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RESUMEN

Se efectud el analisis isotdpico del carbono y oxigeno en esmalte dental,
ademas del carbono y nitrégeno en colageno 6seo de restos fosiles pertenecientes
a osos de las cavernas (Ursus spelaeus) juveniles y adultos, con mas de 50 000 AP
de antigledad encontrados en la Galeria 1 de Cueva de Guantes (Palencia,
Espana). Los resultados obtenidos sugirieron que los osos probablemente
habitaban zonas cercanas a esta cueva, ademas de que ésta pudo ser usada como
refugio para llevar a cabo su hibernacion esto fue consistente con: 1) Los estudios
tafondmicos anteriores que interpretan este nivel estratigrafico como una osera muy
frecuentada; 2) Los valores de §'3C y §'80 de esmalte dental, que indicaron una
alimentacion con fuentes similares de carbono y poco desplazamiento espacial; 3)
Los valores de 5'3C y 8N del colageno 6seo, que en el caso de los valores
isotopicos del carbono también exhibieron fuentes similares de alimento; y por otra
parte, el amplio intervalo mostrado por los valores isotopicos de nitrégeno, que
podrian ser consecuencia de los procesos metabdlicos que ocurren durante la
hibernacion. Y finalmente, 4) Los valores de §'80 calculados del agua ingerida por

los osos, que sugirieron fuentes similares de agua.



ABSTRACT

The isotopic analysis of carbon and oxygen in tooth enamel was carried out,
in addition to carbon and nitrogen in bone collagen from fossil remains belonging to
juvenile and adult cave bears (Ursus spelaeus), with more than 50,000 APs found
in the Gallery 1 from Cueva de Guantes (Palencia, Spain). The results obtained
suggested that the bears probably inhabited areas near this cave, in addition that it
could be used as a refuge to carry out its hibernation, this was consistent with: 1)
Previous taphonomic studies that interpret this level stratigraphic as a very
frequented bone, 2) The values of §'3C and §'80 of dental enamel, which indicated
a diet with similar sources of carbon and little spatial displacement, 3) the values of
8'3C and 55N of bone collagen, which in the case of carbon isotopic values they also
exhibited similar food sources; and on the other hand, the wide interval shown by
the nitrogen isotopic values, which could be a consequence of the metabolic
processes that occur during hibernation. And finally, 4) the calculated §'80 values

of the water ingested by the bears, which suggested similar sources of water.



1. INTRODUCCION

1.1. Paleobiologia del oso de las cavernas (Ursus spelaeus).

El oso de las cavernas Ursus spelaeus (Rosenmliller, 1794, Mammalia,
Carnivora, Ursidae), fue un miembro importante de la megafauna del Cuaternario
en Europa, con una gran abundancia fosil y una amplia distribucion que se extiende
desde el sur de Siberia hasta Grecia, y del Caucaso hasta el norte de Espana
(Raberder et al., 2008; Mackiewicz et al., 2017). Este ursido aparecié hace unos 300
000 AP (anos antes del presente) durante el Pleistoceno y se extinguié poco antes
del Ultimo Maximo Glacial (LGM, por sus siglas en inglés), hace aproximadamente
unos 26 000 AP cuando el clima se hacia cada vez mas frio (LIona et al., 2005). En
consecuencia, se ha considerado que este oso cavernario fue desapareciendo
simultaneamente en toda su area de distribucién; probablemente sus ultimas
poblaciones sobrevivieron en zonas karsticas, las cuales ofrecian microclimas
beneficiosos tanto para plantas como animales que habitaron durante las
glaciaciones, por lo que en abundancia se han encontrado restos fésiles de U.
spelaeus dentro de sistemas de cuevas (Kurtén, 1995; Mackiewicz et al., 2017).

1.1.1. Ciclo de vida e hibernacion. En el invierno, época del afio en la cual
las fuentes de alimento escasean, casi todos los osos actuales entran en un estado
semihibernante, el cual puede durar mas de seis meses. En consecuencia, durante
el verano necesitan acumular suficiente grasa que les ayude a sobrevivir en este
periodo (Hellgren, 1998). Actualmente los ursidos que poseen esta estrategia son

los 0sos negros, los 0sos pardos y los 0sos polares; no obstante, existen evidencias



que apuntan a que Ursus spelaeus tenia una hibernacién similar a las especies
actuales y probablemente con los mismos procesos metabdlicos (Nelson et al.,
1998; Llona et al., 2005; Grandal-d’Anglade y Fernandez-Mosquera, 2008).

A finales del verano los osos pueden triplicar su peso, preparandose para un
largo periodo de hibernacion en el que no comen, no beben, no defecan, ni orinan
(Nelson et al., 1973; Ramsay, 1993). Durante la hibernacién no hay cambios
importantes en las proteinas sanguineas, aminoacidos, acido urico y amoniaco,
ademas de que no se crean productos catabdlicos del metabolismo de proteinas
que son normalmente excretados por via urinaria (Nelson et al., 1973). Se ha
documentado que no existe una alteracién en su tasa metabdlica, su temperatura
corporal, su masa muscular, ni su masa 0sea y todo esto es posible gracias a un
eficiente mecanismo de reciclaje de urea: ésta se hidroliza y se combina con glicerol
para producir aminoacidos, haciendo posible metabolizar proteinas durante la
hibernacion (Hellgren, 1998; Llona et al., 2005). Adicionalmente, durante este
periodo su masa 6sea presenta una hiperactividad, reciclan calcio perdido y ocurre
una redepositacion en los huesos; por lo tanto, queda equilibrada la pérdida 6sea y
la formacion de hueso (Hellgren, 1998; Llona et al., 2005).

Por otro lado, los osos hibernantes poseen un mecanismo de defensa, que
consiste en la implantacion diferida del évulo fecundado, esto es, que aunque el
periodo de celo de las hembras es en verano, el 6vulo no se implanta en el utero
hasta el otofio. Como resultado, el periodo de gestacion muy corto, de forma que
tienen una o varias crias durante el periodo de hibernacién y las cuales se
mantienen a su lado hasta el siguiente invierno, ya que las hembras suelen quedar

prefadas cada dos-tres afios (Torres et al., 2013).



La hibernacién en el oso de las cavernas se llevaria a cabo de manera similar
a los osos actuales, probablemente el periodo de celo también se presentaria
durante el verano y la implantacion del embrion en otofio iniciando el periodo de
hibernacion, el cual pudo haber durado de seis a ocho meses; asi, los oseznos
nacerian durante la hibernacion y posiblemente durante los ultimos dos meses del
afio, circunstancia que seria critica en cuestiones nutricionales para la madre y los
0seznos, en consecuencia, habria una gran probabilidad de mortalidad, por lo que
es comun encontrar un gran numero de restos pertenecientes a individuos infantiles.
Las crias que sobrevivian se mantendrian lactando pasando los dos afios de vida
y, serian independientes hasta el final del tercer afio de edad, alcanzando la adultez
hasta los 4 afos de vida (Liden y Angerbjorn, 1999; Germonpré y Sablin, 2001;
Rodriguez y Mateos, 2014).

1.1.2. Aspectos paleobiolégicos y estudios isotépicos en Ursus
spelaeus. Poseia un craneo muy alto y una mandibula alargada con caninos muy
grandes, que a pesar de su tamafio se empleaban principalmente en competencia
por hembras; sus extremidades anteriores estaban bien desarrolladas, pero al
contrario de esto, las posteriores eran de tamafo pequefio (Llona et al., 2005).
Presentaban dimorfismo sexual, los machos eran mucho mas grandes y robustos
(400 a 500 kg) que las hembras (225 a 250 kg), ademas tenian unos caninos
evidentemente de mayor tamafio, asi mismo, presentaban un hueso extra: el hueso
peniano (Christiansen, 1999; Torres et al., 2013).

