU818867/NA
R178 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 51°47" North 87° 13" East 1981 EU818868/EU818890
) R3 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 60° 24" North 44° 15" East 1974 EU818870//EU818890
R67 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55°50" North 39° 28" East 1935 EU818870/NA
R98 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 55° 50" North 39° 28" East 1935 EU818870/NA
W R129 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10" East 1929 EU818870/NA
R65 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55° 34" North 38° 55" East 1940 EU818871/NA
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Networks and trees haplotype
numbers.

Archaeological date/

C 2 Sancle Reference Site or geographic origin gjgseﬁs:td a?t] b g_eographic caligzgg?ézozns BP Gszriigt::mcz?ti?n
Control region ontrol region code 2014 Coolcates prob % BP/ Year region/cytochrome b
dataset Fig. ag%gi’;zzm;e specimen collection
2Aand 2C
2B and 2D
4 R103 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 55° 24" North 55° 33" East 1929 EU818873/ EU818890
NA R108 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 44° 27" North 40° 10" East 1929 EUB18873/NA
4 R116 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 53°26" North 107° 30" East 1916 EU818873/ EU818890
R126 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55° 24" North 55° 33" East 1929 EU818873/NA
NA R124 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 59° 13" North 33° 34" East 1961 EUB18874/NA
R84 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 55°59" North 92° 48" East 1977 EU818875/NA
5 5 [SerpCoxal2m This study Serpenteko (Navarra, Spain) South 42°58" North -1° 22 East 505-319 95.4% KP748526/KP748521
AC19 Rodriguez-Varela et al., 2015 Arene Candide (Italy) South 44°9" North 8° 19 East 27708-27298 95.4% KJ210013/KJ210015
6 AC14 Rodriguez-Varela et al., 2015 Arene Candide (Italy) South 44°9" North 8° 19" East 27618-27165 95.4% KJ210013/KJ210015
6 Arene 10484 Rodriguez-Varela et al., 2015 Arene Candide (ltaly) South 44°9" North 8° 19 East 27556-27100 95.4% KJ210013/KJ210015
NA R174 Rueness et al., 2014 Eurasia South 38°30" North 72° 0" East 1913 EU818856/NA
12 R172 Rueness et al., 2014 Eurasia South 38°0" North 74° 0" East 1936 EU818857/ EU818891
7 7 GMP6 Rodriguez-Varela et al., 2015 Grotta della Madonna (ltaly) South 39°53" North 15° 47" East Epigravettian KJ210012/ KJ210014
R23 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 62°26" North 117° 32" East 1974 EU818842/ EU818890
R25 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 62° 26 North 117° 32 East 1974 EU818842/ EU818890
? R26 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 62° 26" North 117° 32 East 1974 EU818842/ EU818890
R27 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 62°26" North 117° 32" East 1973 EU818842/ EU818890
NA R28 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 62° 26" North 117° 32" East 1971 EU818842/INA
R29 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 62°26" North 117° 32" East 1974 EU818842/ EU818890
R40 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 45°26° North 137°6° East 1970 EU818842/ EU818890
R42 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 49° 31" North 139° 41" East 1932 EU818842/ EU818890
R44 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 43°6" North 133°60° East 1944 EU818842/ EU818890
8 R45 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 45°26" North 137° 6" East 1970 EU818842/ EU818890
R49 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 45° 26" North 137° 6" East 1970 EU818842/ EU818890
R51 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 43°0" North 76° 0" East 1965 EU818842/ EU818890
R60 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 64° 39" North 170° 24" East 1973 EU818842/ EU818890
8 R61 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 55°15" North 104° 17" East 1934 EU818842/ EU818890
R83 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 56° 21" North 160° 40" East 1971 EU818842/NA
NA R85 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 52° 13" North 107° 42" East 1972 EU818842/NA
R101 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 72° 30" North 104° 26" East 1930 EU818842/NA
8 R111 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 42° 33" North 43° 52" East 1844 EU818842/ EU818890
R134 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 76° 10" North 105° 53 East 1948 EU818842/NA
" R161 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 50° 0" North 83° 0" East 1981 EU818842/INA
8 R171 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 38°0" North 72° 0" East 1913 EU818842/ EU818890
R180 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 54° 28" North 89° 58" East 1976 EUB18842/NA
NA Kz4 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 48°0 North 82° 0" East 2000 EU818842/INA
KZ5 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 48° 0" North 82° 0 East 2000 EUB18842/NA
8 R50 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 43°6" North 133° 60 East 1949 EU818852/ EU818890
NA R33 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 51°59" North 127° 40" East 1973 EUB18853/NA
8 R13 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 47°0" North 120° 0" East 1934 EU818855/ EU818890
9 NA R38 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 49°31" North 139° 41" East 1932 EU818844/NA
10 9 R59 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 52° 34" North 158° 23" East 1967 EU818845/EU818890
11 NA R75 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 43°1" North 44° 42" East 1934 EU818846/NA
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Networks and trees haplotype Archaeological date/
numbers. N .
Sample } o Clade based on Approx. geographic ) Radiocarbon GenBank accession
- Reference Site or geographic origin Rueness etal., o calibrated age 2s BP numbers: control
. Control region code coordinates o
Control region 2014 prob % BP/ Year region/cytochrome b
4 and cytochrome ; .
dataset Fig. b dataset Fi specimen collection
2Aand 2C ataset Fg.
2B and 2D
10 R86 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 52° 13" North 107° 42" East 1971 EU818848/ EU818890
NA R139 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 44° 35" North 134° 55’ East 1929 EU818848/NA
12 R43 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 45° 55" North 133° 44" East NA EU818848/ EU818890
10 R37 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 53° 11" North 130° 3' East 1978 EU818849/ EU818890
R24 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 62°26" North 117° 32" East 1968 EU818851/ EU818890
13 11 R36 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 43°3" North 136° 36 East 1936 EU818850/ EU818890
14 NA R30 Rueness etal., 2014 Eurasia Northeast 62°26" North 117° 32" East 1974 EU818854/NA
15 13 R15 Rueness etal., 2014 Eurasia South 43° 35" North 40° 42" East 1936 EU818859/ EU818890
16 15 R32 Rueness etal., 2014 Eurasia South 50° 13" North 130° 14’ East NA EU818860/ EU818892
17 16 R170 Rueness etal., 2014 Eurasia South 37°30" North 100° 0" East 1908 EU818861/ EU818893
18 R176 Rueness etal., 2014 Eurasia South 38° 10" North 72° 0" East 1932 EU818862/NA
19 R99 Rueness et al., 2014 Eurasia Northeast 60°9" North 32° 32" East 1910 EU818864/NA
20 R73 Rueness et al., 2014 Eurasia West 53°0" North 23° 0" East 1951 EU818881/NA
NA
21 R80 Rueness etal., 2014 Eurasia West 55°50" North 39° 28" East 1967 EU818882/NA
R100 Rueness et al., 2014 Eurasia West 58° 23" North 56° 48" East 1977 EU818884/NA
Cz13 Rueness et al., 2014 Eurasia West 50°0° North 15° 0" East NA EUB18884/NA
CZ14 Rueness etal., 2014 Eurasia West 50°0" North 15° 0" East 1994 EU818884/ EU818890
Cz15 Rueness et al., 2014 Eurasia West 50°0" North 15° 0" East 2001 EU818884/ EU818890
22 17
Cz16 Rueness etal., 2014 Eurasia West 50°0" North 15° 0" East 2001 EU818884/ EU818890
R58 Rueness et al., 2014 Eurasia West 55° 56" North 64° 26 East NA EU818885/ EU818890
NA R82 Rueness etal., 2014 Eurasia West 55°59" North 92° 48" East 1977 EU818885/NA
17 R53 Rueness etal., 2014 Eurasia West 59°9" North 61° 52" East 1940 EU818886/ EU818890
23 R187 Rueness etal., 2014 Eurasia West 53° 26" North 85° 26 East 1976 EU818887/NA
24 NA R97 Rueness etal., 2014 Eurasia West 54°33" North 33° 11" East 1993 EU818888/NA
25 R95 Rueness et al., 2014 Eurasia West 55°9" North 36° 34" East 1976 EUB18889/NA
NA NA SerpCoxallg This study Serpenteko (Navarra, Spain) NA 42058  North -1°22" East | 10696-10443 95.4% NAIKP748521
Table S2. Records of lynx (Lynx spp.) in the northern region of the Iberian Peninsula and the Pyrenees.
Species morfometric | Molecular . Approx. geographic Approx. age of
P R S Site PProX. geograp pp ge References
classification identification coordinates the lynx remains
Lynx lynx Lynx lynx | Sima Pagolusieta (Vizcaya, Spain) | 43°01" North -2° 45" East Holocene Altuna, 1980; This study
Lynx lynx Lynxlynx | Cueva Rascafio (Cantabria, Spain) | 43°17" North -3°41" East Pleistocene Altuna, 1981; This study
Lvnx Castafios, 1993a;
Lynx lynx I Urratxa Ill (Vizcaya, Spain) 43°02" North -2° 47" East NA Rodriguez-Varela et al.,
pardinus 2015
NA Lynx lynx Serpenteko (Navarra, Spain) 42°58" North -1° 22" East Holocene This study
