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RESUMEN

El oso andino ha sido clasificado como una especie en estado vulnerable debido a la
fragmentacion y pérdida de habitat. En especies en estado vulnerable o en peligro de
extincidn es necesario realizar estudios de diversidad genética para poder disefiar programas
de conservacion especificos y especializados para las necesidades de la poblacion de estudio.
Actualmente, existe poca informacién disponible acerca de la diversidad genética de las
poblaciones de osos en Ecuador. El objetivo de este estudio fue identificar posibles
haplotipos y determinar la diversidad genética de una poblacién de oso andino al
noroccidente del Distrito Metropolitano de Quito, por medio del analisis de la regién D-loop
del mtDNA. Para esto se extrajo ADN de muestras de pelo de 13 individuos obtenidas de
forma no invasiva en 8 localidades. Se desarrollé un par de primers especificos para la regién
Hipervariable Il (HVII) del D-loop del ADN mitocondrial. Se encontraron cinco haplotipos, H1
presente en dos individuos, H2 en siete, H3 en dos, H4 en uno y H5 en uno. Se identificaron
10 sitios polimérficos (S), todos fueron sustituciones, 5 transversiones y 5 transiciones. La
diversidad de genes (Hd: Diversidad de haplotipos) fue alta = 0.7051 vy la diversidad de
nucledtidos () baja 0.01224. Estos datos pueden sugerir que la poblacién de osos ha
experimentado una expansion después de un cuello de botella reciente. Esto implicaria que
ha pasado suficiente tiempo para recuperar la diversidad de haplotipos pero no suficiente
tiempo para acumular mutaciones en las secuencias analizadas. La poblacién de osos
andinos del Noroccidente de Quito ha sufrido fragmentacion de habitat por la extensa
actividad humana, sin embargo la informacion obtenida en esta investigacion indica que la
poblacién todavia es capaz de reproducirse aungue tiene una diversidad de nucleédtidos
baja.

Palabras clave: Tremarctos ornatus, mtDNA, haplotipos, diversidad genética, diversidad de
nucledtidos.



ABSTRACT

The Andean bear (Tremarctos ornatus) has been classified as a vulnerable species due to
habitat fragmentation and habitat loss. In endangered species or species in vulnerable state,
genetic diversity studies are necessary to design specific and specialized conservation
programs to address the needs of the study population. Currently, there is limited
information available about the degree of genetic diversity of Ecuadorian bear populations.
The aim of this study was to identify possible haplotypes and to determine the genetic
diversity of a population of Andean bears established in the Northwestern region of Distrito
Metropolitano de Quito, by the analysis of the D-loop region of the mtDNA. For this purpose,
DNA was extracted from hair samples of 13 individuals through non-invasive methods in 8
locations. A pair of primers was designed for the Hipervariable region Il (HVII) of the D-loop
from the mitochondrial DNA. Five haplotypes were found, H1 was present in two individuals,
H2 in seven, H3 in two, H4 in one and H5 in one. Ten polymorphic sites (S) were identified,
all of them were substitutions, 5 transitions y 5 transversions. Gene diversity (Hd: haplotype
diversity) was high 0.7051 and the nucleotide diversity was low 0.01224. These data could
suggest that the bear population has experienced an expansion after a recent bottleneck.
Indicating that there has been enough time to recover the diversity of haplotypes, but not
enough time to accumulate mutations in the analyzed sequences. The population of Andean
bears of Northwestern Quito has suffered habitat fragmentation, but the information
obtained in this study indicates that the population is still able to reproduce although it has a
low nucleotide diversity.

Key words: Tremarctos ornatus, mtDNA, haplotypes, genetic diversity, nucleotide diversity.
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1 INTRODUCCION

1.1 Descripcion de la especie: Clasificacion y Morfologia

El oso de anteojos (Tremarctos ornatus), también conocido como Oso Andino
pertenece a la familia Ursidae y a la subfamilia Tremarctinae (Pérez, 2001). La
subfamilia Tremarctinae es exclusiva de América y abarca 4 géneros: Plionarctos,
Arctodus, Arctotherium y Tremarctos (Soibelzon, 2007). Es un grupo monofilético y las
especies que lo conforman se caracterizan por tener un hocico mas pequefio que el
resto de osos (Soibelzon, 2007). Las especies mas cercanas al oso de anteojos se
encuentran extintas y es la Ultima especie existente dentro de la subfamilia
Tremarctinae (Kattan, 2004).

Tremarctos ornatus es de tamafio medio y los individuos machos son de mayor
tamafio que las hembras (Peyton, 1999). La longitud corporal promedio para un macho
adulto es 150 a 180cm con una cola de 7 a 10cm de longitud (Pérez, 2001). El peso
varia dependiendo de la edad, pero normalmente pueden llegar a pesar entre 308-385
libras (Peyton, 1999). Las hembras miden aproximadamente 50cm menos de longitud
corporal que los machos (1/3 menos) (Peyton, 1999). El pelaje del Oso Andino es largo
y grueso, usualmente de color negro o café oscuro. En la cara posee manchas de color
claro (blanco, amarillo o café) que se encuentran alrededor de los ojos y por esto
recibe el nombre de osos de “anteojos” (Pérez, 2001). Las manchas sirven para
identificar a los individuos ya que tienen un patron distinto dependiendo del individuo.
Pueden abarcar los dos ojos, un ojo, orejas, hocico y se pueden extender hasta el

pecho (Peyton, 1999).
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Como el resto de la familia Ursidae, el oso de anteojos, es plantigrado y las
extremidades anteriores son mas largas que las posteriores (Peyton, 1999). Esta
singularidad les permite trepar arboles con facilidad y alcanzar sus frutos. Su cuerpo
esta totalmente cubierto por el pelaje y tiene una apariencia robusta (Pérez, 2001). El
cuello es corto y grueso, tiene orejas pequefias y redondas y un hocico corto con pelos
vestigiales. Tiene dentadura con 42 dientes: 3 incisos, 1 canino, 4 premolares y 2
molares en el maxilar y 3 incisos, 1 canino, 4 premolares y 3 molares en la mandibula
(Peyton, 1999). Los incisos no estan especializados, los caninos son largos y fuertes y
los molares son planos. El musculo de la mandibula de Tremarctos ornatus es mas

fuerte que el del resto de osos (Pérez, 2001).