Algunas evidencias muestran que era una especie con pocas posibilidades
de ser un depredador, por ese motivo generalmente se considera al oso de las

cavernas principalmente herbivoro. Por ejemplo, dado que generalmente los tres
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premolares anteriores son importantes para los carnivoros, en los osos fitéfagos
como el panda gigante actual (Ailuropoda melanoleuca) estan muy reducidos,
mientras que sus molares son anchos y aplanados con poca especializacion
carnivora. U. spelaeus posee los molares mas grandes de entre todos los osos y
presentan un desgaste excepcional en sus piezas dentales, adicionalmente, los
premolares estan muy reducidos y muchas veces ausentes (Llona et al., 2005). Los
musculos de la masticacion son mas fuertes en osos con una alimentacion basada
en vegetacion. Grandal-d” Anglade (2010) apoyandose en el calculo tedrico de la
fuerza de mordida de Ursus spelaeus, demuestra que existe una similitud con la
calculada para el panda gigante, sugiriendo una alimentacién principalmente
herbivora. Adicional a lo anterior, Heteren et al., (2016), utilizando morfometria
geométrica 3D (GMM por sus siglas en inglés) analizaron y compararon la
morfologia mandibular del oso de las cavernas con los miembros existentes de
ursidos actuales y extintos. Sus resultados mostraron una mayor relacion
morfométrica con el panda gigante actual y en consecuencia, la gran probabilidad
de que el oso de las cavernas tuviera una alimentacion basada en follaje (Heteren
et al., 2016).

Pacher y Sturart (2009), mediante analisis de microdesgaste dental y
tomando en cuenta su periodo de extincidon, definieron que estos ursidos
probablemente dependian en gran medida de alimentos vegetales de alta calidad,
por lo que el enfriamiento climatico provocado por el LGM y la productividad
vegetativa disminuida en este periodo, serian posiblemente los responsables de su
extincion debido a su tendencia a la herbivoria. Sin embargo, estos autores

consideran que estos osos pudieron haber tenido una alimentacién prehibernante
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parecida a los osos actuales, consumiendo elementos duros e invertebrados,
incluso carne y/o materia vegetal. Martini et al. (2014), concluyen también que los
osos de las cavernas posiblemente eran mas vegetarianos que los osos pardos y
que pudieron extinguirse cuando la productividad vegetal disminuyé durante la
LGM. Bocherens et al. (2014), Munzel et al. (2014), y Mackiewicz et al. (2017),
consideran que U. spelaeus fue remplazado hace 28 000 afios AP por U. ingressus,
el cual era un organismo omnivoro y por ende, con mejores posibilidades de
supervivencia a las condiciones climaticas que se presentaron en el LGM, pudiendo
asi sobrevivir 4000 anos mas que los ultimos individuos de U. spelaeus, segun los
registros fosiles.

En contraste, trabajos en los que se realiza el analisis isotdpicos de carbono
y nitrégeno han evidenciado una gran controversia respecto a su flexibilidad
alimenticia del oso de las cavernas, en consecuencia, hoy en dia existe un
importante debate, algunos trabajos apoyan la idea de que este ursido tenia una
dieta estrictamente herbivora y otros mas sustentan que pudo haber incorporado
proteinas animales a su alimentacion, esto actualmente ha provocado una dificil
interpretacion dietética para esta especie, por ejemplo: Bocherens (2019), basado
en el resultado del analisis isotopico de nitrogeno definié una dieta herbivora en
estos organismos, y evidencié una superposicion de los valores §'>N con mamiferos
herbivoros del mismo periodo (Pleistoceno tardio). En contraste, Robu et al. (2013)
obtienen evidencias de una posible flexibilidad en la dieta del oso de Ursus spelaeus
al analizar los valores isotopicos de nitrogeno provenientes de colageno 6seo en

osos de las cavernas europeos y compararlos con los valores de >N del colageno



provenientes de osos pardos actuales (Ursus arctos horribilis). Posteriormente,
Robu et al. (2018), reafirmaron su hipdtesis con los valores de 3'°N de osos de las
cavernas provenientes de Rumania, en donde los resultados exhibian evidencias
de una flexibilidad en la integracion de fuentes de proteina animal en su
alimentacion.

Recientemente, Ramirez-Pedraza et al. (2019a), demuestran que dichas
controversias podrian tener su origen en una mala interpretacion de los valores §'°N,
ademas evidenciaron que el uso combinado de la composicién isotopica del carbono
y nitrégeno con otro tipo de estudios podria llevar a interpretaciones diferentes de
los habitos alimentarios, proporcionando un claro ejemplo de cémo los factores
fisioloégicos y metabdlicos del oso de las cavernas pueden llegar a afectar los valores
isotopicos del nitrogeno obtenidos del colageno, enmascarando asi sus niveles
tréficos. En dicho estudio se combind el analisis de los valores 3'°N del colageno
0seo con un analisis de microdesgaste dental en los molares de los osos estudiados
y los resultados mostraron valores de 5'°N correspondientes a nitrdgeno mas ligero
que el de herbivoros estrictos encontrados en el mismo nivel estratigrafico, pero al
contrario de ésto, el patron de microdesgaste evidencio una dieta omnivora-
carnivora. Adicionalmente, Ramirez-Pedraza et al. (2019b), apoyan estos
resultados con un posterior estudio en el microdesgaste dental de 106 molares de
U. spelaeus, en donde todos mostraron evidencias de una dieta omnivora o
carnivora dias o semanas antes de su muerte.

Por otro lado, existen evidencias de que la biologia de los ursidos podria

afectar los valores isotdpicos del nitrégeno obtenidos del analisis de la bioapatita,



especialmente los procesos metabdlicos que ocurren durante la hibernacion. En los
osos actuales y posiblemente también en Ursus spelaeus, estos procesos
provocarian que el nitrogeno de ciertos tejidos tienda a ser mas pesado debido al
reciclaje de urea y a la remodelacion 6sea, mostrando falsas evidencias de una
dieta omnivora (Nelson et al., 1998; Grandal-d’Anglade y Fernandez-Mosquera,
2008); ademas, este cambio en dichos valores no solo ocurre en adultos, en
neonatos perinatales también se ven reflejados los valores de las madres, debido a
que la formacion de los tejidos embrionarios se forman a partir de productos
metabdlicos derivados de almacenes de grasa de la madre (Grandal-d’Anglade et
al., 2019).

Adicionalmente, Llona et al. (2005) basados en los trabajos de Bocherens et
al. (1994) y Nelson et al. (1973) mencionan que la relacion isotépica del nitrégeno
también esta afectada por periodos de inanicion y que, posiblemente la mayoria de
los osos de las cavernas encontrados en cuevas podrian haber muerto durante su
hibernacion (Stiner, 1998), provocando asi que las relaciones isotopicas del
nitrégeno analizadas en huesos sean mas ligeras que herbivoros modernos,
evidenciando asi una falsa preferencia a la herbivoria.

Asimismo, existen evidencias de que los organismos recién nacidos de 0sos
de las cavernas tienen diferentes valores de 8'°N que su madre, debido a los
cambios metabdlicos que ocurren durante la hibernacién (Pérez-Rama et al., 2011).
Adicionalmente, la lactancia en animales jovenes incrementaria los valores
isotopicos de nitrogéno con respecto a los adultos, existiendo una diferencia de
aproximadamente un equivalente de dos niveles troficos entre osos lactantes y

adultos (Nelson et al., 1998). De manera que el uso de los is6topos estables de
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nitrdgeno también son una herramienta util para determinar periodos de lactancia o
destete en Ursus spelaeus (Fernandez-Mosquera et al., 2001).

Ademas, se ha observado que el carbono que constituye al colageno de los
restos 6seos de los juveniles tiende a ser mas ligero que en los adultos (Bocherens
et al., 1994; Nelson et al., 1998). Dichos resultados podrian ser consecuencia del
proceso natural de gestacion de la madre, el cual ocurria durante la hibernacion
(Pérez-Rama et al., 2011a). Pérez-Rama et al. (2011b) indican que una reduccion
de "3C en la composicion isotopica de carbono en el colageno de los organismos
jévenes es el resultado de un fraccionamiento isotdpico provocado por un reciclaje
de la urea y del metabolismo de la grasa almacenada que ocurre durante este
periodo; de esta manera, los tejidos embrionarios de los neonatos perinatales
reflejaran la composicion isotopica de productos metabdlicos derivados de la grasa
almacenada de la madre (Grandal-d’Anglade et al., 2019). La grasa corporal esta
compuesta principalmente por triglicéridos, en los cuales las relaciones isotdpicas
del carbono tienen una disminucion en '3C; estas moléculas cuando se metabolizan
durante la hibernacién se separan en acidos grasos y glicerol, este ultimo entra a la
via glucolitica en la cual los procesos tienen como consecuencia un fraccionamiento
isotépico, causando asi una reduccion adicional en '®C de la composicién isotdpica
del carbono perteneciente a carboxilos de la molécula, y estos finalmente
constituyen una gran parte del colageno (Keeling y Nelson, 2001). Por lo anterior,
es frecuente encontrar valores de §'C significativamente mas negativos para
organismos juveniles en U. spelaeus. Esto anterior es evidente en el trabajo de

Bocherens et al. (1994), donde las diferencias de la composicion isotopica de
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carbono provenientes de dentina (registro durante nacimiento y primeros afnos de
vida) comparados con la del colageno (registro de ultimos meses de vida) son
evidentemente mas negativos (McGee et al., 2008). Ademas, Polischuk et al.
(2001), quienes encuentran que actualmente osos carnivoros juveniles podrian
exhibir valores de §'N mas altos que el de sus madres.