Cueva de los Cinchos (Asturias, , , .
NA Lynx lynx Spain) ( 43°02" North -5° 56" East Holocene This study
NA Lynx lynx Pozu’l Lince (Asturias, Spain) 43° 26" North -5° 14 East Holocene This study
. g . 0 nn- 0 nq- Holocene & -
Lynx lynx NA Santimamifie (Vizcaya, Spain) 43°20" North -2° 38" East ) Castafios, 1984
Pleistocene
Lynx pardinus NA Morin (Cantabria, Spain) 43° 22" North -3° 51" East Pleistocene Altuna, 1972
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Species morfpmftrlc . Mol.elculf.ir Site Approx. ggographlc Approx. age _of References
classification identification coordinates the lynx remains
Lynx pardinus NA Lezetxiki (Guipuzcua, Spain) 43° 04 North -2° 31" East Pleistocene Altuna, 1972
Lynx pardinus NA Ermittia (Guipuzcua, Spain) 43° 16" North -2° 21" East Pleistocene Altuna, 1972
Lynx pardinus NA Tito Bustillo (Asturias, Spain) 43° 27" North -5° 04" East Pleistocene Altuna, 1976
Lynx pardinus NA Cueto de la Mina (Asturias, Spain) 43° 25" North -4° 51" East Pleistocene Castafios, 1982
Lynx pardinus NA Bolinkoba (Vizcaya, Spain) 43° 07" North -2° 38" East Pleistocene Castafios, lggg Castafios
Lynx . . on7 0 1q . Altuna, 1972; Rodriguez-
Lynx sp. pardinus Axlor (Vizcaya, Spain) 43° 07" North -2° 43'East Pleistocene Varela et al., 2015
Felis lynx NA Altamira (Cantabria, Spain) 43°22'North -4° 07" East Pleistocene Breuil & Obermaier, 1935
Felis lynx NA Las Pajucas (Vizcaya, Spain) 43° 13" North -3° 26" East Holocene Altuna, 1967
Lynx sp. NA Urtiaga (Guiptzcua, Spain) 43° 16" North -2° 19" East Pleistocene Altuna, 1972
Lynx sp. NA Lumentxa (Vizcaya, Spain) 43°21" North -2° 31" East Pleistocene Altuna, 1972
Lynx cf. spelaeus NA Erralla (Guiptzcua, Spain) 43°12" North -2° 10" East Pleistocene Altuna & hqlgggzkurrena,
Lynx cf. spelaeus NA Amalda (Guipuzcua, Spain) 43° 14" North -2° 12 East Pleistocene Altuna, 1990
Lynx cf. spelaeus NA Lezika (Vizcaya, Spain) 43°20" North -2° 38" East Pleistocene Castafios et al., 2009
Lynx cf. spelaeus NA Arrillor (Alava, Spain) 42° 58" North -2° 44" East Pleistocene Ruiz Selfa & Laurino, 1986
Lynx Holocene & Castafios, 2004; 1993b;
Lynx pardinus I Chaves (Huesca, Spain) 42° 13" North -0° 08" East ) Castafios, Rodriguez et al.,
pardinus Pleistocene 2011
Lynx cf. spelaeus NA Cueva de Gabasa (Huesca, Spain) 42°00" North 0° 25" East Pleistocene Blasco, 1997
Lynx cf. spelaeus paLr}(;yr;(us Valdegoba (Burgos, Spain) 42° 32" North -3° 46" East Pleistocene Rodriguez et al., 2011
Lynx pardinus paLr}c/I;]r))(us Portalén (Burgos, Spain) 42°21" North -3° 31" East Holocene Rodriguez et al., 2011
Lynx pardinus NA Muricecs (Lérida, Spain) 42°03" North 0° 53" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx pardinus, NA Cova L'Arbreda (Gerona, Spain) 42°9" North 2° 44" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus
Lynx cf. spelaeus NA Cova dels g;”;'i‘r?)"s (Gerona, 42016'North 20 35" East | Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus NA Cau del Duc dg{;ci)rr]r)oella (Gerona, 43°03" North 3° 07 East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus NA Castell Sa Sala (Gerona, Spain) 41°57" North 2° 22" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx sp. NA Bora Gran Carreres (Gerona, Spain) |  42° 10" North 2° 44" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx pardinus NA Cova del Coll Verdaguer 41923 North 1°54' East |  Pleistocene Daura et al., 2009
(Barcelona, Spain)
Lynx pardinus, . 049 o pa . Estévez, 1979; Daura et al.,
Lynx cf. spelaeus NA Cova del Gegant (Barcelona, Spain) |  41° 13'North 1° 46" East Pleistocene 2009
Lynx pardinus NA el R'”gcpzri‘r’]’)“ (Barcelona, | 440 16" North 1956" East | Pleistocene Daura et al., 2009
Lynx pardinus NA Abric Romani (Barcelona, Spain) 41°32" North 1°41" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx pardinus NA Muscle (Barcelona, Spain) 41°13'North 1° 46" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx pardinus pa%;’,;‘us Pefia del Moro (Barcelona, Spain) |  41°23" North 2° 04" East Holocene Rodriguez et al., 2011
Lynx pardinus paLr}(/I?r;(us Marge del Moro (Barcelona, Spain) | 41°21" North 1° 56" East Pleistocene Rodriguez et al., 2011
Lynx pardinus, Ly nx Cova del Toll (Barcelona, Spain) 41°48’ North 2° 08" East Pleistocene Rodriguez et al., 2011
Lynx cf. spelaeus pardinus
Lynx pardinus, NA Mollet I, Iil (Gerona, Spain) 42°09° North 2° 44 East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus
Lynx pardinus NA Terrasses de a Riera dells Canyars 41°17" North 1° 58" East Pleistocene Dauraetal., 2013
(Barcelona, Spain)
Lynx sp. NA Marguineda (Andorra) 42°28" North 1° 29" East Holocene Estévez, 1979
Lynx pardinus, NA Cau del Duc d'Ull4 (Gerona, Spain) |  43° 03" North 3° 07" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus
L. pardinus NA Balma de I'Espluga (Gerona, Spain) | 41°43" North 2° 09" East Holocene Estévez, 1979
L. pardinus NA Can Sadurni (Barcelona, Spain) 41°20" North 1° 54" East Holocene Nadal, 2000
Lynx sp. NA Cova de Bolet (Barcelona, Spain) 41°27" North 1° 36" East Holocene Lorenzo & Estrada, 2007
Lynx cf. spelaeus NA Cova Verda (Barcelona, Spain) 41°13'North 1° 46 East Holocene Nadal, 2000
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Species _n)orf_om?tric . Molfelculgr Site Approx. ggographic Approx. age _of R
classification identification coordinates the lynx remains
Lynx cf. spelaeus NA Cau Goges (Gerona, Spain) 41°55" North 3° 02" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus NA Olopte VI (Gerona, Spain) 42°23" North 5° 29" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx cf. spelaeus NA Reclau Viver (Gerona, Spain) 42°09" North 2° 44" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx sp. NA Graiera (Tarragona, Spain) 41°11"North 0° 34" East Pleistocene Diez & Escuer,2008
Lynx cf. spelaeus NA Toixoneres (Barcelona, Spain) 41°48" North 2° 08" East Pleistocene Estévez, 1979
Lyns sp. NA Parco (Lérida, Spain) 41°54" North 0° 56" East Holocene Estévez, 1979
Lynx sp. NA Talud de Serinya (Gerona, Spain) 42°9" North 2° 44" East Pleistocene Galobart et al., 1996
Lynx cf. sp e{aeus, NA Roc Melca (Gerona, Spain) 42°05" North 2° 35" East Pleistocene Estévez, 1979
Lynx pardinus
. . Beaufort, 1965; Clot &
. 0 o ) ;
Lynx lynx NA col d'Aran (Pyrenees, France) 43°02" North -0° 30" East Holocene Besson, 1974
Lynx lynx NA Schatzi (Pyrenees, France) 43°05" North 0° 10" East Holocene Clot & Besson, 1974
Lynx lynx NA Diable Rouge (Pyrenees, France) 43°02" North 0° 13" East Pleistocene Clot & Evin, 1986
Lynx lynx NA Espéche (Pyrenees, France) 43°03" North 0° 17" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx lynx NA Labastide (Pyrenees, France) 43°02" North 0° 21" East Pleistocene Clot, 1988
Lynx lynx, NA Montoussé (Pyrenees, France) 43°03'North 0° 24" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus
Lynx lynx NA Moustayous (Pyrenees, France) 43°01" North 0° 11" East Pleistocene Clot, 1983; Clot & Evin, 1986
Lynx lynx NA Péne (Pyrenees, France) 43°02" North 0° 30" East Holocene Clot, 1970;1%% & Besson,
. . Holocene &
0 0
Lynx lynx NA Montfort (Pyrenees, France) 42° 59" North 1° 08" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx lynx NA Riverenert (Pyrenees, France) 42° 57" North 1° 13" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus? NA Montmaurin (Pyrenees, France) 43° 14" North 0° 37" East Pli;ztlggggg & Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus NA Lherm (Pyrenees, France) 42°58" North 1° 39" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus NA Lombrives (Pyrenees, France) 42° 49" North 1° 36" East NA Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus NA Massat (Pyrenees, France) 42°53" North 1° 20" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus NA Aragé (Pyrenees, France) 42°50" North 2° 45" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynxsp. NA | Atiekondoua ‘;‘:aﬁig'a (Pyrenees, | 430 09 North -1° 02" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx sp. NA Aurensan S“g;:;'gg; (Pyrenees, | 430 09" North 0°09" East | Pleistocene Clot & Evin, 1986
Lynx sp. NA Espélugues (Pyrenees, France) |  43° 05'North -0° 03" East ﬂl"'."ce”e & | Clot & Duranthon, 1990
eistocene
Lynx sp. NA Eléphant (Pyrenees, France) 43° 04" North 0° 34" East Holpcene & Clot & Duranthon, 1990
Pleistocene
Lynx sp. NA Harpons (Pyrenees, France) 43° 14" North 0° 39" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx sp. NA Bouichéta (Pyrenees, France) 42°52" North 1° 34" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx sp. NA Mas-dAzil (Pyrenees, France) 43°04" North 1° 21" East HoI_ocene & Clot & Duranthon, 1990
Pleistocene
Lynx sp. NA Trois-Fréres (Pyrenees, France) 43°01" North 1° 12" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx lynx NA Isturitz (Pyrenees, France) 43°21" North -1° 12 East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx sp. NA Embulla (Pyrenees, France) 42° 33" North 2° 22" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx cf. spelaeus NA La Tute de Ci:args:;%r)e (Pyrenees, 43°06" North -0° 36" East Holocene Altuna, 1972
Lynx cf. spelaeus NA Crouzade (Pyrenees, France) 43°07" North 3° 05" East Pleistocene Clot & Duranthon, 1990
Lynx lynx NA Gargas (Pyrenees, France) 43°03" North 0° 32" East Pleistocene San Juan-Foucher etal.