1.2 Biologia y Distribucion

1.2.1 Alimentacién

A pesar de pertenecer a la familia Ursidae, que es mayoritariamente carnivora,
el tipo de dentadura y los musculos de la mandibula permiten al oso andino basar su
alimentacion mayoritariamente en plantas fibrosas que necesitan ser trituradas vy
machacadas (Peyton, 1999). Esta especie es probablemente la mas herbivora de todas
las especies de 0sos con solo 5% de su dieta basada en carnes (Pérez, 2001). La dieta
del oso de anteojos se basa principalmente en frutos y en las partes fibrosas y suaves
de plantas de los bosques donde habita (Yerena, 1994). Entre las plantas mas
importantes se encuentran las pertenecientes a la familia Bromeliaceae (Puya,
Tillandsia, Guzmania) que pueden llegar a representar el 50% de la dieta total (Peyton,
1980). La alimentacidon con Bromeliaceae se da mayoritariamente en alturas superiores

a los 2300m, en menores alturas pueden basar su dieta en arboles frutales (Peyton,
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1980). Las especies de arboles frutales mas destacadas son: Capparis angulata, Ficus
spp. Cecropia spp, Schinus molle y Benchesia spp (Peyton, 1980). También pueden
alimentarse de diferentes especies de cactus que funcionan como fuentes de agua,
orquideas y bambu (Pérez, 2001). Adicionalmente pueden consumir madera de
arboles como Bombax discolor vy bayas de Penettya prostrata, Cavandishia spp, y
Physalis peruviana (Peyton, 1999). Se ha reportado también el consumo de Annona
cherimolia, Zea mays, Saccharum officinarum y Cucurbita maxima (Peyton, 1980).
Entre las fuentes de carne se encuentran diferentes tipos de insectos, roedores,

pajaros y ganado (Peyton, 1980).

1.2.2 Reproduccion

Las parejas reproductivas del oso andino usualmente se observan entre marzo
y octubre y el celo de las hembras dura aproximadamente 7 dias (Spady, 2007). Por
medio del estudio de osos en cautiverio y la observacién de crias fuera de la época de
reproduccion, se sabe que el periodo de gestacion es muy variable (de 160 a 225 dias)
y por esto se especula que esta especie es capaz de realizar implantacion tardia
(Peyton, 1999). Por consiguiente las crias pueden nacer fuera de estacidon pero a
tiempo para comer las frutas maduras (6 semanas antes de la maduracion) (Peyton,
1980). Comunmente los partos ocurren entre diciembre y febrero, con 1-4 crias siendo
2 el nimero mas comun (Peyton, 1999). El tamafio de las crias al nacer varia
significativamente de acuerdo a varios factores externos como la disponibilidad de
alimento y el tamafio y salud de la madre. No existe mucha informacion acerca de la
reproduccion en estado natural, pero en cautiverio la primera gestacion se da en

hembras de 4-7 afos de edad (Peyton, 1996).
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1.2.3 Comportamiento

El oso andino es mayoritariamente solitario, pero en ciertas ocasiones se
pueden formar grupos de varios individuos al momento de la alimentacion (Peyton,
1999). Las crias se mantienen con las madres hasta 1-2 afios después del parto donde
ya tienen las capacidades necesarias para buscar alimento por su propia cuenta
(Spady, 2007). Los avistamientos con camaras muestran que estos 0sos son activos
durante el dia y la noche (Peyton, 1999). Tienen una alta actividad arbdrea: trepan
arboles para conseguir alimento, derriban pequefios troncos y destruyen ramas para
construir “camas” donde se alimentan y duermen (Spady, 2007). Se guian
principalmente por la visién y el sentido del olfato (Renner, 2002). Usualmente son
osos de comportamiento tranquilo y suelen alejarse en avistamiento de humanos. Sin
embargo, se han reportado muchos casos de ataque a ganado y cultivos en los

bosques donde habitan (Rodriguez, 2006).

1.2.4 Distribucion y habitat

Este oso es exclusivo de América del Sur, principalmente en los Andes. Se
distribuyen desde Venezuela hasta el sur de Bolivia (Kattan, 2004). El rango altitudinal
de Tremarctos ornatus se encuentra desde 250msnm en las zonas mas bajas, hasta
4750msnm en los puntos mas altos (Peyton, 1999). Habitan en bosques secos
espinosos, bosques himedos, paramos, bosque andino nublado (Yerena, 1994). El
habitat ideal es el bosque humedo que llega a tener una altitud de 2700msnm. Se
estima que en América del Sur existen alrededor de 20000 osos de anteojos:

aproximadamente 2000 en Ecuador (Rodriguez, 2006).
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1.3 Corredor Ecoldgico del Oso Andino

El proyecto “Corredor Ecoldgico del Oso Andino” esta destinado a la conservacién
y proteccion del habitat del oso de anteojos que se encuentra en estado vulnerable
debido a la fragmentacion y pérdida de habitat (Goldstein et al, 2008). El Corredor se
encuentra en las parroquias rurales de Calacali, Nanegal, Nanegalito, Nono, San José
de Minas, Puéllaro y Perucho, dentro de los limites del Distrito Metropolitano de Quito
(SGCMQ, 2013). Aproximadamente abarca una superficie de 64554 hectareas (SGCMQ,
2013). En los ultimos afios, dentro de estas zonas, se han realizado diversas actividades
humanas que han disminuido el terreno habitable por el Oso Andino, como la
construccion de carreteras, la tala del bosque y la extensidon de las areas cultivadas.
Las carreteras son altamente transitadas e impiden el paso de los osos entre ambos
lados. Las areas de cultivo y asentamientos humanos contintan extendiéndose vy la tala
de los bosques no se detiene, lo que fragmenta las poblaciones de osos de anteojos
existentes e impide su contacto. Cada individuo de esta especie necesita al menos 800
hectareas para desarrollarse por lo que es indispensable que el bosque se mantenga
en su totalidad (Molina, 2012). Debido a la destruccién de habitats, el alimento se
vuelve escaso y los 0sos recurren a los cultivos y ganados de los sectores adyacentes.
Esto representa un peligro aun mayor ya que las poblaciones humanas asentadas en
estos territorios matan a los osos para impedir que ataquen los cultivos y ganado
(Rodriguez, 2006). Actualmente, esta especie sigue amenazada por cazadores y
comerciantes de carne. Todas estas amenazas hacen que las poblaciones de
Tremarctos ornatus se reduzcan notablemente y se vean fragmentadas. El Corredor
Ecolégico del Oso Andino busca que las diferentes poblaciones de osos separadas por

carreteras o asentamientos humanos puedan volver a tener contacto y puedan
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reproducirse entre si (SGCMQ, 2013). Se ha propuesto la construccion de puentes y
tuneles que permitan a los osos sortear las barreras impuestas por las carreteras de

Calacali-La Independencia y el Rio Guayllabamba (Molina, 2014).