Ademas del analisis isotopico del carbono y nitrégeno en el colageno 6seo,
en las ultimas décadas ha existido un gran interés por describir algunos aspectos
de habitat y dietéticos en U. spelaeus utilizando analisis de las proporciones
isotdpicas del carbono y oxigeno en el esmalte dental (por ejemplo: Bocherens et
al., 1990; Bocherens et al., 1994; Nelson et al., 1998; Abelova, 2007; Miinzel et al.,
2011; Pacher y Stuart, 2009; Bocherens et al 2014; Krajcarz y Krajcarz, 2014;
Krajcarz et al., 2016; Naito et al., 2016; Robu et al. 2018; Ramirez-Pedraza et al.,
2019). La mayor parte de los estudios isotopicos del carbono y oxigeno en esmalte
son integrados en una descripcion paleoambiental y paleoecoldgico y, éstos han
evidenciado que la alimentacién de esta especie se llevaba a cabo indudablemente
en un habitat donde prevalecian las plantas Cs (Reinhard et al., 1996; Feranec, et
al., 2010; Bocherens et al., 2011; Krajcarz y Krajcarz, 2014). Sin embargo, las
relaciones isotdpicas del oxigeno se han dejado de lado y no han sido ampliamente
aprovechadas para constatar la capacidad de migrar o de desplazarse grandes
distancias que podrian poseer éstos ursidos; en cambio, existen estudios en ADN
mitocondrial como los efectuados por Fortes et al., (2016) y Grandal-d’Anglade et
al. (2019), donde aportan informacién invaluable en este aspecto, proponiendo que

los osos de las cavernas podrian tener una fidelidad extrema a la cueva donde
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nacieron, siendo cada cueva casi exclusivamente para un grupo de haplotipo
estrechamente relacionado, y por lo tanto, estos ursidos no podrian trasladarse a
lugares demasiado lejos de la cueva.

En el presente trabajo se plantea identificar posibles diferencias de
alimentacion, de habitat o movimientos geograficos entre osos juveniles y adultos,
lo cual actualmente en la literatura no es posible encontrar estudios isotdpicos en
osos de las cavernas con este enfoque de esta forma, se espera realizar una
descripcion mas completa de la paleobiologia de los osos de las cavernas que
habitaron la Cueva de Guantes durante el final del Pleistoceno.

1.2. Breve introduccién a la aplicacién de los isétopos estables de carbono,

nitrégeno y oxigeno en mamiferos fésiles

Los tejidos mineralizados de los vertebrados como los huesos, el esmalte
dental y la dentina, tienen una gran resistencia a la diagénesis que ocurre
postmortem (aproximadamente hasta 102 afios); estos tejidos estan compuestos de
minerales, proteinas y lipidos, y el mineral que presentan es una forma altamente
sustituida de hidroxiapatita (Ca:[PO4]s[OH]z) llamada bioapatita (Koch, 2007). El
hueso esta formado en su mayoria por un 70% de cristales de bioapatita de unos
100 x 20 x 4 nandmetros, y de una matriz organica compuesta principalmente por
colageno proteico (Simkiss y Wilbur, 1989; Hedges, 2003). Por otro lado, los
cristales que forman al esmalte constituyen gran parte de su estructura y solo el 5%
de su peso pertenece a materia organica, ademas, los cristales de bioapatita son
mas grandes (1000x130x30 nm) y por lo tanto su estructura es menos porosa que

la del hueso (LeGeros, 1991). Por ultimo, la dentina tiene un tamafio de cristal,
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contenido organico y una composicion organica parecida a la que presenta el hueso,
constituido por menos del 75% de bioapatita (Lowenstam y Weiner 1989; Morales-

Puente et al., 2012).

Los tejidos mineralizados tienen una menor alteracion y sustitucion de sus
composiciones isotopicas originales a lo largo del tiempo comparado a los tejidos
blandos compuestos principalmente por lipidos y proteinas (Ayliffe et al., 1994;
Fricke et al., 2008; Tutken, 2011). En consecuencia, usualmente los restos fosiles
de partes anatdmicas mineralizadas son analizados para realizar estudios
isotdépicos de carbono, oxigeno y nitrégeno (Koch, 2007). El analisis de las
relaciones isotopicas principalmente de carbono y nitrdgeno en estructuras fosiles
puede evidenciar variaciones dietéticas de un individuo dentro de una poblacién, o
de una poblacion dentro de una especie, por lo que es una herramienta util que
contribuye de manera importante a la investigacion fisioldgica, asi como a algunos
aspectos ecoldgicos del pasado (Bocherens et al., 1991; Gannes et al., 1998;

Morales-Puente et al., 2012).

1.2.1. Carbono. Cuando un mamifero herbivoro digiere su fuente de alimento
e incorpora a sus tejidos el carbono obtenido de la planta consumida, inicialmente
se consideraba que como consecuencia de esto en general el carbono que
constituye a la bioapatita de esmalte dental de herbivoros tendia a ser mas pesado
en un 14%o respecto a las plantas consumidas y, en el caso de la bioapatita ésea de
herbivoros en un 5%. comparado al alimento (Cerling y Harris, 1999; Cerling et al.,
2005). Asi, los organismos mostraran un intervalo de -19%o. a -9%. en esmalte dental,
y de -28%o0 a -18%o para bioapatita 6sea de herbivoros con una alimentacion de
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plantas Cs. Valores de §'3C entre 2%o y -2%o en bioapatita de esmalte dental y un
intervalo de -7%o0 a -11%o para los provenientes de hueso perteneciente a animales
que se alimenten de plantas C4. Finalmente, los mamiferos con una dieta mixta,
mostrarian un intervalo de -2%o0 a -9%o en esmalte dental, y de -11%0 a 18%. en
hueso (MacFadden y Cerling, 1996). Sin embargo, Tipple et al. (2010), indican que
el climay los niveles de CO2 atmosférico a través del tiempo no han sido constantes,
y que la atmdsfera ha cambiado respecto a sus valores de §'3C, pasando de -6.5%o
durante el Pleistoceno a -8%. en la actualidad. Por ello, Domingo et al. (2013),
proponen un ajuste a los valores de §'3C provenientes de esmalte dental de
herbivoros del Pleistoceno. Asi, consumidores de plantas Cs deberian mostrar
valores menores a -14.5%0 y hasta -6.5%o, los herbivoros con una dieta mixta
exhibirian valores entre -6.5%o y -1.5%o, y finalmente, los que tuvieran preferencias

por plantas C4 sus valores serian mayores a -1.5%o.

Con respecto a los mamiferos carnivoros, la investigacion del
fraccionamiento isotopico presenta algunas dificultades, puesto que éstos
adquieren carbono que ya ha sido fraccionado por sus presas y las cuales no
siempre son de la misma especie. Ademas, los carnivoros pueden consumir
diferentes tipos de tejidos incluyendo huesos, no obstante, algunos estudios
consideran que podrian presentar carbono mas pesado que su presa en un intervalo
de 0%o a 2%o en los valores de §'3C del colageno 6seo por cada paso hacia arriba

de los niveles troficos (Bocherens y Drucker, 2003; Palmqvist et al., 2008)

1.2.2. Nitrégeno. Las variaciones en la composicion isotdpica del nitrogeno

obtenidas de los tejidos de los mamiferos pueden ayudar a evidenciar el nivel tréfico
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del organismo, haciendo posible paleoreconstrucciones de las redes troficas
(DeNiro y Epstein, 1981; Fox-Dobbs et al., 2008). El nitrégeno que constituye a los
tejidos de los mamiferos es mas pesado que su alimento en un 3%o a 5%o por cada
paso hacia arriba de los niveles tréficos (DeNiro y Epstein, 1981; Bocherens y
Drucker, 2003). Asi, los carnivoros tendrian una sefial isotopica de 3'°N mas alta
que los herbivoros de los que se alimentan y estos a su vez tendran valores mas
altos que las plantas que incorporan a su dieta (Hilderbrand et al., 1996; Ambrose,
2002; Sponheimer et al., 2003). Por lo anterior, en una comunidad, los mamiferos
herbivoros seran los que posean el nitrégeno mas ligero, identificandose asi la base
de los niveles tréficos (Wada et al., 1986; Minagawa y Wada, 1984; Schoeninger y

DeNiro, 1984; Ambrose, 1993; Sponheimer et al., 2003).