2012

* Lynx remains classified as Lynx pardinus spelaeus, Lynx spelaeus = Lynx spelaea are named here as Lynx cf. spelaeus.

109




Artliculo 111

5
. <
’
\ ;
q}»"

) B autochthonous

B reintroduced

Figure S1. Extant geographic Eurasian lynx distribution. In blue and red are represented the areas with auto-
chthonous and reintroduced populations respectively. Modify from http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=12519
and Arx et al., 2009.

Supporting information references

Altuna, J. & Mariezkurrena, K. (1985). Bases de subsistencia de los pobladores de Erralla:
Macromamiferos. Munibe 37, 87-117.

Altuna, J. (1967). Cuevas sepulcrales de Vizcaya. Estudio paleontologico de los mamiferos
hallados en los estratos arqueologicos. Munibe 19, 227-230.

Altuna, J. (1972). Fauna de Mamiferos de los yacimientos prehistéricos de Guiptizcoa. Munibe
24, 1-464.

Altuna, J. (1976). Los Mamiferos del yacimiento prehistorico de Tito Bustillo (Asturias). In
Excavaciones en la cueva de Tito Bustillo (Asturias): Trabajos de 1975: 149—-194. Moure, J.A &
Cano, M. (Eds). Instituto de Estudios Asturianos.

Altuna, J. (1980). Hallazgo de un lince noérdico (Lynx I[ynx. Mammalia) en la sima de
Pagolusieta, Gorbea (Vizcaya). Munibe 32, 317-322.

Altuna, J. (1981). Restos 6seos del yacimiento prehistérico del Rascaio. Centro de Investigacion
v Museo de Altamira monografias 3, 223-269.

Altuna, J. (1990). Caza y alimentacion procedente de macromamiferos durante el Paleolitico de
Amalda. In La cueva de Amalda (P. Vasco) ocupaciones paleoliticas y postpaleoliticas: 149—
192. Altuna, J., Baleron, A & Meriezkurrena, K. (Eds). Sociedad de Estudios Vascos serie B, 4.

Arx, M., Breitenmoser-Wiirsten, C. & Breitenmoser, U. (2009). Lessons from the reintroduction
of the Eurasian lynx in Central and West Europe. In lberian Lynx ex situ Conservation: An
Interdisciplinary Approach: 402—410. Vargas, A., Breitenmoser, C. & Breitenmoser, U. (Eds).
Fundacién Biodiversidad, Madrid, Spain.

Beaufort, F. de (1965). Lynx des Pyrénées, Felis (L.) Lynx lynx (L.). Mammalia 29, 598—601.

110


http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=12519

Articulo 111

Blasco, M-F. (1997). In the pursuit of game: the Mousterian cave site of Gabasa I in the Spanish
Pyrenees. J. Anthr. Res. 53, 177-217.

Breuil, H. & Obermaier, H. (1935). The Cave of Altamira at Santillana del Mar, Spain. Madrid.

Castafios, P. (1982). Estudio de los macromamiferos del yacimiento prehistérico de Cueto de la
Mina Asturias. Boletin del Instituto de Estudios Asturianos 105-106, 43—-86.

Castaios, P. (1983). Estudio de los Macromamiferos del yacimiento prehistorico de Bolinkoba
(Abadino-Vizcaya). Kobie 13, 261-298.

Castafios, P. (1984). Estudio de los Macromamiferos de la Cueva de Santimamifie (Vizcaya).
Kobie 14, 235-318.

Castanios, P. (1986). Los macromamiferos del Pleistoceno y Holoceno de Vizcaya. Tesis
Doctoral. Bilbao.

Castafios, P. (1993a). Estudio de los macromamiferos de la cueva de Urratxa III (Orozco,
Bizkaia). Kobie 20, 87-107.

Castafios, P. (1993b). Estudio de los macromamiferos de los niveles paleoliticos de Chaves
(Huesca). Bolskan: Revista de Arqueologia del Instituto de Estudios Altoaragoneses 10, 9-30.

Castafios, P. (2004). Estudio arqueozoologico de los macromamiferos del Neolitico de la Cueva
de Chaves (Huesca). Saldvie: Estudios de prehistoria y arqueologia 4, 125-172.

Castafios, P., Murelaga, X., Bailon, S., Catafios, J., Saez de La fuente, X & Suarez, O. (2009).
Estudio de los vertebrados del yacimiento de Lezikako Koba (Kortezubi, Bizkaia). Kobie 28, 25—
50.

Clot, A & Duranthon, F. (1990). Les mammiferes fossiles du Quaternaire dans les Pyrénées.
Toulouse, Muséum d'Historie Naturelle de Toulouse.

Clot, A. & Besson, J.P. (1974). Nouveaux restes osseux de Lynx dans les Pyrénées. Bull. Soc.
d ‘Hist. Naturelle de Toulouse 110, 157-169.

Clot, A. & Evin, J. (1986). Gisements naturels pléistocenes et holoceénes des cavités des Pyrénées
Occidentales francaises: inventaire et datages '*C. Munibe 38, 185-194.

Clot, A. (1970). Le gouffre de Péne, commune de Montégut (Hautes-Pyrénées), Description et
Faune. Bull. Soc. Ramond. 105, 35-42.

Clot, A. (1983). Le Lynx des Moustayous (Saint-P¢é-de-Bigorre, Hautes-Pyrénées). Bull. Centre
Aturien Rech. sous Terre 4, 88-94.

Clot, A. (1988). Faune magdalénienne de la grande grotte de Labastide (Hautes-Pyrénées,
France). Munibe 40, 21-44.

Daura, J., Sanz, M., Garcia, N., Allu¢, E., Vaquero, M., Fierro, E., Carrion, J.S., Lépez-Garcia,
J.M., Blain, H. A., Sanchez-Marco, A., Valls, C., Albert, R.M., Forn¢s, J. J., Julia, R., Fullola,
J.M., & Zilhdo, J. (2013). Terrasses de la Riera dels Canyars (Barcelona, Spain): the landscape
of Heinrich Event 4 north of the “Ebro Frontier” and implications for modern human dispersal
into Iberia. Quat. Sci. Rev, 60, 26—48.

111



Artliculo 111

Daura, J., Sanz, M., Vaquero, M., Allué, E., Subira, M.E., Fullola, J.M., Fornos, J.J., Torres, T.,
Ortiz, J.E. & Julia, R. (2009). Noves dades sobre el poblament paleolitic al massis del Garraf-
Ordal. Tribuna d’Arqueologia 2007-2008, 127—-146.

Diez, M.G., & Escuer, A.C.I. (2009). Evidencia grafica mueble del Paleolitico superior antiguo:
La Balma de la Griera (Calafell, Baix Penedé¢s, Tarragona). Zephyrvs 56.

Estévez, J. (1979). La fauna del Pleistoceno catalan. Tesis doctoral.

Galobart, A., Maroto, J. & Ros, X., (1996). Las faunas cuaternarias de mamiferos de la cuenca
de Banyoles-Besalu (Girona). Revista Espariola de Paleontologia, N. Extraordinario, 248-255.

Lorenzo, J.N. & Estrada, A. (2007). Les estratégies de caga durant I'epipaleolitic a 1'Alt Penedés.
Del Penedes 14, 35.

Nadal, J. (2000). La fauna de mamifers al Garraf a través del registre arqueologic. Il Trobada
d’estudiosos del Garraf, 165—170.

Rodriguez, R., Ramirez, O., Valdiosera, C.E., Garcia, N., Alda, F., Madurell-Malapeira, J.,
Marmi, J., Doadrio, 1., Willerslev, E., Gotherstrom, A., Arsuaga, J.L., Thomas, M.G., Lalueza-

Fox, C. & Dalén, L. (2011). 50,000 years of genetic uniformity in the critically endangered
Iberian lynx. Mol. Ecol. 20, 3785-3795.

Rodriguez-Varela, R., Tagliacozzo, A., Urea, 1., Garcia, N., Crégut-Bonnoure, E., Mannino, M-
A., Arsuaga, J.L. & Valdiosera, C. (2015). Genetic evidence of Iberian lynx palacoendemism.
Quat. Sci. Rev. 112, 172—180.

Rueness, E.K., Naidenko, S., Trosvik, P. & Stenseth, N.C. (2014). Large-Scale Genetic
Structuring of a Widely Distributed Carnivore - The Eurasian Lynx (Lynx lynx). PLoS ONE 9,
€93675. doi:10.1371/journal.pone.0093675.

Ruiz Selfa, S. & Laurino, M. (1986). Estudio biométrico de la mandibula del Lince de la cueva
de Arrillor. Felis (Lynx) spelaea...? (Boule 1906). Estudios del Instituto Alavés de la Naturaleza
1, 35-44.