1.4 Analisis moleculares

Los avances moleculares han permitido tener herramientas eficaces para el
analisis genético de poblaciones. EIl ADN mitocondrial es un marcador molecular
comunmente usado para estudios genéticos y filogeograficos en animales. Este tipo de
ADN puede ser amplificado facilmente por medio de PCR sin necesidad de purificacion.
Es abundante en las células, debido a su alto numero de copias, por lo que puede ser
utilizado en muestras degradadas o con poco material como restos de huesos, dientes
o pelo (Frankman, 2004). Evoluciona rapido, es facil de aislar y tiene una tasa de
mutaciéon mas alta que el ADN nuclear lo que permite ver variacidon genética en todo
tipo de poblaciones. Las mutaciones que se generan en las regiones no codificantes del
ADN mitocondrial, como en la regiéon D-loop, son neutrales por lo que los
polimorfismos en los haplotipos podrian ser atribuidos a eventos demograficos. La
region D-loop es uno de los fragmentes que evoluciona mas rapido en el ADN
mitocondrial. Debido a la alta tasa de mutacién que presenta, la region D-loop es la
secuencia mas estudiada para analisis de diversidad genética en el mtDNA (Hoelzel,
1999). El mtDNA no sufre recombinaciones y solo proviene de linaje materno, lo cual
es util para la reconstruccion de relaciones histéricas entre poblaciones a partir de la
distribucién y frecuencia de haplotipos (Beebee, 2008). Debido a estas caracteristicas,
el ADN mitocondrial es util para la determinacion de diversidad genética a partir de

muestras de pelo de una poblacion de osos de anteojos.
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La diversidad genética es necesaria para la supervivencia de una especie. Una
variacidon genética baja hace a los individuos de una poblacidn (que son casi idénticos
entre si) mas propensos a enfermedades y parasitos, disminuye la flexibilidad de la
poblacién de adaptarse a desafios ambientales y consecuentemente disminuye el
fitness de la poblacién (Kahilainen, 2014). Por otro lado, si la diversidad genética es
alta, es posible que ciertos individuos puedan responder favorablemente a los desafios
ambientales, se adapten, reproduzcan y la poblacién puede sobrevivir (Lacy, 1997). La
diversidad genética se puede ver afectada principalmente por deriva genética vy
procesos de endogamia. El andlisis de diversidad genética de una poblacion es
importante cuando una poblacion puede estar en riesgo ya sea por destruccidon de
habitat, cambios en el tamafio de la poblacion o porque la poblacién se encuentra
geograficamente aislada (Kahilainen, 2014). En especies en estado vulnerable o en
peligro de extincion es necesario conocer los datos de diversidad genética para poder
disefiar programas de conservacion especificos y especializados para las necesidades

de la poblacién de estudio.

El presente estudio es un andlisis preliminar de la diversidad genética de una
poblacién Tremarctos ornatus en el Corredor Ecoldgico del Oso Andino en el Distrito
Metropolitano de Quito. En esta investigacidon se disefidé un par de primers especificos
para amplificar la region Hipervariable 1l del D-loop del ADN mitocondrial de esta
especie. Mediante analisis estadisticos se identificaron los haplotipos presentes en la
poblacién y se calcularon indices de diversidad genética con el fin de entender el

estado actual de esta poblacion de osos de anteojos.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo General

* Determinar la diversidad genética de una poblacién de Tremarctos ornatus en el
Corredor Ecolégico del Oso Andino, al noroccidente del distrito metropolitano de

quito, por medio de analisis de ADN mitocondrial.

2.2 Objetivos Especificos

Estandarizar un protocolo de extracciéon de ADN a partir de muestras de pelo

de osos de anteojos recolectados en campo.

* Disefiar primers especificos para la regién D-loop del mtADN de Tremarctos
ornatus y evaluarlos en individuos de una poblacién de osos de anteojos del
Corredor Ecolégico del Oso Andino al Noroccidente de Quito.

* Determinar la diversidad genética de una poblacién de osos de anteojos
(Tremarctos ornatus) presente en el Noroccidente de Quito mediante el analisis
de la region D-loop del ADN mitocondrial (mtADN) .

* Evaluar la region D-loop del mtADN para identificar posibles haplotipos dentro

de la poblacién de osos de anteojos en estudio.

3 JUSTIFICACION

El oso de anteojos (Tremarctos ornatus) es la ultima especie viviente de la
subfamilia Tremarctinae (Kattan, 2004). Esta exclusivamente distribuida en América
del Sur y actualmente se encuentra en estado vulnerable (Peyton, 1999). La poblacién
de estos 0sos se ha visto amenazada principalmente por la destruccién de habitats por

las diversas actividades humanas. La destruccién de bosques para la creacion de zonas
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de cultivo y ganaderia han delimitado el espacio disponible para la supervivencia del
oso andino (Rodriguez, 2006). Los asentamientos humanos cerca de los rios también
han desplazado a las poblaciones de osos y han impedido su paso por los mismos
(Kattan, 2004). Todas estas actividades han generado que las poblaciones de osos de
anteojos se vayan aislando y fragmentando, poniendo en peligro de endogamia a las
mismas. La construccion de carreteras y aldeas hace que se pierda la conectividad
entre osos de anteojos de diferentes zonas, por lo que tienen una mayor dificultad
para reproducirse entre si (Yerena, 1994). La poblacién de osos de anteojos del
Corredor Ecoldgico del Noroaccidente de Quito ha sufrido el efecto de las actividades
humanas mencionadas. Debido a estos factores, es necesario tomar acciones para
proteger el habitat de esta especie. El estudio genético de la regién D-loop del ADN
mitocondrial del oso de anteojos nos permitira comprender la diversidad genética
presente en la poblacion y representara también una base para en el futuro establecer

programas de conservacion.

4  AREA DE ESTUDIO

El estudio fue realizado con osos de anteojos identificados en el Corredor Ecoldgico del
Oso Andino al Noroccidente del Distrito Metropolitano de Quito. Se logré identificar 13
osos de 8 localidades diferentes: El Guarumal, Campamento, Pichan, Bellavista 3, El
Porvenir, Curipogrio, Horizontes Rivera, Bellavista 2 e llitio (Figura 1). Existen dos
barreras importantes que pueden estar interfiriendo la movilidad de osos de anteojos
en esta region. La primera barrera es el rio Guayllabamba y la segunda es la carretera
Calacali-Nanegalito. Hasta el momento, las muestras analizadas son representativas

solo de un lado del rio (Sur del rio Guayllabamba) y del Este de la carretera. Los
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analisis moleculares fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal

de la Universidad San Francisco de Quito

5 MATERIALES

5.1 Extraccion ADN de muestras de pelo de osos de anteojos
* Dneasy Blood & Tissue Mini Spin Column Kit (Qiagen)
* Estereomicroscopio (Wolfe)
* Etanol 96-100%
* Tubos Eppendorf 1.5ml
*  Thermomixer 311DS (Labnet)
* Microcentrifuga (Labnet)

*  Vortex (IKA)

5.2 Cuantificacion de ADN

Nanodrop 2000 (Thermo Fischer)

Buffer TE 1X

Ultra-Pure Distilled Water (ThermoFischer)

5.3 Diseio de primers especificos para la region D-loop del mtDNA de Tremarctos
ornatus
* Genomas mitocondriales de referencia disponibles en GenBank
* Software MEGA v.6 (Tamura, 2007)
* Software OligoCalc (Kibbe, 2007)