1.2.3. Oxigeno. Por otro lado, el oxigeno del agua que los mamiferos ingieren
se incorpora como carbonatos (CO3?%) y fosfatos (PO4*) en la bioapatita de los
tejidos mineralizados (Koch, 2007; Morales et al., 2012). Por lo que las relaciones
isotdépicas del oxigeno en el agua se veran reflejadas en estas estructuras,
registrando asi informacion ambiental invaluable (Sponheimer y Lee-Thorp, 1999;
Schwarcz et al., 2010; Morales et al., 2012). Por lo anterior, el valor de 580 también
es de gran utilidad para evidenciar el origen geografico de los organismos,
proporcionando informacion necesaria para dar pauta a posibles migraciones,
siendo tan especifica que incluso abre la posibilidad de crear mapas de datos
globales (Bowen et al., 2005). Un solo diente de mamifero conserva el registro
desde la vida temprana del organismo donde comienza a formarse la pieza dental,

hasta que éstas emergen y detienen su mineralizacién por completo (Higgins, 2018);
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incluso, de informacion sobre la humedad relativa local, la cual seria inversamente
proporcional valor de §'80 calculado del agua ingerida que esta registrada en las

piezas dentales (Huertas, et al., 1995).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion fue inferir algunos
aspectos ecoldgicos y biolégicos en los osos de las cavernas que habitaban la
Cueva de Guantes durante el Pleistoceno superior, por medio del analisis de las
relaciones isotopicas de carbono, nitrégeno y oxigeno. Derivado de lo anterior, los
objetivos particulares fueron los siguientes:

1. Inferir los habitos alimentarios, habitat y nivel trofico de estos osos.

2. ldentificar las posibles diferencias en estos aspectos entre organismos

juveniles y adultos.

3. HIPOTESIS

Los ejemplares juveniles de Ursus spelaeus de la Cueva Guantes mostraran
diferencias de habitat, habitos alimenticios y niveles tréficos respecto a los

organismos adultos.
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4. ANTECEDENTES

En “Galeria 1” de la Cueva de Guantes, se ha intervenido con diversas
campafas de excavacion desde el afio 2009, y ha sido objeto de importantes
investigaciones arqueo-paleontolégicas, Mateos et al. (2014), asi como Rodriguez
y Mateos, (2014), documentaron por primera vez restos fosiles de diferentes
mamiferos que se hallaron en el yacimiento arqueo-paleontolégico, evidenciando
numerosos restos de mamiferos, y en particular, una osera de Ursus spelaeus.
Posteriormente, Benito-Calvo et al. (2017) realizaron un analisis topografico 3D de
alta resolucion (TLS y UAV), asi como un estudio geofisico a través de las cavidades
de la Cueva de Guantes; mas recientemente, Fuentes-Sanchez et al. (2019)
evidenciaron una alteracion 6sea patoldgica en un resto fésil de oso de las cavernas,
especificamente un bloque vertebral congénito (CBV, por sus siglas en inglés) en
las cervicales C6-C7, que se encontraban fusionadas.

Asimismo, en Galeria 1 se han realizado cuatro diferentes catas (Figura 1),
cada una de éstas con cuadrantes de 1x1 metro; en la cata 2, se han identificado
diez niveles estratigraficos (nivel 201 a 210). El nivel 206, es un nivel arcilloso,
continuo y claramente in situ, hallandose una osera con restos de Ursus spelaeus,
representado anatdmicamente casi en su totalidad, y sin embargo, sin conexion
anatomica (Mateos et al., 2019). Esta osera abarca nueve cuadrantes nombrados:
R07, R08, R09, S07, S08, S09, TO7, T08, TO9, U07, U08, U09, V07, V08, y V09
(Figura 2). El nivel 206 es de gran importancia para la presente investigacion, ya

que es el area de estudio de donde provienen los restos fosiles de los que se
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obtuvieron muestras para los analisis isotopicos de carbono, oxigeno y nitrogeno
planteados (Cuadrantes R07, R08, R09, S07, S08, S09. Figura 6). Actualmente,
este nivel no ha sido excavado en su totalidad y se encuentra en constante estudio,
en él se han hallado restos 6seos de mamiferos: bovidos, canidos, cérvidos,
equidos, lepdridos y sciuridos; también, se han encontrado piezas liticas de cuarcita
y silex (Figura 3).

Asi mismo, se han realizado dataciones con radiocarbono en mas de 45,000
anos antes del presente (final del Pleistoceno); esta datacion evidencio la necesidad
de un método de datacion mas adecuado (mas de 50,000 afios) y, por lo tanto, no

se tiene una datacion valida para este nivel (Mateos et al., 2019).

Figura 1. Croquis de “Galeria 1” de la Cueva de Guantes, Modificado de Mateos et al. (2019).

19



R09 S09 T09 uo9 V09 W09
R0O8 S08 T08 uo8 V08 W08
RO7 S07 T07 uo7 V07

A

Figura 2. Representacion espacial de los cuadrantes de la Cata 2. Cada cuadrante representa un
cuadro de 1X1 metro (Mateos et al., 2019).

Figura 3. Excavacion y estudio del nivel 206 en la Galeria 1.

20




Mateos et al. (2019) indican que los restos de osos de las cavernas
recuperados en la cata 2, nivel 206, podrian correlacionarse con los niveles 303A y
303B de la cata 3, ya que en estos ultimos se han hallado también fésiles de osos

de las cavernas que podrian pertenecer a la misma osera (Figura 4).
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Figura 4. Propuesta de correlacion estratigrafica en la Galeria 1 (Tomado de Mateos et al., 2019).

4.1. Tafonomia e interpretacion.

Los huesos tienen alteraciones quimicas; el cambio de humedad en la cueva
posiblemente provocé disolucién y coloracion por manganeso. Se ha observado la
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accién de dientes de carnivoro sobre la superficie de algunos restos, mostrandose
algunas veces impronta de perforaciones y depresiones (Rodriguez y Mateos,
2014).

Mateos et al. (2019), interpretan que la galeria fue utilizada como lugar de
hibernacion por los osos de las cavernas durante el Pleistoceno superior, los miles
de restos de U. spleaeus permiten establecer una ocupacion reiterada de esta
galeria por los osos durante bastante tiempo y por bastantes individuos.
Adicionalmente, establecieron un numero minimo de 18 individuos con un perfil de
muerte atricional, dominado por individuos infantiles y menores de un afio de edad.

Respecto a los restos de organismos de otras especies, es importante indicar
que los ciervos, rebecos y caballos, no son organismos que frecuenten cuevas y en
consecuencia, no existe aun alguna explicacion del que porque sus restos se han

hallado en el interior de la cueva.
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5. METODOLOGIA

5.1. Sitio de estudio

El lugar de estudio en el que se centrd la presente investigacion es el
yacimiento arqueo-paleontoldgico “Galeria 17, la cual es una galeria perteneciente
a un sistema karstico con depdsitos del Pleistoceno; este sistema de cavidades se
encuentra en una elevacibn montafiosa llamada “La Loma” compuesta
principalmente de calizas marinas del Cretacico Superior (Cartografia del IGME,
1982; Figura 5). Galeria 1 se localiza en la vertiente sur de la Sierra del Brezo, al
noroeste de Palencia, Espafa y pertenece a la comunidad Castilla y Ledn, dentro
de la Comarca de La Pefa ubicandose entre las localidades de Guardo y Cantoral
de la Pefia, al sur del poblado Villanueva de Arriba (42° 47°8.53" N y 4° 46°39.36"
O) y a 1145 metros sobre el nivel del mar (msnm) (Figura 6). La cueva en donde se
encuentra esta galeria, es de gran tamafo (medio kildmetro de largo) y con dos
principales entradas que atraviesan la formacién montafiosa al norte y al sur, y es
comunmente llamada “Cueva de Guantes”. Galeria 1 se encuentra a unos metros

de la entrada sur de la cueva, en un nivel superior al de la entrada principal.

Figura 5. Apariencia exterior de la Cueva de Guantes.
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Figura 6. Ubicacion de la Cueva de Guantes, Palencia (Espafia).