San Juan-Foucher, C., Foucher, P., Cap, H., & Vercoutere, C. (2012). Découverte d’une dent
perforée de Lynx boréal dans les niveaux gravettiens de la grotte de Gargas (Hautes-Pyrénées,
France). Bull. Soc. d ‘Hist. Naturelle de Toulouse 148, 83-92.

112



Resultados

6.3.3 Conclusiones articulo 111

En este estudio se ha confirmado por primera vez, genéticamente, la presencia del lince boreal en
la peninsula ibérica desde finales del Pleistoceno hasta hace unos siglos. Gracias a los analisis de
ADNmt y a las dataciones directas de radiocarbono se han identificado como lince boreal restos
inéditos de Asturias y Navarra y se han podido confirmar o desmentir restos previamente
atribuidos a una de las dos especies de lince con arreglo a caracteres morfométricos. Nuestros
resultados sugieren una discontinuidad con respecto a la especie de lince que habito en la cornisa
cantabrica. Segun ellos, habria sido el lince ibérico el principal habitante de esta region en la
mayor parte del Pleistoceno para desaparecer en favor del lince boreal durante el Holoceno. Se
puede comprobar que la distribucion del lince boreal en la peninsula ibérica se reduce
exclusivamente a la cornisa cantdbrica, siendo el ejemplar mas antiguo encontrado en ella hasta
la fecha el de Rascafio, en Cantabria, datado en el limite entre el Pleistoceno y el Holoceno.
Durante el Holoceno la distribucion de ambas especies de lince en la peninsula ibérica coincide
con las dos regiones biogeograficas o fitoclimaticas (Rivas-Martinez, 1987), de modo que el

lince boreal habitard la region eurosiberiana y el lince ibérico la mediterranea.

El analisis del ADNmt de restos de linces boreales pertenecientes a poblaciones extintas del
oeste de Europa ha permitido conocer su estructura filogeografica. Estos analisis filogeograficos
muestran que en el pasado habia un mayor flujo genético entre los linces boreales y que la
estructura genética (siguiendo un gradiente este-oeste) de las poblaciones actuales de linces

boreales no estaba presentes en el pasado.
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6.4. Articulo IV inédito

Variaciones genéticas temporales y espaciales en el topillo de Cabrera.

Autores: Ricardo Rodriguez-Varela., César Laplana., Pere M. Guillen Calatayud., Jean-Claude
Marquet., Juan Manuel Lopez Garcia., Silvia Valenzuela Lamas., Juan Luis Arsuaga., Cristina

Valdiosera.

Resumen

El topillo de Cabrera, Microtus cabrerae, es una especie endémica y amenazada de la peninsula
ibérica. En el pasado presentaba una mayor distribucion, llegando a ocupar hasta el sur de
Francia. Desde el Pleistoceno Superior esta especie ha sufrido importantes variaciones
demograficas a consecuencia de factores ambientales y, mas recientemente, también antropicos.
Para constatar si ha habido cuellos de botellas que hayan reducido la diversidad genética de las
poblaciones actuales se ha analizado un fragmento del citocromo b en una serie cronoldgica de
muestras de topillo de Cabrera (n=38), desde el Pleistoceno Superior a la actualidad. Los
resultados obtenidos concuerdan con el registro fosil, mostrando un incremento de la diversidad
genética durante el Neolitico con una ligera pérdida de variabilidad genética desde entonces
hasta la Edad de los Metales que se ve acentuada cuando se compara con las poblaciones
actuales. Los andlisis realizados sugieren cierta continuidad poblacional desde finales del

Pleistoceno hasta época romana, que se ve interrumpida en tiempos historicos.

Introduccion

El topillo de Cabrera, Microtus cabrerae, es una especie endémica y amenazada de la peninsula
ibérica. Su area de distribucion histdrica se extendia por gran parte de la peninsula ibérica y sur
de Francia (Lopez-Martinez, 2003; Laplana y Sevilla, 2013). En la actualidad esta especie,
clasificada como casi amenazada por la lista roja de la IUCN, sobrevive en varias poblaciones
aisladas de distintos puntos de la peninsula ibérica, las cuales se encuentran en regresion (IUCN,

2015; Fernandez-Salvador, 2007; Mira et al., 2008; Garrido-Garcia et al., 2013).

El topillo de Cabrera es una especie muy dependiente de su hébitat (zonas hiimedas dentro del
ecosistema mediterraneo), lo que la hace muy vulnerable a los cambios climaticos y a las

actividades humanas como la agricultura (Pita ef al., 2014).
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Con arreglo a su presencia/ausencia en el registro paleontolégico, Laplana y Sevilla, (2013)
analizaron las variaciones en el area de distribucion del topillo de Cabrera desde el Pleistoceno
Superior a épocas historicas. En el MIS2 documentan la primera regresion en la distribucion de
Microtus cabrerae. La especie desaparece en el sureste de Francia y en el centro de Espana,
donde habia estado presente desde el principio del Pleistoceno Superior. Esta contraccion de su
rango se atribuye a la caida de las precipitaciones y de la temperatura durante este periodo.
Durante el principio de Holoceno hay una rdpida recolonizacién de las areas previamente
abandonadas y, durante el Neolitico, se da un incremento significativo de registros. A partir de
ese punto se observa un gradual descenso de registros hasta el periodo romano, intensificado
desde hace unos 2000 afios en adelante, con la desaparicion final de la especie en el suroeste de
Francia y noroeste de Iberia. Esta segunda reduccion en las poblaciones se relaciona con la
aridificaciéon de la region mediterrdnea, que empezd a mediados del Holoceno y ha sido

incrementada por la modificacion humana del terreno (Laplana y Sevilla, 2013).

Segun el tiempo que hayan permanecido aisladas las diferentes poblaciones de topillo de Cabrera
cabe o no esperar que se haya producido una diferenciacion genética entre las distintas
poblaciones. Este aislamiento, que pudo haberse iniciado en los tltimos dos milenios y verse
intensificado con el desarrollo de la agricultura en los ultimos siglos, podria ser el causante de
una restriccion del flujo genético entre las distintas poblaciones (Blanco y Gonzélez, 1992;

Cabral et al., 2005).

El analisis de la evolucion del ADNmt del topillo de Cabrera es especialmente interesante, ya
que el género Microtus presenta una de las mayores tasas evolutivas documentadas en mamiferos
(Martin y Palumbi, 1993; Triant y De Woody, 2006). En este estudio se ha analizado la regién
mas variable del citocromo b de restos de topillo de Cabrera en series cronologicas para
relacionar sus cambios en la diversidad genética con sus extinciones locales en Francia y otras
regiones, desde el Ultimo Maximo Glaciar a la actualidad, con el objetivo de arrojar luz sobre la
causa de dichas extinciones y contrastar las siguientes hipotesis: 1) se produjo durante el
Neolitico un aumento de la diversidad genética a consecuencia de la expansion poblacional que
sugiere el registro fosil; ii) hubo una reduccidon paulatina de la diversidad genética desde el
Neolitico a la actualidad; iii) se detecta algiin cuello de botella a partir del analisis del citocromo
b en muestras de Microtus cabrerae de distintas épocas; iiii) sobreviven los haplotipos que
estaban exclusivamente presentes en yacimientos franceses y los encontrados en otros
yacimientos de regiones donde la especie ha desaparecido en las poblaciones actuales, o, por el
contrario, dichos haplotipos se han extinguido junto con las poblaciones que los portaban. De

validarse la Ultima hipdtesis podria ser un indicador de “habitat tracking”, es decir, que las
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poblaciones han sido capaces de contraerse con su hébitat, a medida que las condiciones

ambientales hacian que su area de distribucion se redujera.

Material y Métodos
Muestreo y extraccion de ADN

Se han analizado 70 muestras (dientes y huesos) de Microtus cabrerae con edades comprendidas
entre el Pleistoceno Superior y la actualidad. En 38 de las muestras analizadas (Fig. 1a) se ha
conseguido obtener un fragmento completo de 345 pb del citocromo b. Para ello se han usado 5
pares de oligonucledtidos (Tabla la). Las edades de las muestras de las que se ha podido
secuenciar el fragmento completo objeto de estudio van desde el Epimagdaleniense (~12 000
BP) hasta la actualidad (Tabla 2a). Para las muestras modernas se obtuvo el citocromo b (1196
pb) con 4 pares de oligonucleétidos (Tabla la). Las secuencias de las muestras actuales,
obtenidas a partir de egagropilas, fueron procesadas en el laboratorio de ADN moderno en el
Center de GeoGenetics de la Universidad de Copenhague. Ademas se han usado todas las
secuencias de topillo de Cabrera del citocromo b disponibles en el GenBank. Los restos antiguos
provienen de la peninsula ibérica y Francia (Fig. 1a). Unicamente se han elegido restos de topillo
de Cabrera que hubieran sido datados por dataciones indirectas de material asociado o por estar
en niveles dentro de un contexto cultural bien definido. Las muestras consistentes en dientes de
Microtus, debido a su reducido tamafio, se digirieron directamente en el tampdon de digestion,
mientras que los huesos se redujeron a polvo de hueso mediante N2 en un Spex 6700 Freezer
Mill, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A partir del polvo de hueso o diente fue
extraido el ADN siguiendo el protocolo modificado de Yang et al. (1998). Todos los restos
antiguos fueron amplificados en el laboratorio de ADN antiguo del Centro Mixto UCM-ISCIII
de Madrid.

Tabla la. Secuencias de los oligonucledtidos y tamafo de los amplicones del citocromo b obtenidos en este estudio.