* Software Primer 3 (Untergasser, 2012)
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5.4 Amplificacion del gen de la B-actina como control de calidad del ADN

1.5 mM MgCl, (Invitrogen)

¢ 1X Buffer de PCR (Invitrogen)

* 0.2 mM dNTPs (Invitrogen)

* 1uM Primer F B-actina (Invitrogen)

* 1uM Primer R B-actina (Invitrogen)

* 0.5 U Taq polimerasa (Invitrogen)

* 20ng ADN osos de anteojos

* Termociclador T-Personal (Biometra)

* Tubos Eppendorf 0.2ml

5.5 Amplificacion de la region D-loop del mtDNA de Tremarctos ornatus para

analisis de diversidad genética

1.5mM MgCl, (Invitrogen)

¢ 1X Buffer de PCR (Invitrogen)

*  0.2mM dNTPs (Invitrogen)

* 0.75 Primer TORmt2F

* 0.75 Primer TORmt2R

* 1U Taq polimerasa (Invitrogen)

* 20ng ADN osos de anteojos

* Termociclador T-Personal (Biometra)

*  Tubos Eppendorf 0.2ml
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5.6 Electroforesis en gel de acrilamida para purificar los fragmentos de la regién D-

loop amplificados

Ultra Pure Acrylamide (Invitrogen)

Ultra Pure N,N - Methylenebisacrylamide (Invitrogen)

TBE 10X (Tris — Acido Bérico — EDTA)

Ultra Pure TM UREA (Inivtrogen)

Persulfato de amonio (J.T. Baker)

UltraPure TM TEMED (N-tetramethilethilenediamine) (ThermoFischer)
Sigmacote (SIGMA)

Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD)

Sequi-Gen Cell GT System (BIORAD)

Bind-Silane (3-Methacryloxypropyltrimethoxysilane) (SIGMA)
Solucién de tratamiento de vidrio (etanol 96 %, acido acético 0.5% )

Repelente de agua para vidrio (RainX)

Ladder 10bp (Invitrogen)
Buffer de carga ( Glicerol , Azul de Bromofenol)

Etanol 70%

5.7 Tincidn del gel con nitrato de plata

Transiluminador de luz blanca
Solucién Fijacidn/ Parada (Alcohol Absoluto, 10% v-v, Acido Acético Glacial
0.5% v-v)

Solucion de Tincion (Nitrato de Plata, 2g/L, Formaldehido, 37% 0.00015% v-v)
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* Solucién de Revelado (Hidréxido de Sodio 15g/L, Formaldehido 37% 0.0002% v-

v)

5.8 Extraccion de bandas del gel de acrilamida

Buffer TE (10 mM Tris-Cl, pH 7.5. 1 mM EDTA)

Tubos Eppendorf 1.5ml

Vortex (VWR)

Thermomixer (Labnet 311DS)

5.9 Secuenciamiento de ADN y edicion de los fragmentos de la region D-loop
*  30ul producto de PCR
* Software GAP4 (The Gap Group, 2016)

* Software MEGA v.6 (Tamura, 2007)

5.10 Analisis estadisticos
* Software Arlequin 3.5 (Excoffier, 2000)

* Software TCS (Clement, 2000)

6 METODOS

6.1 Recepcion de muestras

Después de la recolecciéon de muestras de pelo de oso andino en el campo
(actividad realizada por asistentes de campo bajo la supervision de Santiago Molina,
Proyecto “Corredor Ecoldgico del Oso Andino”), se recibieron en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito, las muestras de pelo
de los diferentes individuos de osos de anteojos en fundas de papel de acuerdo al

protocolo de colecta establecido (Comunicacién Personal Santiago Molina). Se
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recolectd 57 muestras de pelo en el Corredor Ecoldgico del Oso Andino y 1 muestra de
pelo de un oso en cautiverio (Yumbo) proveniente de la localidad llitio que se
encuentra dentro del Corredor Ecoldgico del Oso Andino. Se ingresaron las muestras a
la base de datos (de acuerdo a informacién entregada por Santiago Molina) y se las
identificd de acuerdo a fotos y videos de las camaras trampa. Las manchas faciales,
especificas para cada o0so, permitieron identificar a los individuos y de esta forma se
logré identificar las muestras repetidas. Finalmente, se almacend las muestras en

congelacion a -20°C hasta su posterior uso.

6.2 Extraccion de ADN

La extracciéon de ADN se realizd con el Kit de Qiagen Dneasy Blood and Tissue
Mini Spin Column. Se seleccionaron 12-15 pelos con foliculo de oso de anteojos de
cada muestra recibida. En el caso de tener varias muestras del mismo individuo, se
selecciond la muestra con mayor cantidad de pelos y las restantes fueron almacenadas
en las condiciones mencionadas anteriormente. Para verificar la presencia de foliculo
se visualizé en el estereomicroscopio en aumento 30x. Luego se procedié a cortar 0.5-
1cm de cada pelo, incluyendo el foliculo y se los colocé en un tubo Eppendorf de
1.5ml. Se afiadid 180ul de Buffer ATL y 20ul de proteinasa K. Se mezclé por vortex y se
incubd a 56°C durante toda la noche en el Thermomixer. Después de la incubacién se
mezcld por 15 segundos con un agitador vortex y se afiadid de forma simultanea 200ul
de Buffer AL y 200ul de Etanol (96-100%) a la muestra y se volvid a mezclar por vortex.
Luego se pipeted la mezcla incluyendo cualquier precipitado dentro de la columna
provista por el kit con su respectivo tubo de recoleccion de 2ml. Se centrifugé a
8000rpm por 1 minuto, se descartd el fluido que atravesd la membrana de la columna

y se colocé un nuevo tubo de recoleccion de 2ml. Posteriormente se afiadié 500ul de
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buffer AW1 y se centrifugd a 8000rpm por 1 minuto. Se descarté el fluido que atravesé
la membrana de la columna y el tubo de recoleccidn. Luego se colocd la columna en un
nuevo tubo de recoleccion de 2ml, se afiadié 500ul de buffer AW2 y se centrifugd por
3 min a 14000rpm para secar la membrana. Se descarté el fluido y el tubo de
recoleccion. Para la elucion del ADN se colocd la columna en un tubo Eppendorf de
1,5ml, se pipeteé 50ul de buffer AE directamente en la membrana, se incubd a
temperatura ambiente por 1 min y se centrifugd por 1 min a 8000rpm. Se realizd una
segunda elucion con 25ul de buffer AE para conseguir un volumen final de 75ul. Las

muestras fueron almacenadas a -20°C hasta que se realizé la cuantificacion de ADN.