La Cueva de Guantes se situa en la cuenca del Duero formado por un gran
numero de rios y arroyos (Figura 7); el nombre del rio principal que atraviesa toda
la comunidad Castilla y Ledn mantiene el mismo nombre que la Cuenca y su caudal
se enriquece con importantes afluentes. En Palencia, los principales cuerpos de
agua son el rio Pisuerga y el rio Carrién, este ultimo perteneciente al Canal de
Castilla (Infraestructura de Datos Espaciales de Castillay Leén, IDECYL). La Cueva
de Guantes esta rodeada por diversos rios y arroyos, que llevan en sus corrientes
aguas de numerosos afluentes que nacen en las muchas elevaciones montafiosas
que se extienden a los alrededores. Dos rios permanentes pasan a unos metros de
la cueva, el rio Heras, al norte, y el rio Valdavia, al este, los cuales se unen en un

punto al este de la cueva (Figura 8).

Figura 7. Rios principales que corren a través de la comunidad Castilla y Ledn.
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Figura 8. Ubicacion de los dos rios de los que se obtuvo muestras de agua: Rio Heras y Rio Vadivia.

5.2. Métodos

5.2.1. Material fésil y obtencion de muestras. En el presente trabajo se us6
el esmalte dental y el colageno del hueso de los restos de Ursus spelaeus
encontrados en el nivel 206 de la Cata 2, situada en la Galeria 1 de la Cueva de
Guantes. Dichos restos fésiles actualmente se encuentran albergados en el Museo
de Palencia, Espana.

Se escogieron 9 piezas dentales, cuatro de osos juveniles y cinco de adultos
(Cuadro 1); asi mismo, también se eligieron fragmentos de costilla de cinco osos
adultos y un juvenil; ademas de 4 fragmentos de vértebras pertenecientes a
organismos juveniles (Cuadro 2). Para las piezas dentales, la edad de los
organismos se estimé con el método propuesto por Rodriguez y Mateos, (2014),
basados en Debeljak (1996). Dicho método emplea el grado de desarrollo, erupcion
y desgaste de las piezas dentales; por ejemplo, los molares se pueden clasificar en

funcién del desarrollo de la corona y la raiz, el desgaste, y si se trata de una pieza
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decidua o no. Respecto a los fragmentos de costillas y vértebras, se estimoé la edad

de los individuos por medio de la observacion del proceso de fusidon de la epifisis

(Marks y Erickson, 1966) y en consecuencia, solo se pudo determinar si se trataba

de organismos adultos o inmaduros.

Cuadro 1. Piezas dentales elegidas para el analisis isotopico de carbono y oxigeno. Se muestra la
edad estimada para organismo (Debeljak, 1996; Rodriguez y Mateos, 2014).

Numero de catalogo Pieza dental Edad
Estimada
2014/29/2/431 m1 9 a 12 meses
2010/16/2/55 m1 6 a 9 meses
2013/13/2/424 m1 6 a 9 meses
2013/13/2/349 m1 6 a 9 meses
2010/16/2/53 m1 Adulto (>4 afios)
2011/16/2/322 Canino Adulto
2016/22/2/260 m2 Adulto-Senil
2011/16/2/111 Canino Adulto
2011/16/2/598 P4 Adulto
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Cuadro 2. Vértebras y costillas elegidas para el analisis isotdpico de carbono y nitrégeno.

Numero Pieza Edad
de catalogo estimada
2014/29/2/52 Fragmento de costilla Adulto
2016/22/2/727 Fragmento de costilla Adulto
2013/13/2/126 Fragmento de costilla Adulto
2013/13/2/374 Fragmento de costilla Adulto
2014/29/2/98 Fragmento de costilla Adulto
2014/29/2/64 Fragmento de costilla Juvenil
2011/16/2/274 Fragmento de vértebra Juvenil
2015/27/2/1449 Fragmento de vértebra Juvenil
2015/27/2/433 Fragmento de vértebra Juvenil
2015/27/2/501 Fragmento de vértebra Juvenil

5.2.2. Obtencion de muestras de agua. Para una mejor descripcion del
comportamiento de los valores isotdpicos de oxigeno, se muestrearon dos cuerpos
de agua cercanos al sitio de estudio, para posteriormente efectuar un analisis de
sus proporciones isotépicas de oxigeno. Las mencionadas muestras, fueron
tomadas el 28 de junio de 2019, la primera en el Rio Heras (42° 47’ 23” Ny 4° 46’
33” 0), que esta a unos metros de la entrada norte de la cueva de Guantes vy, la
segunda, proviene del Rio Valdavia (42° 47" 117 N y 4° 43’ 35" O), que tiene
conexion al este con el rio Heras (Figura 9). Estos dos cuerpos de agua son
alimentados por diversos rios y arroyos, muchos de ellos con agua proveniente de
alturas mayores a 1300 msnm (Infraestructura de Datos Espaciales de Castilla y

Leon, IDECYL).
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Figura 9. Ubicacién espacial de dos rios cercanos a la Cueva de Guantes, Rio Heras y Rio Valdavia.

5.2.3. Analisis isotdépico del esmalte. Las 9 muestras obtenidas de esmalte
dental se prepararon con la técnica basada en Koch et al. (1997) la cual se describe
a continuacion:

Se limpid con una lija fina y alcohol la superficie de cada una de las piezas
dentales, a continuacién, se procedid a la obtencion de las muestras de esmalte con
ayuda de un taladro Dremel 4300 con broca de carburo. Posteriormente cada
muestra se pulverizé en un mortero de agata con pistilo y se tamizé con malla de
125 micrometros, obteniéndose asi un polvo fino que se depositd en tubos
separados y debidamente etiquetados. Concluido esto, se agregé a la muestra 10
ml de peréxido de hidrégeno al 30% y se mantuvo en agitacion constante por dos
horas; posteriormente esta agua oxigenada se descarté y la muestra se lavo tres

veces con agua tipo | (18.2 MQ); un solo proceso de lavado se realiza de la siguiente
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manera: la muestra se centrifuga a 8000 rpm por 10 minutos a 20°C, luego, se
agrega agua tipo | (18.2 MQ), para posteriormente desechar esta agua. Una vez
concluido el lavado de la muestra, se agregé 4 ml de solucion buffer de acido
aceético-acetato de calcio 1.0 M, con el objetivo de ajustar el pH a 4.75, dejandose
reposar durante nueve horas y en agitacion constante. Transcurrido este lapso de
tiempo, las muestras volvieron a ser lavadas con agua tipo | (18.2 MQ) tres veces.
Finalmente, a cada muestra se le agrego etanol grado reactivo y a continuacion, se
secaron en un horno a 90°C durante 24 horas.

Las muestras fueron enviadas y analizadas en el Laboratorio de Is6topos
Estables del Laboratorio Nacional de Geoquimica y Mineralogia (LANGEM), en del
Instituto de Geologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y se
midieron las proporciones isotépicas del carbono y oxigeno de los carbonatos de
las muestras usando un espectrémetro de masas Finnigan MAT 253.

La unidad empleada para expresar el resultado del analisis isotépico de
carbonatos en esmalte dental fue 3'*Cveps, 5'®Ovros y en por mil (%o). Estas
unidades determinan las relaciones isotopicas de carbono ('3C/'2C) y de oxigeno
("80/'80) con respecto al estandar internacional VPDB (Viena Pee Dee Belemnite

Limstone). Se calculé la 8'3Cvrps y 8'80vros mediante las siguientes formulas:

- 13(C /12

§13C = (M) _ 1] X 1000
[\ 13C/12Cyppp
- ,18() /16

§180 — ( 0/ Omuestra)_l]xmoo
[\ 180/10yppp

Adicionalmente el LANGEM proporciona el resultado de los valores de 380 en

escala VSMOW, y en unidades por mil (%o).
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5.2.4. Analisis isotépico del colageno. Las 10 muestras obtenidas de
fragmentos de costilla y vértebras de los osos de las cavernas se prepararon con la
técnica basada en Koch et al. (1997), la cual se describe a continuacion:

Se limpid la superficie de cada fragmento de costilla y vértebra con acetona,
luego, se uso el taladro Dremel 4300 con un trepanador de 1 cm de diametro para
tomar una muestra de hueso con un peso aproximado de 400 mg.