Oligonucledtido Secuencia (5’-3’) pm-l;la::::?pb) Muestras

MC1F/MC2R CGGAGCTTCTATATTCTTC/GCAAATAGTAGAATAATCC 74 pb

P3AF/P3AR GCCGAGACGTAAACTATGGG/GTTGTAGGAGCCGTAGTAGATC 74 pb

P3BF/P3BR CATCTGCCTCTTCCTCCACG/CCCATAAATGCTGTTGCTATTACG 73 pb ]
P4AF/P4AR GAAACATGAAACATGGGGATTATTC/GCTGATAGTAGGTTTGTAATTACTG 75 pb antiguas
P4BF/P4BR GTCCTACCATGAGGACAAATATCC/GCTTTATCTACTGAGAAGCCACC 78 pb

MC3F/MC4R GCTGACAAAATCCCGTTCC/GGTCTCCGAGTGCATCTG 79 pb

P1FAP/3RA CTATGACCAATGACCTGAAAAATC/ GTTGTAGGAGCCGTAGTAGATC 331 pb

P3BF/P5BR CATCTGCCTCTTCCTCCACG/ GATTTTGTCAGCGTCTGAGTTTAGG 326 pb

PBAF/PBAR CCTTCACGAAACAGGATCTAAC/ CCAGGATTCAGTAAATTGATTGCG 343 pb modemas
P7BF/P9BR CCACACATTAAGCCAGAATGGTAC/CATTACTGGTTTACAAGACCAGCG 346 pb
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Amplificacion por PCR

Se usaron 2 pul de extracto de ADN en un total de 25 pl de reaccion consistente en 1X PCR
buffer (Naxo), | mM MgCl2 (Naxo), 0.8 pg/ul de BSA (Sigma), 0.2 mM dNTPs (Sigma), 0.2
uM, de cada oligonucledtido y 4 unidades de HotStar Taq DNA Polymerase (Naxo). Las
condiciones del termociclador son las mismas a las utilizadas en el articulo I con la excepcion de
la temperatura de anillamiento de los oligonucledtidos, que en este estudio es de 60°C. Los
amplicones han sido secuenciados y purificados como se refiere en el articulo III. Las secuencias

obtenidas se han editado con el programa Sequencher v.4 y alineadas manualmente usando el

software MEGA v. 6 (Tamura et al., 2013).

Autenticidad de los resultados

Se amplificé 1 blanco de extraccion y 1 blanco de PCR por cada 4 muestras para detectar
posibles fuentes de contaminacién. Los oligonucledtidos fueron especificamente disefiados en
este estudio para amplificar fragmentos del citocromo b de topillo de Cabrera. Los fragmentos
amplificados se solapan entre si, por lo que se obtiene parte de la misma secuencia con diferentes
oligonucledtidos. Esto dificulta la posibilidad de amplificar NUMTs (Den Tex et al., 2010) y
proporciona una réplica independiente de la parte de cada secuencia mas susceptible de sufrir

dafio y errores de secuenciacion (los extremos 3y 57).

Red de haplotipos

Con el objetivo de observar los cambios en la distribucion de los haplotipos a lo largo del
tiempo, se construyd una red de haplotipos realizada mediante andlisis estadisticos de parsimonia
para cuatro periodos de tiempo (Mesolitico, Neolitico, Edad de los Metales y actual) (Fig. 2a).
Las secuencias utilizadas provienen de muestras antiguas y modernas obtenidas en este estudio
junto con las secuencias modernas depositas en el GenBank. Se usé la secuencia de comandos
TempNet (Prost y Anderson, 2011) en R (R development Core Team, 2008) para construir una
red estadisticamente parsimoniosa de haplotipos para 4 periodos temporales (Mesolitico,

Neolitico, Edad de los Metales y actual).

indices de diversidad

Se uso el programa Arlequin (ver 3.0) (Excoffier et al., 2005) para comparar los indices estandar
de diversidad genética (H, diversidad nucleotidica) y los test de neutralidad (Tajima’s D, Fu y Li
Fs) entre las muestras de topillo de Cabrera pertenecientes a los diferentes periodos considerados

(Mesolitico, Neolitico, Edad de los Metales y modernas) (Tabla 3a).
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(O Antiguos
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Fig.1a. Localidades de las muestras analizadas en este trabajo. Todas las secuencias de las muestras modernas procedentes de Portugal han sido

previamente publicadas y obtenidas del GenBank.

Resultados y discusion

Como se puede apreciar en la red de haplotipos (Fig. 2a), los resultados obtenidos son
congruentes con lo observado por Laplana y Sevilla (2013) a partir del registro fosil. Se aprecia
una mayor diversidad de haplotipos durante el Neolitico, que concuerda con la expansion de las
poblaciones durante este periodo. Durante la edad de los metales disminuye ligeramente la
diversidad genética, la cual sufrird un acusado descenso en las poblaciones actuales. Es
importante tener en cuenta que la falta de diversidad genética observada en las poblaciones
actuales puede verse sesgada por el tipo de muestreo, ya que la mayoria de las muestras actuales
analizadas son de Portugal.

La red de haplotipos indica una cierta continuidad poblacional desde el Mesolitico hasta la Edad
de los Metales, que no tiene continuidad en la actualidad. Ninguno de los haplotipos observados

en muestras antiguas sobrevive en las poblaciones actuales (Fig. 2a).
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Fig. 2a. La distribucion de los haplotipos de topillo de Cabrera se representa mediante una red de haplotipos realizada mediante analisis
estadisticos de parsimonia para cuatro periodos (Mesolitico en rojo, Neolitico en verde, Edad de los Metales en azul y moderno o actual en
amarillo). El nimero del interior de las elipses se corresponde con el niimero de haplotipo (ver Tabla 2a para saber qué muestras pertenecen a
cada haplotipo). El tamaiio de las elipses es proporcional al nimero de individuos por haplotipo. Las lineas entre cada haplotipo consecutivo
representan una mutacion. Cada bola negra representa la ausencia de un haplotipo. Las bolas blancas representan haplotipos que faltan solo en un

determinado periodo.
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Tabla 2a. Localidad, edad y el nimero de muestras correspondientes a cada haplotipo utilizado en la (Fig. 2a). Después del lugar de procedencia

se indica entre paréntesis el nimero de muestras analizadas de esa localidad en aquellos casos en los que hay mas de una muestra.

Nimero de Secuencias
Haplotipo secuencias pertenecientes a Edad Localidad Referencia
cada haplotipo
1 20 AY513789 Grandola(18), Idanha-a-Velha(2) (Portugal) Jaarola etal, 2004 Barbosa etal,
AY513788 Alandrén (Portugal) Jaarola et al., 2004
2 3 GU954322 )
DQ663660 Cauda (Portugal) Fink et al., 2008
3 9 JX284284 Portugal Paupério et al., 2012
JX457760 Vila Nova de Milfontes (Portugal)
JX457756 Modernas Sines( 3), CSaStFO(;/;e(rge, Evo:’;a (Portugal)
ines ortuga Barb tal. 2001
4 2 JX4sTTST Tua river(7), Milhais, Mirandela, Brunheda, Murca arbosa et al., 20013
JX457759
JX457758 (Portugal)
Vila Nova de Milfontes(2), Sines (Portugal)
MCEUAFa
MCEUAFc . .
5 4 MCEUAFp La Unde, Aiora (Valencia)
MCEUAHu
6 1 JAR1
JAR2
JAR3
7 5 JARS Hierro Valdetorres de Jarama (Madrid)
JARG
JAR7
8 1 JAR4
9 9 1SP Neolitico Sima del Pozo de Cerdafia (Valencia)
28ALP Hierro Alorda Park (Tarragona)
10 2 2CB
31CB Neolitico Cova de Bolumini (Alicante)
11 1 3CB
12 1 5CAT Hierro Alorda Park (Tarragona)
6CO Neolitico Cova Colomera (Lérida)
32CLAM . . i, .
s . 43CLAM Mesolitico Cingle de L"Aigua (Castellon) Este estudio
38ALP
58ALP Hierro Alorda Park (Tarragona)
67CMC N Cingle del Mas Cremat (Castellon)
Neolitico
14 9 TFF
15FF Bronce . )
15 1 12FF Calcolitico Abri de Font-Juvenal (Franma)
16 1 14FF Neolitico
37FA
Mesoliti
STFA eSOMeo Grotte de I'Abeurador (Francia)
17 6 17FA
54FA
66FF Abri de Font-Juvenal (Francia)
SSFF Neolitico
18 1 21CMC . .
9 1 41CNC Cingle del Mas Cremat (Castellon)
20 ! 48FF Calcolitico Abri de Font-Juvenal (Francia)
21 1 S2FF Neoltico
22 1 65FA Grotte de I'Abeurador (Francia)

Los resultados preliminares de los analisis sugieren que esta especie presentaba una mayor

diversidad en el pasado. La presencia de los mismos haplotipos en muestras de yacimientos

franceses o ibéricos durante distintos periodos consecutivos indica una cierta continuidad

poblacional desde el Mesolitico hasta el fin de la Edad de los Metales (Tabla 2a, Fig. 2a). Sin

embargo, no se ha encontrado ningin haplotipo antiguo en las muestras modernas. Estos

resultados sugieren que ha tenido lugar uno o varios cuellos de botella o que se ha producido un
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reemplazamiento poblacional en algin momento desde la final de la Edad de los Metales a la

actualidad

La comparacion de los niveles de diversidad genética entre las poblaciones modernas y las que
habitaron en el pasado debe tomarse con cautela, debido a que las muestras antiguas analizadas
no son sincrénicas, ni siquiera aquellas que pertenecen a un mismo periodo arqueoldgico.
Ademas hay que tener en cuenta que hay poblaciones modernas de topillo de Cabrera de muchas
regiones de la peninsula ibérica que no estan representadas ya que todavia no se ha secuenciado
el citocromo b de ningun individuo. Todo esto dificulta la comparacion de los patrones

filogeograficos y los indices de diversidad genética entre las muestras antiguas y las modernas.