6.3 Cuantificacion de ADN vy visualizacion en geles de agarosa

La calidad de ADN de cada muestra fue evaluada mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1%, con el uso de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen), y de
un fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD). Las muestras se corrieron por 45
minutos a 80V. La concentracion de ADN se determind con el uso de un
espectrofotémetro Nanodrop 2000™ con buffer AE como solucién blanco. No se
realizé una dilucién para llevar a las muestras a una concentracién especifica debido a

gue la mayoria de las muestras presentaron una concentracion baja de ADN.

6.4 Disefio de primers especificos para la region D-loop del mtDNA de Tremarctos
ornatus
Para el disefio de primers se utilizaron las 2 secuencias completas de mtDNA de
Tremarctos ornatus disponibles en GenBank (Numero de accesion: FM177764.1 y
NC_009969.1). Estas secuencias fueron alineadas en MEGA v.6 (Tamura, 2007) y se

identificd la regidon D-loop que se generd por la union de los nucleétidos de la posicion
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1-847 y 16301-16752 de la secuencia completa de mtDNA FM177764.1. En el
programa MEGA (Tamura, 2007) se uso la opcién “Sequence Data Explorer” para
resaltar los sitios variables en ambas secuencias (Comando: Mark Variable Sites) y
poder determinar la regién donde se acumula el mayor nimero de mutaciones y
disefiar los primers flanqueando las mismas. Una vez que estas fueron identificadas se
determinaron regiones conservadas donde los primers podrian hibridar. Debido a que
toda la regidn D-loop es muy extensa (1320pb) para la amplificacion con un solo par de
primers, se escogieron los dos fragmentos que presentaron el mayor numero de
mutaciones (analizando las dos secuencias mitocondriales disponibles) para ser
amplificados. El primer fragmento representa a la region Hipervariable Il (HVII) parte
inicial de la region D-loop con un tamafio de aproximadamente 600pb. El segundo
fragmento es parte de la region Hipervariable | (HVI) con un tamafo de 500pb y se
encuentra después de una region conservada y repetitiva de aproximadamente 220pb
(Figura 2). Se escogieron fragmentos de 20-25 nucledtidos que flanqueen las regiones
variables (HVI y HVII) y se verificd su viabilidad en el software OligoCalc (Kibbe, 2007),
gue calcula la Temperatura de Melting (Tm), %GC y capacidad de formar dimeros y
hairpins. Los primers que formaban dimeros (interaccién intermolecular entre dos
primers F o entre un primer F y un R) y hairpins (interaccion intramolecular dentro del
mismo primer) fueron descartados inmediatamente debido a que reducen la eficiencia
de la amplificacion y la capacidad de union del primer al ADN molde (Vinay, 2000). Se
escogieron los primers que tenian un %GC cercano a 50 ya que con este porcentaje la
Tm estaria entre 60-64°C y esto reduce la posibilidad de que los primers se unan a
sitios secundarios (Prediger, 2012). Posteriormente se us6 el software Primer 3

(Untergasser, 2012) para verificar que los primers se unan especificamente a la region



28

de interés y no a otros fragmentos. Con este programa también se estimé el tamario
de los fragmentos por cada combinacién de primers. De acuerdo a la Tm, %GC,
especificidad, tamafio del fragmento generado y ausencia de formacion de dimeros y
hairpins, se escogieron 5 primers Forward (1-5) y 4 primers Reverse (A-D) (Tabla 1).
Debido a la similitud en la Tm el primer Forward 4 puede ser usado con el primer
Reverse C y D. Es por esto que con 9 primers se obtuvieron 6 combinaciones de
primers posibles para la region de interés (Tabla 2). De los 6 pares de primers
disefiados, la combinacion 1A y 2B amplifican el fragmento correspondiente a la regién
HVII del D-loop, mientras que las combinaciones 3C, 4C, 4D y 5D amplifican el

fragmento de la regién HVI del D-loop.

6.5 Amplificacion del gen de la B-actina como control de calidad del ADN

Se amplificd el gen de la B-actina del ADN gendmico de osos de anteojos, por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa. El volumen final de la reaccion fue
20ul y consistio en: 1.5mM MgCl,, Buffer de PCR 1X, 0.2mM dNTPs, 1uM Primer
Forward, 1uM Primer Reverse, 0.5 unidades de Taq polimerasa y 20ng ADN. El
programa de PCR se realizd en un termociclador T-Personal (Biometra) con una
desnaturalizacion inicial de 94°C por dos minutos seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 92°C por 50 segundos, annealling a 45°C por 50 segundos,
extension a 72°C por 50 segundos y extension final a 72°C por 2 minutos. Se utilizé
como control positivo una muestra de pelo humano extraida con el mismo Kit. El
producto de amplificacion fue evaluado mediante electroforesis en gel de agarosa al
2%, con el uso de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen), y de un fotodocumentador
Biorad Gel Doc XR (BIORAD). Se utilizaron 5ul del producto de amplificacion y se realizd

una corrida por 45 minutos a 80V.
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6.6 Amplificacion de la region D-loop del mtDNA de Tremarctos ornatus para
analisis de diversidad genética

Se amplificé la region HVII del D-loop del ADN mitocondrial extraido de las
muestras de pelo de osos andino por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa.
El volumen final de la reaccién fue de 30ul (volumen estandar para secuenciacion en
Macrogen Korea). La mezcla de reaccién consistié de: 1.5mM MgCl,, Buffer de PCR 1X,
0.2mM dNTPs, 0.75uM Primer TORmt2F, 0.75uM Primer TORmt2R, 1 unidad de Taq
polimerasa y 20ng ADN. El programa de PCR se realizdé en un termociclador T-Personal
(Biometra) con una desnaturalizacion inicial de 94°C por 10 minutos seguido por 35
ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 50 segundos, annealling a 68°C por 50 segundos,
extension a 72°C por 50 segundos y extension final a 72°C por 2 minutos. Se utilizé
como control positivo una muestra de pelo de un oso en cautiverio (Yumbo, que
posteriormente fue liberado). El producto de amplificaciéon fue evaluado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, con el uso de SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen), y de un fotodocumentador Biorad Gel Doc XR (BIORAD). Se utilizaron 3ul

del producto de amplificacion y se realizé una corrida por 45 minutos a 80V.

6.7 Electroforesis en gel de acrilamida para purificacion de los fragmentos de la
region D-loop amplificados
Debido a que la secuenciacion inicial de los productos de amplificacion de la
region D-loop tenia multiples picos superpuestos y ruido, se realizé una electroforesis
en gel de acrilamida para purificar los fragmentos. La electroforesis en geles de
poliacrilamida se realizd utilizando el sistema Sequi Gen GT de Biorad. Primero se

realizé el lavado y tratamiento del vidrio y la camara. El vidrio se lavd con Alconox y se
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lo limpid con alcohol al 70%, luego fue tratado con Bind-Silane. Para el tratamiento de
la camara se realizé un lavado con Alconox, con al alcohol al 70% y se la tratd con Rain
X y Sigmacote. Se limpiaron todas las partes de la cdmara de polimerizacion con
alcohol al 70% y se la armé segun las instrucciones del proveedor. Se prepard 100ml de
la solucion de poliacrilamida (urea 5M, acrilamida: bisacrilamida 19:1, Temed vy
persulfato de amonio 0.1%) se la anadié a la camara y se colocé el peine, con los
dientes hacia el exterior, para formar el frente de corrida, se dejé polimerizar por 1
hora.