Posteriormente, cada muestra se pulverizé en un mortero de agata con pistilo
y se tamizaron con malla de 125 micrometros; una vez obtenido un polvo fino, se
colocaron cantidades no menores de 1 gramo de cada muestra pulverizada en
tubos, a continuacion, se agregaron 10 ml de acido clorhidrico (HCI) 0.5 M para
mantener un pH menor a 1 y se agité durante 30 minutos posterior a esto, al igual
que con las muestras de esmalte dental, se realizaron tres lavados, luego, se verifico

con un papel indicador que el pH fuera igual a 7 (Figura 10).

Figura 10. Procesamiento de muestras en el Laboratorio de Is6topos Estables en el Instituto
de Geologia de la UNAM
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Para la remocion de los acidos humicos que pudieran existir en la muestra,
se adiciond 5 ml de NaOH 0.1 M por una hora y en agitacion constante; después,
se centrifugo a 8000 rpm por 10 minutos y a 20°C, desechando el sobrenadante. Se

lavé cada muestra tres veces y se constatdé un pHigual a 7.

Posteriormente se agregd 5 ml de HCI 0.5 M por una hora con agitacion
constante, y se volvio a centrifugar por 10 minutos a 8000 rpom a 20°C. Una vez
concluido este procedimiento, se lavo cada muestra tres veces y se verifico que el

pH fuera igual a 7. El sobrenadante fue desechado.

Una vez concluido el procedimiento anterior, se adicionaron 12 ml de agua
tipo | (18.2 MQ) y se ajusté el pH de la solucion a 3, afadiendo 2 ml de HCI 0.01 M;
efectuado esto, se colocaron en un horno a 80°C por 20 horas, este proceso provoca
que el colageno se disuelva como “gelatina”. Finalmente se filtrd6 la solucion
(caliente) usando filtros de plata de 25 mm de diametro y 0.45 um de tamano de
poro, asi, se colocé la solucidn en tubos, que se congelaron y se secaron por medio

de liofilizacion por 24 horas.

Concluido el procesamiento de las muestras, estas fueron enviadas y
analizadas en el Laboratorio de Isétopos Estables, LANGEM, Instituto de Geologia,
UNAM y se midieron las proporciones isotopicas de carbono y nitrégeno del
colageno proveniente de las muestras en un espectrometro de masas Finnigan MAT

253.
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Las unidades empleadas para expresar los resultados del analisis isotopico
del colageno éseo fueron &'3Cvpros y 8'°Nair, y en por mil (%o). Se calculo la 3'*Cvrps

y 8'8Nair mediante las siguientes formulas:

- 13(C /12
§13C = (M) _ 1] X 1000
[\ 13C/12Cyppp
[ 15N/14Nmuestra
18N — _
618N ( TN /TN 51 ) 1] X 1000

Para verificar que las muestras de colageno no hayan modificado por
procesos diagenéticos se realizo la prueba propuesta por DeNiro (1985), donde se
mide la concentracién de carbono y nitrégeno presente en €l (proporciones atomicas
de C/N de “gelatina” obtenida), ésta prueba fue proporcionada y realizada por el
LANGEM. DeNiro (1985), Schoeninger et al. (1989), y Ambrose (1990) indican un
intervalo de valores de C/N de 2.6 a 3.5 para indicar una conservacion 6ptima del
colageno en restos fosiles y esto garantiza un apto analisis de la composicion

isotdpica de las muestras.

5.2.5. Analisis isotépico de muestras de agua. Las muestras de agua
fueron enviadas inmediatamente después de ser tomadas (apartado 5.2.2) al
LANGEM-UNAM, donde fueron filtradas con filtros “Titan 3” y tamafio de poro: 0.20
pm, membrana PES (Polietilen sulfona) de 30 mm de diametro, marca Thermo
Scientific, posteriormente se coloco 1.75 mL de cada muestra en viales de vidrio de

2.0 mL con septa de tefldn.
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Las proporciones isotdpicas de las muestras de agua se analizaron utilizando
un equipo LWIA (Liquid Water Isotope Analyzer, Los Gatos Research, Inc.) y un
automuestreador LC PAL. Para la expresién de los valores isotdpicos de las
muestras de los cuerpos de agua, se uso la unidad de 3'80Ovsmow y en por mil (%o).
Esta unidad determina las relaciones isotopicas de oxigeno ('80/'60) con respecto
al estandar internacional VSMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water). Se calculd

la 5'80vsmow mediante la siguiente formula:

8180 — [(180/16Omuestra

—1{X 1000
180/16OVSMOW) ]

5.2.6. Analisis estadistico: esmalte dental. Se obtuvo el valor maximo, el
minimo y el valor promedio de los valores de &'3C y &'80; posteriormente se
buscaron diferencias estadisticamente significativas de los valores obtenidos entre
los dos grupos de edad. El software utilizado para todas las pruebas estadisticas
fue IBM SPSS Statistics version 20 (Portilla, 2006).

Ya que se trabajo con una muestra pequeia se decidio realizar la prueba de

normalidad Shapiro-Wilk con un nivel de significancia de 0.05. Esta prueba fue

realizada para los valores obtenidos de §'3C y para valores §'80.

La prueba de normalidad arrojé un valor de 0.643 para los valores de

8'3Cvprps, esto nos indicaria que los datos se distribuyen de manera normal, sin

embargo, para los valores de §'®0 se obtuvo un nivel de significancia de 0.021, por
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consiguiente, se decidid usar una prueba no paramétrica para la comparacion de
los dos grupos de edad.

Por lo anterior, para conocer diferencias significativas entre los organismos
juveniles y adultos se opt6 por un analisis no paramétrico U de Mann-Whitney con

un nivel de significancia de 0.05.

5.2.7. Analisis estadistico: colageno 6seo. Se obtuvo el valor maximo, el
minimo y el valor promedio de los valores de §'3C y §'°N y dado que son pocos
datos obtenidos, se optd por realizar la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney,
con el proposito de identificar posibles diferencias significativas entre organismos
adultos y juveniles. Dicha prueba se efectud con el software IBMSPSS Statistics
version 20 con un nivel de significancia de 0.05 (Portilla, 2006).

5.2.8. Anadlisis estadistico: agua. Los valores de &'®Ovswow del agua
ingerida por los osos se calcularon a partir de los valores obtenidos del analisis

isotdpico en los carbonatos del esmalte dental en escala VSMOW,; se uso la férmula

propuesta por lacumin et al (1996):

8180VSM0W de CO3; — 33.63

6180 agua ingerida (VSMOW) = 0993

Para una mejor interpretacion de los resultados, se compararon con los
valores de §'®0Ovsmow obtenidos de las muestras de los dos afluentes; sin embargo,

los valores obtenidos de esmalte dental representarian un registro de agua ingerida

por los 0sos en una escala de tiempo mas amplia que la que representan las dos
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muestras de agua (mes de junio); por lo tanto, para una descripcion mas amplia de
éstos resultados adicionalmente se calcularon los valores promedio de §'®Ovsmow
anuales y mensuales del agua meteorica para el sitio. Esto se llevo a cabo con la
herramienta en linea “OPIC: The Online Isotopes in Precipitation Calculator” (Bowen
y Revenaugh, 2003; Bowen et al., 2005; IAEA / WMO, 2015; Bowen, 2017); esta
herramienta utiliza las coordenadas, elevacion, y una base de datos para definir un

valor especifico para un punto del globo terraqueo.
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6. RESULTADOS

6.1. Analisis isotopico de esmalte dental.

6.1.1. Relaciones isotépicas del carbono. El| valor maximo de 3'3C
obtenido fue de -12.9%., el valor minimo fue de -15.6%., mientras que el valor
promedio fue de -14.1%. (Cuadro 3). La prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
tuvo como resultado una significancia de 0.624, lo que indica que no se encuentran
diferencias significativas de los valores de §'3C entre organismos adultos y
juveniles.

6.1.2. Relaciones isotopicas del oxigeno. Respecto a lo que se refiere a
los valores de §'®Ovrps, se obtuvo un valor maximo de -5.0%., un valor minimo de -
5.9%o y un valor promedio de -5.6%. (Cuadro 3). El anadlisis no paramétrico U de
Mann-Whitney mostré un valor de significancia de 0.105 y mayor que 0.05, lo que
indica que no hay diferencias significativas entre valores de adultos y juveniles.