Tabla 3a. L, longitud en nimero de nucledtidos; N, niimero de secuencias; N haplotipos, nimero de haplotipos; N poli, nimero de sitios

polimorficos; H, diversidad génica (i.e., diversidad haplotidica); Diversidad nucleotidica; Pi (Theta); Tajima D; Fu's Fs test estadisticos.

S FoEEe b Haplgltipos p’(\)lli . n?]i(‘:llt::r:tii(:i?ga - LAl Vzl(l.lpt;) T C:IISZ)
Modemo | 53 5 B | e | P teoa | Totoos e | 043024 | 011030 | 110457 | 0.44050
» Flagdelos | 14 9 11| T | O oasr | 351080 | 0.06553 | 0.08130 | 255911 | 0.00830
Neolico | 14 1 o | OF0T0% | OUOTISE | 2461938 % | 084570 | 0.01450 | 7.48264 | 0.00000
Mesoliico | 6 2 3 0@??%* Oé?gggggsi 1832222* 112414 | 026280 | 250644 | 0.76550

Las diferencias geograficas en el nimero de muestras y en el intervalo de tiempo que abarca
cada periodo dificultan la comparacion de los indices de diversidad genética entre los distintos
periodos analizados. A pesar de estas limitaciones, los datos obtenidos sugieren un claro
incremento de la diversidad genética en el Neolitico. Del Neolitico a la edad de los Metales se
mantienen similares valores de diversidad genética (se reduce el nimero de haplotipos pero
aumenta la diversidad nucleotidica). Por el contrario, en las poblaciones actuales se observa una
reduccion en todos los indices de diversidad a pesar de ser mayor el tamafo de muestra (Tabla

3a).

El significativo valor negativo observado en los pardmetros Tajima D y Fu's Fs test de las
poblaciones Neoliticas (P<0.05) (Tabla 3a) podria ser el resultado de una expansion poblacional,

lo que encajaria con lo observado en el registro fosil (Laplana y Sevilla, 2013).
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Trabajos en curso

Esta previsto continuar y ampliar el muestreo, tanto de las poblaciones actuales de topillo de
Cabrera, como de poblaciones extintas de edades que abarcan los ultimos 25 000 afios. Para
poder conocer tanto la estructura filogeografica de las poblaciones actuales del topillo de Cabrera
como sus niveles de diversidad genética, es imprescindible muestrear individuos pertenecientes a
poblaciones a lo largo de toda su distribucion actual. Una vez esté bien definida la estructura
genética de las poblaciones actuales de topillos se podra reconstruir, con mas precision a medida
que se vayan analizando madas restos antiguos, la historia evolutiva y demografica para el
citocromo b. Esto permitira inferir las causas y consecuencias de las fluctuaciones demograficas
y extinciones locales de esta especie en el pasado. Lo cual, a su vez, podra servir de modelo para
predecir el comportamiento de esta especie amenazada ante la actual pérdida de habitat

provocada por los cambios ambientales y las perturbaciones antropicas.
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7. Discusioén

La extraccion y analisis del ADNmt de restos de lince de diferentes yacimientos de Europa ha
permitido identificar a nivel especifico restos erroneamente identificados o que no habian podido
asignarse con seguridad a ninguna de las dos especies actuales (Fig. 12). Las muestras analizadas
abarcan un intervalos de edad que engloba los ultimos 50 000 afios y pertenecen, tanto al lince
ibérico, como al boreal, asi como muestras morfométricamente clasificadas como Lynx sp. y

Lynx cf. spelaeus.
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Fig. 12. Mapa de los sitios muestreados en los que han sido obtenidos resultados positivos que permiten la asignacion especifica de cada resto con

arreglo a su ADNmt. Ver detalles de las muestras de cada yacimiento en Tabla 2. Mapa fisico modificado de www.primap.com.

Todas las muestras de lince ibérico de la peninsula ibérica, analizadas en esta tesis, muestran un
mismo y Unico haplotipo para la region control. Este haplotipo es ¢l que esta fijado en las
poblaciones actuales que sobreviven en Donana y Sierra Morena. Estos resultados son inusuales,
ya que las muestras abarcan un amplio periodo de tiempo y estan distribuidas a lo largo de toda
la peninsula ibérica. Solo al incluir muestras de fuera de la peninsula ibérica se ha encontrado

una minima variacion en la region control (Fig. 13). En contra de lo esperado, cuando se
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amplificé parte del citocromo b de varias muestras de lince ibérico, de las que previamente se
habia amplificado la region control (articulo I), asi como del resto de las muestras de los linces
ibéricos italianos y franceses (articulo II), se encontrd una mayor diversidad genética en este gen
que en la regioén control (Fig. 13). Estos resultados apoyan la relativa diversidad de este gen,
observada tras el analisis de heces de lince recogidas en los montes de Toledo (Alda et al.,
2008). Sin embargo, contrastan con la mayoria de los estudios, incluidos los realizados en las dos
poblaciones actuales de lince ibérico (Casas-Marce et al., 2013), ya que generalmente el
citocromo b es una regién mas conservadora y mucho menos variable que la region control,
considerada la regién con una mayor tasa de mutacion del ADNmt (Aquadro y Greenberg, 1983;
Hoelzel y Dover, 1991; Brown et al., 1993; Lopez et al., 1997). Para explicar estos resultados

seran necesarios mas estudios y amplificar el citocromo b de mas restos de lince ibérico.

Varios restos de lince del norte de Espafia, Francia e Italia, que morfométricamente se
clasificaron como Lynx lynx, Lynx sp. o Lynx cf. spelaeus debido a su gran tamafio (fuera del
rango de los actuales linces ibéricos) (ver Tabla 2), fueron genéticamente identificados en este
trabajo como linces ibéricos (L. pardinus pardinus). Los resultados obtenidos corroboran la
dificultad de una identificacion a nivel especifico, con base en criterios morfométricos, a partir
de restos postcraneales fragmentados. Estos datos ponen de manifiesto que los linces,
especialmente los de fuera de la peninsula ibérica, tenian un mayor tamafio durante el
Pleistoceno Superior. Diferentes estudios han demostrado que los linces pueden modificar su
tamafio en base a factores bidticos y abioticos. Por ejemplo el lince rojo (Lynx rufus), que ocupa
una amplia area de distribucion, muestra variaciones geograficas significativas en su tamaio
corporal, que tiende a aumentar en ambientes frios, a latitudes y altitudes elevadas (Wiggington
y Dobson, 1999). En los linces canadienses (Lynx canadensis) se ha puesto de manifiesto que su
tamano corporal estd inversamente relacionado con su densidad de poblacion (Yom-Tov et al.,
2007). Otros félidos, como los pumas americanos (Puma concolor), también muestran
variaciones geograficas significativas en su tamafio, siendo este mayor en los pumas que viven
mas alejados del ecuador. Esta variacion geografica es atribuida a las diferencias latitudinales y
dietéticas (Iriarte et al., 1990; Gay et al., 1996). El gran tamafio de los linces ibéricos de Arene
Candide (Italia) se atribuye a la plasticidad intraespecifica de algunos félidos. No hay evidencias
de que los linces ibéricos del Pleistoceno Superior tuvieran una dieta diferente de la de los linces
actuales. Asi pues, esta variacion en el tamafio corporal puede ser debida a la adaptacion a un
ambiente diferente, en este caso a un ambiente ligeramente mas frio, asociado al periodo LGM,
seglin las dataciones obtenidas en este trabajo (Tabla 2). Sin embargo, para probar esta hipotesis

se precisa un estudio detallado y un muestreo mas extensivo en Francia y otras regiones.
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Gracias a la identificacion molecular de varios restos de lince se ha podido confirmar
genéticamente la presencia, por un lado, del lince ibérico en el norte de Italia y sur de Francia
durante el Pleistoceno Superior y el Holoceno, respectivamente; y, por el otro lado, la del lince
boreal en el norte de Espania desde la transicion del Pleistoceno al Holoceno hasta el siglo XVI.
Estos resultados amplian el rango de distribucion de ambas especies. Ademas se ha documentado
la coexistencia de las dos especies de lince palearticos actuales en el yacimiento de Arene

Candide (norte de Italia) durante el Pleistoceno Superior.

Los restos analizados en esta tesis, morfométricamente clasificados como Lynx cf. spelaeus,
presentan exactamente el mismo haplotipo mitocondrial o varian en solo una substitucion
nucleotidica (una transicion) de los linces ibéricos actuales y extintos de la peninsula ibérica
(Fig. 13, Tabla 2). Estos resultados sugieren que no hay argumentos, desde el punto de vista del
ADNmt, para clasificar al conjunto de restos asignados al Lynx cf. spelaeus del Pleistoceno

Superior como una especie o incluso como una subespecie diferente al lince ibérico.

La muestras AC17, AC18 y Arene 10485 (Arene Candide) (Tabla 2), identificadas en este
trabajo como linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus), fueron medida y estudiadas por Cassoli y
Tagliacozzo (1994) y clasificadas con arreglo a su tamafio como linces boreales (Lynx lynx). Las
muestras AC4 y ACI2 (Arene Candide) (Tabla 2), que también han sido genéticamente
clasificadas como linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus) en este trabajo, presentan unas
medidas que los sitian dentro del rango de variabiladad de Lynx pardinus spelaeus = Lynx
spelaea, por lo que fueron clasificadas como Lynx cf. spelaea (Cassoli y Tagliacozzo, 1994).
Otras muestras como las de Axulna o Urratxa III (Espafa) y Cabias (Francia), las cuales no
pudieron ser identificadas a nivel especifico o se han atribuido al lince boreal, han sido

genéticamente identificadas en este trabajo como linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus).