Una vez que el gel se polimerizd se armo la cdmara de electroforesis y se afadio
400mL de TBE 1X en la base de la camara y 1100 ml dentro de la camara. Se invirtid la
orientacion del peine (dientes hacia el interior) y se lo insert6 en el gel para generar los
pocillos. Se retird el exceso de urea por medio del uso de una pipeta Pasteur. Se cargd
3ul de buffer de carga saltando un pocillo y se realizd la pre corrida por 45 minutos a
80 watts para verificar el estado de los pocillos. Después de la pre corrida, se
desnaturalizd el producto de PCR a 90°C por 8 minutos y se cargd 5ul de estas
muestras en cada pocillo. Las muestras se corrieron a 80W y 50°C por dos horas y
media.

El revelado de los geles de poliacrilamida se realizé por medio de una tincidn con
nitrato de plata de acuerdo al protocolo de Benbouza et al.(2006). Primero se coloco el
vidrio con el gel hacia arriba en una solucidn fijadora fria (200 ml de alcohol absoluto,
10 ml de acido acético glacial y 1790 ml de agua destilada) por 5 minutos. Luego se
colocd el vidrio con la misma orientacion en una solucion de tincidon (4 gramos de
nitrato de plata, 3 ml de formaldehido al 37% y 2 litros de agua destilada) por 7

minutos con agitacion homogénea y constante. Se realizé un lavado con agua destilada
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por 8 segundos y se colocd el gel en una solucidn de revelado (30 gramos de hidroxido
de sodio, 4 ml de formaldehido al 37%, y 2 litros de agua destilada) por 7 minutos con
agitacion suave y homogénea, revisando constantemente que el gel no se desprenda
del vidrio. Por ultimo se colocd el vidrio en la solucidn fijadora por 3 minutos, y se lo
lavd con agua destilada. Para extraer las bandas purificadas se dejo reposar el gel por

30 minutos.

6.8 Extraccion de bandas de acrilamida y reamplificacion de fragmentos

Para la extraccion de bandas del gel de acrilamida primero se identificé las
bandas de interés. Debido a que el fragmento de la region D-loop mide 600pb, la
banda a extraer se encontrd en la parte superior del gel con un tamafio >300pb
usando el ladder 10bp de Invitrogen. Una vez identificada la banda se humedecid el gel
con un poco de agua destilada y con un bisturi fino se fue cortando alrededor de ésta,
tratando de cortar la menor cantidad de gel. Con las pinzas se tomé el pedazo de gel
deseado y se lo colocd en un tubo Eppendorf de 1.5ml con 50ul de Buffer TE. Luego se
mezcld por vortex por 5 minutos en cada muestra para promover el desprendimiento
del ADN del gel. Se dejo incubar toda la noche a 37°C y se tomaron 3ul de esta
solucion como ADN para el PCR. La reamplificacion se realizé bajo las mismas
condiciones descritas en la seccién 5.6 y se verificd el tamafio esperado con una

electroforesis en gel de agarosa como se describe en la seccién 5.3.

6.9 Secuenciamiento de ADN y edicion de secuencias de la regién D-loop
Una vez confirmado el tamafio del fragmento de la region HVII del D-loop se
cuantificé las muestras con el uso de un espectrofotémetro Nanodrop 2000™ con

agua de PCR como solucién blanco. Estas muestras fueron enviadas a Macrogen Inc.
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(Seul, Corea) donde fueron secuenciadas en ambas direcciones con un ABI 3730XLs.
Las secuencias fueron preparadas para Gap4 en Pregap4 seleccionando: Estimate Base
Accuracies, Trace Format Conversion, Initialise Experiment Files y Gap4 shotgun
assembly en la opcién Configure Modules. El software Gap4 (The Gap Group, 2016)
permite editar (insertar, reemplazar o eliminar bases) las secuencias de acuerdo a los
electroferogramas generados por el ABI 3730XLs. Cada base nitrogenada tiene un
color especifico, en este caso verde corresponde a adenina, negro a guanina, azul a
citosina y rojo a timina. La altura de los picos y el valor de confianza indica cual es la
base que tiene mayor probabilidad de ser la correcta. En base a estos picos se editd las
secuencias y se obtuvo una secuencia consenso y se las alined en MEGA v.6 (Tamura,
2007). En caso de que la secuencia de las cadena Forward y Reverse no coincidieran, se
escogio la cadena que tuvo valores de confianza mas altos. Se realizé una busqueda en
GenBank con la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponible en
la pagina web de NCBI (National Center for Biotechnology Information) para
comprobar que las secuencias pertenecieran a la region D-loop del mtDNA de
Tremarctos ornatus. Las secuencias editadas y limpiadas fueron copiadas al programa
MEGA v.6. La alineacion se realizd con la opcion “Align by ClustalW”. Debido a que
todas las secuencias tuvieron diferente longitud, estas fueron recortadas a 247pb que

fue la mayor extensién que se pudo tener.

6.10 Analisis estadisticos

Las secuencias recortadas y alineadas fueron convertidas a formato Nexus (.nex) y
fueron ingresadas al software TCS: Phylogenetic network estimation using statistical
parsimony (Clement, 2000) para determinar los haplotipos presentes en los individuos

analizados. En este programa también se construyd la red de haplotipos que permite
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ver la distancia (por cambios en pares de bases) que hay entre cada haplotipo. Para
los analisis de diversidad genética se utilizé el programa Arlequin 3.5 (Excoffier, 2000)
utilizando la opcién Project Wizard y escogiendo los pardmetros de indices

Moleculares, indices de Diversidad y Test de Neutralidad.

7 RESULTADOS

7.1 Identificacion de individuos y calidad del ADN

La identificacion de individuos se realizd mediante los videos de las cdmaras
trampa. De las 58 muestras de pelo obtenidas se lograron identificar 13 individuos en
8 localidades diferentes del Corredor Ecolégico del Oso Andino. Estas localidades
fueron: El Guarumal, Campamento, Pichan, Bellavista 3, El Porvenir, Curipogrio,
Horizontes Rivera, Bellavista 2 e llitio. Todas se encuentran dentro del Corredor
Ecolégico del Oso Andino y estan delimitadas por el rio Guayllabamba al norte y la
carretera Calacali-Nanegalito al oeste (Figura 1). Durante el proceso de identificacion
se pudo ver que la mayoria de muestras fueron recapturas de los mismos 13
individuos. Se comprobd que el Kit Dneasy Blood & Tissue Mini Spin Column, funciona
adecuadamente para extraer ADN de muestras de pelo, y se establecié que para lograr
una extraccion de ADN eficiente el nimero minimo de pelos es de 12 a 15.