La estimacidn de los valores correspondientes de 5'®0Ovsmow para el agua metedrica
ingerida por cada organismo se muestra en el Cuadro 4 y mostré un valor promedio

de -8.5%o.
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Cuadro 3. Resultados del analisis isotépico del esmalte dental

Oso Pieza &"CvepB 8%0vppe 0'®0Ovsmow  &'8Ovsmow Edad

dental (%0) (%o) (%0) (%0) estimada
O-11 m1 -14.3 -5.7 25 -8.6 9a12
meses
0-12 m1 -15.4 -5.3 25.5 -8.2 6a9
meses
0-13 m1 -14.7 -5 25.8 -7.9 6a9
meses
0-14 m1 -12.9 -5.7 25.1 -8.6 6a9
meses
0-15 m1 -15.6 -5.8 25 -8.7 Adulto (>4
anos)
0-16 Canino -13.7 -5.8 24.9 -8.7 Adulto
0-17 m2 -13.8 -5.9 24.8 -8.9 Adulto-
Senil
0-18 Canino -13 -5 25.7 -7.9 Adulto
0-19 P4 -14 -5.9 24.8 -8.9 Adulto

6.2. Analisis isotépico de colageno.

6.2.1. Proporciones atémicas de C/N. Esta prueba diagenética indicé que
ocho de las diez muestras analizadas se encuentran dentro del intervalo 2.6%. a
3.5%0 Optimo en colageno y apto para el analisis isotopico, en consecuencia, solo
dos muestras se excluyeron (DeNiro, 1985; Schoeninger et al., 1989; Ambrose;

1990) (Cuadro 4).

6.2.2. Relaciones isotopicas del carbono. E| analisis mostré un valor de
8'3C minimo de -22.6%o, un valor maximo de -21.3%o, y un valor promedio de -
21.7%o. La prueba no paramétrica U de Mann-Whitney mostré una significancia de

0.043 para los valores de §'3C sin embargo, aunque la prueba indicé diferencias
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estadisticas entre los dos grupos de edad, sin embargo, los valores se mantienen
en un pequeno intervalo de 1.3%. (Cuadro 4).

6.2.3. Relaciones isotépicas de nitrogeno. Se obtuvo un valor de §'°N
maximo de 9.7%o, un minimo de 2.2%. y un promedio de 4.9%.. La prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney mostré una significancia de 0.663, no existiendo
diferencias significativas entre la composicion isotopica de nitrogeno de los

organismos adultos y juveniles (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados del andlisis isotopico en coldgeno éseo.

Oso 8'"SNar  &'3CvrpB C/IN Pieza Edad
(%0) (%0) estimada

0-1 3.1 -21.4 2.8 Costilla  Adulto
0-2 8.3 -21.7 2.6 Costilla  Adulto
0-3 3.5 -21.3 2.9 Costilla  Adulto
0-4 5.3 -21.5 2.6 Costilla  Adulto
0-5 3.3 -22 2.5 Costilla  Adulto
0-6 4.2 -22.6 2.6 Costilla  Juvenil
O-7 2.2 -21.9 2.6 vértebra  Juvenil
0-8 3.1 -21.6 2.6 vértebra  Juvenil
0-9 9.7 -21.8 3.3 vértebra  Juvenil
0-10 10 -22.4 3.9 vértebra  Juvenil

6.3. Relaciones isotépicas de oxigeno del agua muestreada.

El resultado del analisis de las proporciones isotopicas de las dos muestras
de agua mostro un valor de 5'®0 de -9.4%o para el Rio Heras, y de -9.6%. para el
Rio Valdavia. Por otro lado, los valores anuales calculados con la herramienta OIPC
(Cuadro 5) para el agua metedrica correspondiente al sitio, mostraron que los

valores del agua muestreada coinciden mejor con los valores calculados para el
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mes de noviembre (9.7%o); no obstante, el valor promedio anual calculado para el

agua meteodrica del sitio exhibio un valor de -8.8%o.

Cuadro 5.Valores isotdpicos de oxigeno calculado mensualmente para el sitio a partir de la
herramienta OIPC.

Mes Valor
5'80vsmow
mensual

Enero -11.4
Febrero -11.4
Marzo -10.4
Abril -8.4
Mayo -6.2
Junio -4.6
Julio -3.3
Agosto -3.9
Septiembre -5.0
Octubre -7.5
Noviembre -9.7
Diciembre -10.3

7. DISCUSION.

El analisis de las relaciones isotopicas del carbono en el esmalte dental
(Figura 11) y en el colageno 6seo (Figura 12) mostraron intervalos que evidenciaron
la posibilidad de que todos los osos, independientemente de su edad, se

alimentaban de fuentes similares con intervalos correspondientes a plantas Cs,
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segun la propuesta de Domingo et al. (2013). Sin embargo, esto ultimo solo seria
valido si los ursidos estudiados fueran estrictamente herbivoros como anteriormente
lo han inferido diversas investigaciones (Llona et al., 2005; Grandal-d” Anglade,
2010; Robu et al., 2013; Martini et al., 2014; Heteren et al., 2016; Bocherens, 2019).
No obstante, habria también que tomar en cuenta otras propuestas que difieren en
este sentido, como Ramirez-Pedraza et al., (2019a; 2019b), quienes observaron
una probable alimentacion omnivora y carnivora usando un analisis de
microdesgaste dental en conjunto con un analisis isotopico del nitrégeno para una
mejor interpretacion dietética; Harrison (2018) utilizando el analisis de

microdesgaste dental, también encuentra una gran variabilidad alimenticia.

Resultado del analisis isotdpico en esmalte dental
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Figura 11. Valores 8'3Cveps y 5'®0vrpe oObtenidos de muestras de esmalte dental. Los
organismos adultos estan representados por circulos, los organismos juveniles estan representados
por triangulos. Cada punto en la grafica muestra el nimero de muestra.
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Analisis isotépico en colageno dseo
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Figura 12. Resultados del analisis isotopico en el colageno dseo, los organismos juveniles
estan representados por triangulos y los organismos adultos por circulos. Se dividen en tres niveles
tréficos, teniendo un aumento de 3%. en cada paso hacia arriba.

Aunado a lo anterior, todos los valores is6topicos de oxigeno provenientes de
esmalte dental indicaron que los osos habitaron areas geograficas similares;
adicionalmente, los valores de 8'®Ovsmow calculados para el agua ingerida por los
0so0s sugirieron que las piezas dentales analizadas pertenecieron a 0sos que
probablemente obtendrian agua de fuentes similares. Si bien se sabe que los
valores de 3'80 del agua son susceptibles a diversos factores ambientales (por
ejemplo: altura, temperatura y precipitacion) y pueden ofrecer informacion en
reconstrucciones paleoambientales (Epstein et al., 1951; Epstein y Mayeda, 1953;
Rozanski y Araguas-Araguas, 1995; Higgins, 2018), los valores calculados de §'®0
del agua ingerida por estos 0sos no son lo suficientemente consistentes para una
inferencia paleoambiental, esto es que el agua ingerida solo representa los meses

activos de estos organismos, puesto que en los meses mas frios se refugiarian en
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la cueva para iniciar su hibernacion (Fernandez-Mosqueira et al., 2001). Germonpreé
y Sablin (2001) basados en la hibernacion del oso pardo y en la edad de muerte de
osos de las cavernas en la Cueva de Goyet (Bélgica) estiman que el periodo activo
en los osos de las cavernas probablemente tendria lugar durante los meses de
mayo-junio a octubre (Nelson et al., 1973, 1975; Grandal-d’Anglade y Mosquera,
2008). En consecuencia, las relaciones isotdpicas del oxigeno calculadas para el
agua ingerida por los osos de las cavernas de la Cueva de Guantes durante su
periodo activo es de -8.5%., y el cual es evidentemente mas negativo que el
promedio de los valores calculados que se esperarian en el agua metedrica durante
los meses de mayo a octubre utilizando la herramienta OIPC (-5%o). Asi mismo, se
conoce que actualmente en Palencia los meses de julio, agosto y septiembre son
los mas calidos y los que poseen la menor cantidad de precipitacion en el ano
(Agencia Estatal de Meteorologia, 2016). Si bien estos resultados podrian hablarnos
de condiciones mas frias y humedas que en la actualidad, la falta de una datacién
para los restos fésiles del nivel 206, aunado a una falta de otros proxys
paleoclimaticos (por ejemplo, el registro palinolégico) imposibilitan esta
aseveracion.