Los resultados obtenidos en al articulo II confirman la posible coexistencia de ambas especies de
lince palearticas en el yacimiento de Arene Candide durante el Pleistoceno Superior (Cardini,
1947; Cassoli y Tagliacozzo, 1994). Este escenario abre la posibilidad de que hubiese habido
episodios esporadicos de hibridacion entre ambas especies, como se ha documentado en América
del Norte entre el lince rojo y el lince canadiense (Schwartz et al., 2004). Este hipotético
escenario de hibridacion podria ser una explicacion del gran tamafio de los linces ibéricos
identificados en Arene Candide pudiendo ser el resultado de un cruce de una hembra Lynx
pardinus 'y un macho Lynx [ynx. Sin embargo, la presencia de numeros restos de linces
clasificados como Lynx cf. spelaeus durante todo el Pleistoceno Superior a lo largo del suroeste
europeo sugiere que la explicacion mas parsimoniosa es que todos ellos son linces ibéricos con

una talla superior a la actual.

127



Discusion

A. Region control y Citocromo b C. Citocromo b

Leyenda

Moderno Lynx fvinx

. Antiguo Lynx [ynx de Francia, Italia y Dinamarca
Antiguo Lynx [ynx de Iberia
Maoderno Lynx pardinus de Iberia

. Antiguo Lynx pardinus de [beria

. Antiguo Lynx pardinus de Francia e Italia

¥ Inserccion

Fig. 13. Red de haplotipos en la que se muestra la distribucion de los haplotipos de los linces europeos. Se usaron la secuencias obtenidas en este
estudio de linces ibéricos (L. pardinus pardinus), boreales (L. Iynx) y las secuencias homologas, tanto de linces ibéricos, como boreales,
depositadas en el GenBank (ver Tabla 2 para detalles de las muestras que pertenecen a cada haplotipo). A) Con las secuencias concatenadas de la
region control y el citocromo b. B) Solo las secuencias de la region control. C) Solo las secuancias del citocromo b. Los linces ibéricos de Italia y

Francia (en rojo) fueron previamente clasificados con arreglo a criterios morfométricos como Lynx cf. spelaeus, Lynx sp. o L. lynx.

Los datos obtenidos en esta tesis, junto con el registro fosil, sugieren que a finales del
Pleistoceno hubo un reemplazo en la cornisa cantdbrica del lince ibérico por el lince boreal, este
ultimo fue el habitante de esta region hasta hace unos siglos (Fig. 14). La exclusiva presencia de
restos de linces ibéricos en el Pleistoceno Superior de la cornisa cantabrica (ej. Cueva de Morin,
Cueva Ermittia, Lezetxiki, Tito Bustillo, Bolinkova, Polvorin, Cueto de la Mina, Axlor) (Altuna,
1972, 1976; Castaios, 1982, 1986) contrasta con la falta de restos de esta especie a partir del
Holoceno. Por el contrario, no tenemos constancia de registros fiables de linces boreales al sur de
los Pirineos durante el Pleistoceno mientras que su presencia (intermitente), desde hace
aproximadamente 11 900 afos cal BP hasta hace unos siglos, resulta acreditada por el presente

estudio.
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Tabla 2. Informacion de las muestras y niimero de acceso del GenBank de los individuos secuanciados en este trabajo y de los obtenidos de otros

estudios que han sido usados en Fig. 13. Para el significado de los colores ver leyenda en Fig. 13.

Red de haplotipos Clasificacion Edad arqueolégical Edad
- - I T —. sitio calibrada por C14 2s BP prob | Numero del GenBank:
Fig. | Fig. | Fig. Morfo- Molecular % BP/ Afio de recoleccion del | region control /citocromo b
A B c métrica individuo
22 27 8 L. lynx L. lynx Cueva de los Cinchos (Asturias) 1864-1639 95.4% KP748523/KP748521
19 17 8 L. lynx L. lynx Sierra de Sueve (Asturias) 4829-4581 95.4% KP748525/KP748521
21 28 8 L. lynx L. lynx Serpenteko (Navarra) 505-319 95.4% KP748526/KP748521
L. lynx L. lynx Coulet des Roches (Francia) 8171-8000 95.4% KJ210010/KJ210014
L. Lynx L. lynx Ertebglle (Dinamarca) Atléntico superior
L. lynx L. lynx Serpenteko (Navarra) 3032-2855 95.4%
L. lynx L. lynx Serpenteko (Navarra) NA
L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior
. 6 . L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior KP748522/KP748521
L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior
L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior
L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior
L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior
L. lynx L. lynx Sima Pagolusieta (Vizcaya) 3067-2878 95.4%
L. lynx L. lynx Coulet des Roches (Francia) 7564-7431 95.4% KJ210010/KJ210014
L. lynx L. lynx Grotta della Madonna (ltalia) 12 896-12 697 95.4% KJ210011/KJ210014
L. lynx L. lynx Rascafio (Cantabria) 12 045 to 11 760 95.4%
6 3 8 KP748524/KP748521
L. lynx L. lynx Hjerk (Dinamarca) Atlantico superior
L. lynx L. lynx Arene Candide (ltalia) 18 351-17 986 95.4% KJ210011/ KJ210014
7 4 8 Lynx sp. L. lynx Grotta della Madonna (ltalia) Epigravetiense KJ210012/KJ210014
L. lynx L. lynx Arene Candide (Italia) 27 708-27 298 95.4%
8 5 10 L. lynx L. lynx Arene Candide (Italia) 27 618-27 165 95.4% KJ210013/KJ210015
L. lynx L. lynx Arene Candide (Italia) 27 556-27 100 95.4%
L. lynx L. pardinus Arene Candide (Italia) 25170-24 480 95.4%
L. lynx L. pardinus Arene Candide (ltalia) 24 958-24 305 95.4%
5 1 4 JN122007-8/KJ210016
L. lynx L. pardinus Arene Candide (Italia) 25192-24 499 95.4%
Lynx sp. L. pardinus Axlor (Vizcaya) 29 074-28 507 95.4%
L. cf. spelaea | L. pardinus Arene Candide (ltalia) Gravetiense
4 2 4 KJ210009/KJ210016
L. cf. spelaea | L. pardinus Arene Candide (ltalia) 18 770-18 475 95.4%
Lynx sp. L. pardinus Grotte Cabias (Francia) 3867-3697 95.4%
Yebenes3AR L. pardinus | L. pardinus Los Yébenes (Toledo) afio de recoleccion 1860-2000
2 1 1 JN122007-8/KJ210017
Dofiana4AR L. pardinus | L. pardinus Dofiana (Sevilla) afio de recoleccion 1860-2000
Chaves L. pardinus | L. pardinus Chaves (Huesca) 6960-6748 95.4%
1 1 5 Valdegoba87 L. pardinus | L. pardinus Valdegoba (Burgos) (sin cal. BP) 48 400 + 3300* JN122007-8/KJ210019
3 1 6 Valdegoba89 L. pardinus | L. pardinus Valdegoba (Burgos) (sin cal. BP) 48 400 + 3300* JN122007-8/KJ210018
NA | 1 | na | CosasMareetal, NA L pardinus | Dofanay Sierra Morena moderno KF561247INA
2013 (Espafia)
NA 1 NA | Rodriguez etal., 2011 NA L. pardinus peninsula ibérica antiguo JN122007-8/NA
9 _62’0 5 3’26 8,9 Rueness et al., 2014 NA L. lynx ver referencia moderno EU818842-89/EU818890-93
8,7 NA L. lynx ver referencia moderno NA/AY499324-27
NA | NA Johnson et al., 2004
1 NA L. pardinus peninsula ibérica moderno NA/AY499320-23
NA NA | 1-3 Alda et al., 2008 NA L. pardinus peninsula ibérica moderno NA/EU588715-19
NA NA 1 Fernandes et al., 2008 NA L. pardinus peninsula ibérica moderno NA/EF689047-8
NA | NA 8 Masuda et al., 1994 NA L. lynx ver referencia moderno NA/D28902
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La presencia del lince ibérico en la cordillera cantdbrica (Asturias, Pais Vasco, Cantabria) y el
norte de Italia durante el Pleistoceno Superior contrasta con su cominmente atribuido caracter
mediterraneo. Las dataciones de linces ibéricos en el norte de Espana e Italia obtenidas en este
trabajo (Tabla 2) nos muestran que esta especie vivid en momentos mucho mas frios que el
actual en latitudes mas septentrionales y, aunque las oscilaciones climaticas eran muy marcadas
en esta época, no es esperable que hubiese un ambiente mediterrdneo analogo al actual habitat de
la especie. Ello sugiere que la distribucion del lince ibérico estd determinada por la de su

principal presa, el conejo, mas que por factores climaticos.

Cueto de

efia del Moro

@ Pleistoceno Lynx pardinus
@ Pleistoceno Lynx lynx

A Holoceno Lynx pardinus
A Holoceno Lynx lynx

[J Region eurosiberiana

B Region mediterranea

fr——
0 100 km

Fig. 14. Ubicacion geografica de las localidades en las que analisis genéticos (esta tesis) o morfométricos (Altuna, 1972, 1976; Castailos, 1982,
1986) han permitido la identificacion a nivel especifico de restos de lince. El mapa esta dividido en las dos principales regiones biogeograficas:
eurosiberiana en el norte de la peninsula y mediterranea en el resto (Rivas-Martinez, 1987). Los tridangulos rojos y azules representan sitios con
restos de lince identificados como Lynx pardinus y Lynx lynx, respectivamente; y los circulos rojos y azules representan localidades en la que los

restos de lince han sido identificados como Lynx pardinus y Lynx lynx, respectivamente.