La concentraciéon de ADN obtenida en las muestras de pelo de los 13 osos de
anteojos estudiados fue baja (0.2-12.3ng/ul) (Tabla 3). En dos muestras, la
cuantificacion mostré concentraciones negativas o excesivamente bajas (-1.9 y -0.7)
(Tabla 3). Debido a estos resultados se realizd geles de agarosa para confirmar la
presencia de ADN y se observd bandas tenues en todas las muestras (Figura 3). Esto

indica que a pesar de que la cuantificaciéon con Nanodrop 2000™ reportd



34

concentraciones negativas, si hubo presencia de ADN en las muestras pero en
concentraciones bajas. La calidad del ADN se observa en las relaciones 260/280 vy
260/230, en estos parametros se obtuvieron valores fuera del rango aceptable (~1.8)
(Tabla 3). Especialmente en la relacién 260/230, los 13 individuos presentaron valores
muy lejanos a 1.8 lo que indica contaminacion por compuestos fendlicos. Debido a la
baja concentracion y calidad de ADN que se obtuvo, se realizé un PCR con primers de
B-actina para evaluar la calidad de ADN. Se analizaron 10 muestras y en todas se
obtuvo un producto de amplificacion del tamafio esperado para este gen (300pb), 4 de

estas muestras se observan en la Figura 4.

7.2 Amplificacion de la region D-loop del mtDNA de Tremarctos ornatus

Todos los primers disefiados amplificaron correctamente la regién D-loop del mtDNA
de Tremarctos ornatus (Figura 5). Se escogieron los primers TORmt2F y TORmt2R para
la amplificacion de la region hipervariable 1l (HVII) ya que la secuenciacion con estos
primers presentd un electroferograma mas claro con menos ruido. Se logré amplificar
la region HVII del D-loop del mtDNA de Tremarctos ornatus en las 13 muestras
analizadas. El fragmento amplificado tuvo el tamafio esperado para este par de
primers (615pb) (Figura 6). En la electroforesis en gel de acrilamida se observo bandas
del tamafio esperado >300pb. Las bandas fueron extraidas exitosamente y la

reamplificacion generd fragmentos de 600pb aproximadamente (Figura 7).

7.3 Determinacion de haplotipos y red de haplotipos
Mediante el programa TCS se encontraron 5 haplotipos diferentes en las 13 muestras
de osos andino analizadas (Tabla 4). Los haplotipos fueron nombrados H1, H2, H3, H4 y

H5. Siete individuos de oso andino presentaron el haplotipo H2, siendo éste el mas
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frecuente. Los haplotipos H1 y H3 tuvieron una frecuencia de 2 individuos, los
haplotipos H4 y H5 tuvieron una frecuencia de un individuo cada uno (Tabla 5). La red
de haplotipos se determind usando el mismo programa (Figura 8). En la red de
haplotipos se muestran los 5 haplotipos encontrados, el tamafio de los circulos indica
la frecuencia de cada uno y la longitud de las ramas indica el nimero de polimorfismos
qgue hay entre haplotipos (Figura 7). Las ramas de longitud corta indican que los
haplotipos en esa rama tienen pocas diferencias de nucledtidos entre si, por otro lado
una rama de longitud larga indica que hay varios cambios nucledtidos entre los
haplotipos de la rama. La maxima diferencia entre haplotipos fue de 4 nucledtidos
entre H2 y H3, el primer cambio fue en la posicion 24 con una sustitucién de T por C, el
segundo en la posicion 57 con sustitucién de T por C, el tercero en la posicién 106 con
un cambio de A por G y por ultimo en la posicidon 190 una sustitucion de C por T. Entre
el haplotipo H5 y H6 se presentaron 3 sustituciones: en la posicion 9 se cambid una T
por una G, en la posicién 118 una A por una T y en la posicion 222 una A por una G.
Entre los haplotipos H1 y H5 igualmente se presentaron 3 sustituciones: en la posicidon
190y 117, el cambio fue de una C por una T, mientras que en la posicion 20, el cambio
fue de una C por una A. La distancia minima se encontré entre H1 y H2 con solo una

sustitucion de A por C en la posicién 155.

7.4 Estimacion de indices de diversidad y Neutralidad

El fragmento que se utilizd para la estimacion de indices de diversidad y neutralidad
fue obtenido mediante la secuenciacion de la regién HVII del D-loop del mtDNA. En
este fragmento de 247pb se encontraron 10 sitios polimérficos de los cuales todos
fueron sustituciones: 5 transversiones, 5 transiciones y ningun indel. La diversidad de

genes o diversidad de haplotipos (Hd) fue 0.7051, y la diversidad de nucleétidos (i) fue
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0.0113. Debido al bajo nimero de muestras se aplicé un factor de correccion de n/(n-
1), lo que resultd en un valor ajustado de m=0.01224 (Pasternak, 2005). El test de
Neutralidad Tajima’s D dio un valor de -0.53 pero un p-value de 0.32, debido a que el
p-value es mayor a 0.05, este test se considera no significativo (Tabla 6). Todos estos

parametros fueron calculados usando el software Arlequin 3.5 (Excoffier, 2000).

8 DISCUSION

8.1 Cuantificacion y calidad de ADN

La concentracién de ADN de las 13 muestras fue baja (<13 ng/ul), 8 de estas
muestras tuvieron una concentraciéon menor a 2ng/ul y 2 una concentracién negativa
(Tabla 3). Debido a que el limite inferior de deteccién de ADN del NanoDrop 2000 es
de 2ng/ul, es posible que la cuantificacion de estas 10 muestras (al tener valores fuera
del rango detectable del equipo) no haya sido exacta (Termo Scientific, 2012). Al
realizar la amplificacion del gen de la B-actina en estas 13 muestras, se observo el
fragmento esperado de 300pb (Figura 3). Esto indica que, a pesar de que en la
cuantificacion por NanoDrop 2000 se obtengan concentraciones bajas o negativas, si
existe una cantidad suficiente de ADN para realizar una PCR exitosa. La pureza del ADN
extraido se observa en las relaciones 260/280 y 260/230 que tienen que estar dentro
de 1.8-2.0 y 2.0-2.2 respectivamente. Los valores obtenidos en este ensayo (Tabla 3)
estan fuera de los parametros lo cual indica que puede haber contaminacién por
proteinas y otros residuos de los reactivos de extraccion. Sin embargo, se ha
reportado que estos valores pueden ser inespecificos en concentraciones bajas de
acidos nucleicos (<10ng/ul) (Thermo Scientific, 2012), como es el caso de las muestras

analizadas en este estudio.
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8.2 Diseiio de Primers