Adicionalmente, la variacion que existe entre los valores de &'8Ovswmow
obtenidos del anadlisis del agua muestreada (-9.4%o y -9.6%0) con los valores
calculados para el agua metedrica (-4.6%o), exhibe las dificultades que se presentan
en la descripcion de posibles migraciones u origen geografico de los osos de las
cavernas estudiados. Las fuentes potenciales de agua para los organismos en gran

parte son cuerpos de agua y no agua de lluvia, por lo que los organismos podrian
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tomar agua en mas de uno de estos primeros, y los cuales posiblemente podrian
llevar consigo corrientes provenientes de sistemas de cuencas originados en las
diversas elevaciones montafiosas de la Sierra del Brezo, como actualmente ocurre
y puede constatarse en estos dos rios muestreados (Infraestructura de Datos
Espaciales de Castillay Ledn, IDECYL).

Seria ideal contar con otros estudios que ayudaran a interpretar los
resultados obtenidos, el analisis de los is6topos de estroncio (87Sr/%8Sr) podria
ayudar en gran medida a la descripcion de posibles migraciones o movimientos
geograficos, ademas, el resultado de dichos analisis son independientes del agua
ingerida por los organismos y de las fuentes potenciales de agua (Price et al., 2002,
2004; Copeland et al., 2016), y por lo anterior, se constataria el poco movimiento
geografico de los osos. Dicha herramienta actualmente se ha aprovechado muy
poco en Ursus spelaeus y en la literatura hay escasas investigaciones sobre el tema,
sin embargo, investigaciones como la de Abelova (2006), apuntan a poca capacidad
de desplazamiento geografico y nula migracion. Por otro lado, otro tipo de estudios
también concuerdan con lo anterior, por ejemplo, Fortes et al. (2016) y Grandal-
d’Anglade et al. (2019) analizando el ADNm de osos de las cavernas encuentran
que estos pudieron haber mantenido una fidelidad extrema a la cueva en donde
nacieron durante toda su vida.

Por otro lado, los valores de &'°N obtenidos del colageno exhibieron un
amplio intervalo (2.2%0 a 9.7%0). Dentro de una comunidad de mamiferos, se
esperaria que los herbivoros posean los valores menos positivos de §'N, no

obstante, como ya se ha mencionado, en la literatura existe una extensa
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incertidumbre respecto a la flexibilidad alimentaria de los osos de las cavernas
(Wada et al., 1986; Minagawa y Wada, 1984; Schoeninger y DeNiro, 1984;
Ambrose, 1993; Sponheimer et al., 2003). El fraccionamiento isotdpico del nitrégeno
y carbono no ocurre de igual forma en todos los mamiferos, dependiendo entre otras
cosas, de la biologia del organismo, su biomasa, y de la contribucién relativa que
aporte el alimento (Palmqvist et al., 2008); sin embargo, en los ursidos existe un
factor mas, la hibernacioén, durante la cual pueden cambiar las proporciones
isotdpicas del nitrogeno (Nelson et al.,, 1998; Fernandez-Mosquera et al., 2001).
Cuando los ursidos entran en hibernacién, comienza un periodo donde basicamente
aprovechan la energia de la grasa almacenada en la pre-hibernacion para
sobrevivir, ya que no comen, beben, ni excretan ningun tipo de sustancia de
desecho, ademas de que mantienen su masa muscular casi sin cambios (Nelson et
al., 1973; Ramsay, 1993; Lohuis et al., 2007). Su tasa metabdlica, su temperatura
corporal, y su masa 6sea no cambian durante este periodo, ademas, su organismo
mantiene los azucares en sangre, esenciales para el buen funcionamiento del
cerebro. Para lograr esta eficiencia deben evitar la intoxicacién del cuerpo por
acumulacion de sustancias de desecho y al mismo tiempo mantener su masa
muscular y los azucares en sangre, para ello poseen un complicado sistema de
reciclaje de urea: esta sustancia se hidroliza y se combina con glicerol para producir
aminoacidos, haciendo posible metabolizar proteinas, reciclandose un 99.7% de la
urea en el cuerpo durante la hibernacion (Barboza et al., 1997; Hellgren 1998; Llona
et al., 2005).

La descomposicion de las proteinas durante el ayuno en este periodo elimina

selectivamente '“N de los tejidos catabolizados, causando un aumento en la
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proporcion del '>N; asi mismo, el anabolismo y la sintesis de proteinas durante este
periodo tienen valores elevados de §'N, y por lo tanto, en los aminoacidos
plasmaticos (Lee et al., 2012). Como consecuencia de estos procesos existe un
incremento del valor 3N en un 18% a 20% después de varios meses de
hibernacion (Lohuis et al., 2007).

Los valores de §'N obtenidos del colageno no tuvieron diferencias
significativas entre los organismos adultos y juveniles, no obstante, esta
documentado que es posible encontrar diferencias significativas entre mamiferos
juveniles y adultos (Jenkins et al., 2001) incluso en osos carnivoros actuales
(Polischuk et al., 2001) debido a cambios de alimentaciéon o periodos de lactancia
materna. El amplio intervalo encontrado hace imposible identificar individuos
juveniles que pudieran hallarse con una dieta diferente a la de los adultos, esto
aunado a la poca informacién sobre la edad de los organismos de los cuales se
tomaron las muestras de hueso. Cabe mencionar, que los osos de las cavernas
tenian un tiempo especialmente largo de lactancia, aproximadamente de dos afnos,
pudiendo asi aumentar la sefal isotdpica de los cachorros durante este periodo de
tiempo y que ademas estaria afectada por los procesos metabdlicos de la
hibernacion (Liden y Angerbjorn, 1999). La lactancia por si sola provocaria que los
valores isotopicos de nitrogeno aumentaran en un nivel trofico respecto a las
madres, esto independientemente de si la especie es hibernante o no (Jenkins et
al., 2001).

Adicionalmente, Nelson et al. (1998) proponen que, a diferencia de otros

mamiferos, los neonatos de U. spelaeus nacian poseyendo en su colageno 6seo,
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nitrogeno mas pesado que el que exhibiria su madre originalmente
(aproximadamente en un 5%o) y, esto seria consecuencia del reciclaje de urea que
ocurre en la hibernacion.

Por lo anterior las relaciones isotopicas del nitrégeno podrian estar reflejando
valores que no corresponden necesariamente a la contribucion relativa de la dieta
o periodos de lactancia. Los cambios metabdlicos que ocurren en estos mamiferos
hibernantes son de especial importancia, ya que los restos fosiles de ursidos
encontrados en cuevas frecuentemente podian haber muerto durante su

hibernacion.
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8. CONCLUSIONES

Los valores de §'3C y §'80 obtenidos del esmalte dental evidenciaron que las
piezas dentales pertenecian a osos de las cavernas que independientemente de su
edad, se alimentaban y bebian agua de fuentes similares. Sin embargo, esto
arrojaria nuevos datos para esta especie, los cuales serian congruentes con la
interpretacion tafondmica de la osera en el nivel estratigrafico de donde provienen
los restos fésiles (nivel 206). Asi, probablemente estos organismos habitaban zonas
cercanas a la cueva de Guantes, la cual usarian reiteradamente para refugiarse al
iniciar su hibernacion, aportando en gran medida a investigaciones recientes que
infieren la gran fidelidad que poseian los osos de las cavernas a la osera en donde
nacieron.

Por otro lado, los analisis isotopicos de carbono y nitrégeno en el colageno,
exhibieron valores de §'3C y 8'°N que también sugieren una poca variabilidad en
sus fuentes de alimentacion, por lo que no fueron utiles para una descripcidn tréfica
ni una identificacion de periodos de lactancia materna o cambios alimentarios y por
ende, hallar diferencias en tales rasgos entre juveniles y adultos. Derivado de lo
anterior, es interesante el amplio intervalo de valores obtenido del analisis isotopico
de nitrogeno, que bien podrian ser el resultado de los procesos fisiologicos y
metabdlicos que ocurren durante la hibernacion de U. spelaeus como se ha
constatado en diversos trabajos.

Por lo anterior, seria ideal incrementar el numero de individuos, combinando

técnicas de microdesgaste e isotopos estables de carbono y oxigeno, asi como de
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estroncio del esmalte dental y, de las relaciones isotopicas de carbono y nitrégeno
del colageno de mandibula, a fin de corroborar si existen diferencias entre los
habitos alimentarios, de habitat, nivel tréfico y movimientos geograficos entre
juveniles y adultos y, de esta forma comprender mejor la paleobiologia de esta
especie de ursido, corroborando las hipotesis que indican que los ursidos no se

desplazaban lejos de las oseras donde nacian e hibernaban.
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