El registro mas antiguo de un lince boreal al sur de los Pirineos es, por el momento, el de
Rascafio en Cantabria (datado en este trabajo por C'* en entre 11 760 y 12 045 cal afios BP). Por
ello, con los datos disponibles, la entrada del lince boreal en la peninsula ibérica coincide y

podria estar propiciada por la expansion de los bosques eurosiberianos (Corylus, Alnus,
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Fraxinus, Ulmus, Acer, Abies, Fagus, y Quercus) a principios del Holoceno (Carrion et al.,
2010). Durante el Holoceno ambas especies de linces ocupan la peninsula ibérica sin solaparse
(Fig. 14). El registro fosil indica que, mientras que el lince boreal se distribuia exclusivamente
por la region biogeografica eurosiberiana, el lince ibérico lo hacia el la region mediterranea, al
igual que su principal presa, el conejo europeo. No se conocen las razones por las cuales el lince
boreal no se desplazdé mas a sur, como si hizo por ejemplo en Italia, donde hay presencia de
linces boreales en ecosistemas mediterraneos de las zonas mas meridionales de Italia durante
finales del Pleistoceno Superior (ej. Grotta della Madonna) y el Holoceno (ej. Trasacco o S.
Maria d’Agnano) (Articulo II; Rustioni ef al., 1995). Quizas la presencia en el sur de la peninsula
ibérica del lince ibérico un depredador especializado en la principal presa de esta region impidio,

al contrario que en Italia, su distribucion a latitudes mas meridionales.

131






Conclusiones

8. Conclusiones/Conclusions

8.1 Conclusiones

1.

La baja diversidad genética en la regiéon control del ADNmt, constatada en el lince
ibérico durante los ultimos 50 000 afios, es consecuencia de un tamafio poblacional
pequefio y constante a lo largo del tiempo y/o de una inusualmente baja tasa de mutacion
para esa region del ADNmt. La actual ausencia de diversidad genética en la region
control del ADNmt no es por si misma una amenaza para la viabilidad del lince ibérico a
largo plazo, ya que este félido ha sobrevivido al menos 50 000 afios sin diversidad
genética en esta parte del genoma. Ello no excluye que la perdida de diversidad genética
en otras regiones del genoma que afectan a su fitness, como consecuencia del drastico
cuello de botella ocurrido en los ultimos siglos, si tenga repercusion en la viabilidad de

esta especie.

El analisis del ADNmt de diferentes restos de lince revela, por vez primera desde una
perspectiva molecular, que el lince ibérico habit6 el norte de Italia y el sur de Francia
durante el Pleistoceno Superior y el Holoceno. Estos resultados incrementan, por
consiguiente, el area de distribucion del lince ibérico durante el Pleistoceno Superior y
muestran asi mismo que el lince ibérico es un paleoendemismo de la peninsula ibérica
como consecuencia de la contraccion de su rango de distribucion desde el Pleistoceno

Superior.

La identificaciéon con base en el ADNmt de restos de linces morfométricamente
clasificados como Lynx cf. spelaeus, Lynx sp. o Lynx lynx como Lynx pardinus pardinus,
muestra la dificultad de una identificacion especifica segura a partir del tamano de restos

postcraneales del género Lynx.

Los resultados obtenidos no apoyan la clasificaciéon de los linces italianos de Arene
Candide, identificados a partir de criterios morfométricos como linces de las cavernas
(Lynx cf. spelaeus), como una especie diferente de lince, ni siquiera como una subespecie
del lince ibérico, ya que presentan el mismo haplotipo mitocondrial (o varian en una
transicion) que los actuales linces ibéricos (Lynx pardinus pardinus). La identificacion de
linces ibéricos mediante ADNmt muestra que ademas de tener una mayor distribucion,

tenian un mayor tamafio corporal durante el Pleistoceno Superior.
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5.

Se documenta por primera vez, con base en datos genéticos y dataciones radiométricas, la
coexistencia de las dos especies de linces europeas en un mismo yacimiento en el Norte

de Italia durante el Pleistoceno Superior.

Se confirma, genéticamente, la presencia del lince boreal en la peninsula ibérica desde la

transicion del Pleistoceno al Holoceno hasta el siglo XVI.

El registro fosil y los resultados de esta tesis sugieren una discontinuidad en la especie de
lince que habit6 en la cornisa cantabrica. Asi pues, habria sido el lince ibérico el principal
habitante de esta region durante la mayor parte del Pleistoceno, para desaparecer en favor
del lince boreal durante el Holoceno. Durante el Holoceno ambas especies de lince
cohabitaron en la peninsula ibérica sin solaparse: el lince boreal en la region
biogeografica eurosiberiana y el ibérico en la region mediterranea donde habita su

principal presa en conejo europeo.

El anélisis del ADNmt de restos de linces boreales pertenecientes a poblaciones extintas
del oeste de Europa ha permitido conocer su estructura filogeografia. Estos andlisis
filogeograficos muestran que en el pasado habia un mayor flujo genético entre los linces
boreales y que la estructura genética (siguiendo un gradiente este-oeste y en menor
medida norte-sur) de las poblaciones actuales de linces boreales no estaba presente en el

pasado.

Los resultados preliminares sugieren que el topillo de Cabrera experimentd un
incremento de la diversidad genética durante el Neolitico. Desde la Edad del Hierro hasta
la actualidad se produce una pérdida de diversidad genética en esta especie. La presencia
de los mismos haplotipos en yacimientos franceses e ibéricos desde el Mesolitico hasta la
Edad del Hierro indica una cierta continuidad poblacional a lo largo del tiempo que se vio
interrumpida en algin momento desde el final de la Edad de los Metales a la actualidad.
Ninguno de los haplotipos analizados en muestras antiguas estd presente en las
poblaciones actuales analizadas hasta la fecha. Estos resultados sugieren que uno o varios
cuellos de botella han tenido lugar en época reciente, o bien que se ha producido un
reemplazamiento poblacional. Sin embargo, hay que tener en cuenta que todavia no hay
datos disponibles de poblaciones modernas de topillo de Cabrera de varias regiones de la
peninsula ibérica, lo que dificulta la comparacion de la diversidad genética y de los

patrones filogeograficos entre las muestras antiguas y las modernas.

134



Conclusions

8.2 Conclusions

1. The Iberian lynx shows low levels of mtDNA variation in the last 50 000 years
suggesting an unusually low mutation rate in the mtDNA control region and/or a
continuously low population size over time. The survival of the Iberian lynx for this
period of time under low levels of mtDNA genetic diversity indicates that this unusually
low variability is intrinsic to the species, rather than the result of recent or historical
bottlenecks. This implies that the current lack of mtDNA genetic diversity is not
threatening the survival of this felid. However these results do not exclude that the loss of
autosomal genetic variation during the last centuries can have a negative effect in the

fitness of the species.

2. We genetically confirm, for the first time, the presence of the Iberian lynx in France and
Italy during the Holocene and Late Pleistocene increasing the past range distribution of
the Iberian lynx in southern-central Europe from Iberia to northern Italy. These results
demonstrate that the Iberian lynx is a palaeoendemic species as a consequence of a range

contraction from the Pleistocene to the Holocene.

3. The mtDNA identification of lynx remains morphometrically classified as Lynx cf.
spelaeus, Lynx sp. and Lynx lynx as Lynx pardinus pardinus, shows the difficulty of a
reliable species identification based solely on morphometrical parameters from

postcraneal lynx remains.

4. Mitochondrial DNA analysis does not support a different species or even subspecies
classification of the Italian lynx remains from Arene Candide morphometrically classified
as Cave lynx, Lynx cf. spelaeus. These remains have the same mitochondrial haplotype (or
vary in only one transition) that modern and ancient Iberian lynx from the Iberian
Peninsula. Therefore the Iberian lynx had larger body size during the Late Pleistocene

when it also reached a wider distribution area.

5. Ancient DNA analysis in combination with direct radiocarbon dates show that both
Palaearctic lynx species were present in Arene Candide (north Italy) during the Last

Glacial Maximum.

6. Mitochondrial DNA analysis and the radiocarbon dates of lynx remains from the
Cantabrian strip of Spain genetically confirm, for the first time, the Eurasian lynx
presence in the Cantabrian strip of Spain since the Pleistocene-Holocene transition until

the X VI century.
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7. Our results and the paleontological record suggest a lynx species discontinuity between
the Late Pleistocene and the Holocene in the Cantabrian strip of the Iberian Peninsula.
During the Late Pleistocene the Iberian lynx was the main inhabitant of the north strip of
Spain and was later replaced by the Eurasian lynx during the Pleistocene-Holocene
transition. During the Holocene, the Eurasian lynx inhabit the Eurosiberian Atlantic zone
of the Iberian Peninsula, while the Iberian lynx remained in the Mediterranean and sub-
Mediterranean zones coinciding with the habitat of its main prey species, the European
rabbit.

8. Our results indicate that the Eurasian lynx had a less clear phylogeographic structure with

higher levels of gene flow between populations in the past.

9. Preliminary results on an ongoing study on Cabrera vole show that this endangered
species had higher levels of genetic diversity in the Neolithic, with a posterior reduction
since this period to the present. The presence of shared haplotypes from the Mesolithic all
throughout Roman times, suggests population stability through consecutive periods of
time. However, our data suggest a loss of haplotype diversity right after the Roman times
as none of the earlier haplotypes are found in present day populations. These results
suggest that one or more bottlenecks have taken place during historical times, or that
there was a population replacement. However, there are no data from modern populations
from some region of Iberia. Thus, a more extensive sampling would be needed to further

confirm this hypothesis.
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