Las 6 combinaciones de primers disefiadas amplificaron correctamente la regién
esperada. El mejor set de primers fue escogido de acuerdo a la calidad de la secuencia
gue se generd en el proceso de secuenciacidn. En base a esto se escogid el par de
primers TORmMt2F y TORmMt2R que presentd la menor cantidad de ruido y los valores de
confianza mas altos. El valor de confianza es un nimero asignado a cada nucleétido de
la secuencia e indica qué tanto se puede confiar en la identidad de esa base. La
formula designada para este valor es: QV = -10log,,(Pe), donde Pe es la probabilidad de
error (Baxenavis, 2004). Los valores van de 0 a 100 y valores mayores a 30 indican un
alto nivel de confianza. Cuando estos valores son mayores a 30 la probabilidad de que
la base designada por el sistema de secuenciacién sea errada es menor al 10%
(Baxenavis, 2004). Con el set de primers TORmt2F y TORmt2R se obtuvieron valores de
confianza mayores o cercanos a 30 en la mayoria de posiciones. Esto indica que los
primers se unen de forma especifica al ADN de Tremarctos ornatus y que el fragmento
se esta amplificando con fidelidad. Debido a que se obtuvieron resultados positivos en
la secuenciacion y se pudieron realizar los analisis estadisticos respectivos, se puede
decir que los primers disefiados son adecuados para realizar estudios de diversidad y
para identificar haplotipos en esta especie. Los primers que amplificaban la region HVI
del D-loop no fueron utilizados ya que no se pudo obtener una secuenciacion eficiente.
Se puede estimar de forma eficiente la diversidad genética y haplotipos en una
poblacién solo con el uso de una region hipervariable. Sin embargo, también es util
analizar ambas regiones para tener mayor informacidén genética y poder establecer
posibles relaciones entre los polimorfismos de la region HVI y HVII (Badhan, 2014). Los

primers disefiados para la region HVII pueden ser usados en investigaciones futuras en
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un mayor numero de individuos para tener una vision mas amplia y completa de la
diversidad genética de la poblacién de osos de anteojos al Noroccidente del Distrito

metropolitano de Quito.

8.3 Analisis de diversidad genética

Los cinco haplotipos encontrados son nuevos para esta especie ya que no hay
estudios previos de la regién D-loop de Tremarctos ornatus. La identificacion de
haplotipos se realizé por medio del método de maxima parsimonia que arroja el set
minimo de haplotipos que explica los cambios a nivel genético en las muestras
analizadas (Wang, 2006). Este método es util cuando se analiza una regidon gendmica
pequefia y se tiene una muestra pequefia (<100 individuos) ya que en tamafios
mayores la estimacidén por parsimonia es menos certera (Weale, 2003) (Browning,
2011). La identificacion de estos haplotipos permite ver los sitios polimorficos
presentes en esta region y asociar posibles haplotipos especificos a una determinada
poblacién. Es posible que al analizar varias poblaciones de oso andino, se pueda
asociar una region geografica o poblaciones determinadas a un haplotipo especifico.
Debido a que en este estudio solo se analizé una poblacién, no se puede hacer esta
asociacion.

La red de haplotipos (Figura 7), al tener ramas cortas, muestra que hay poca
variaciéon entre los 5 haplotipos encontrados, por ende hay una estrecha relacion entre
éstos. Los haplotipos mas cercanos son H1 y H2 con solo 1 nucledtido de diferencia y
los mas lejanos son H2 y H3 con 4 nucledtidos de diferencia. En general, la diferencia
entre haplotipos es poca pero la cantidad de haplotipos presentes en la muestra es
alta (5 haplotipos en 13 individuos). Esto se confirma con los indices de diversidad, la

diversidad genética o diversidad de haplotipos representa la probabilidad de que dos
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haplotipos escogidos al azar sean diferentes entre si en la muestra analizada (Excoffier,
2000). Se considera una diversidad de genes alta cuando el valor es mayor a 0.5. En
este caso se obtuvo un valor de Hd= 0.7051, lo que muestra que la diversidad de
haplotipos en la poblacién analizada es alta. De acuerdo a estos datos hay un 70% de
probabilidad de que al escoger dos haplotipos estos sean diferentes entre si (Lowe,
2009).

La diversidad de nucledtidos, por otro lado, es la probabilidad de que dos sitios
homoélogos (misma posicion pero en diferentes individuos) difieran entre si en la
muestra analizada (Excoffier, 2000). De igual forma, ésta es considerada alta si el valor
es mayor a 0.5. En los resultados obtenidos la diversidad de nucleétidos es 0.01224
gue es menor a 0.5 y por ende representa una diversidad de nucleétidos baja (Lowe,
2009). Este resultado es comparable con la red de haplotipos ya que se observaron
pocos cambios de nucleétidos entre haplotipos.

La poblacion de osos de anteojos al noroccidente del Distrito Metropolitano de
Quito tiene una alta diversidad de haplotipos pero baja diversidad de nucledtidos.
Usualmente este patron indica que la poblacion ha sufrido una expansién rapida
después de un cuello de botella reciente. Se asume que ha pasado suficiente tiempo
para que la poblacién tenga variacion de haplotipos por mutaciones pero poco tiempo
para que esta pueda acumular grandes variaciones en la secuencia (Lowe, 2009). Es
posible que el cuello de botella reciente se haya dado por la colonizacion humana de
los Andes, la fragmentacion del habitat por deforestacion y la caza furtiva de la
especie. La colonizacion humana del area Andina empezd hace 500 afios y la pérdida
de habitat se ha intensificado en Ecuador en los ultimos 100 afios, por lo que estos

factores pueden representar el cuello de botella reciente (Ruiz, 2003). Este cuello de
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botella posiblemente generd una disminucién en el tamano y diversidad genética de la
poblacién. Sin embargo, en los Ultimos 20 afios se ha reportado una colonizacion
exitosa de la especie Nectandra acutifolia (aguacatillo) en ciertas zonas del Corredor
Ecoldgico del Oso Andino, especialmente en Nanegalito (Molina, 2012). Es posible que
debido a la abundancia de alimento, como el aguacatillo, en ciertas estaciones, la
poblacién se haya expandido, generando una mayor diversidad de haplotipos pero
conservando todavia la baja diversidad de nucledtidos generada por el cuello de
botella. En este caso usualmente se ve un haplotipo ancestral del cual se derivan
multiples haplotipos con pocas variaciones entre si (Allcock, 2012). Adicionalmente se
realizé el Tajima’s D Neutrality Test que pretende identificar si una secuencia de ADN
ha evolucionado de forma randémica (neutral) o si se ha generado por un proceso no
randdmico influenciado por una expansién demografica, introgresién u otros factores
no neutrales (Yang, 2014). Este test toma en cuenta la diversidad de nucledtidos de la
poblacién y el numero de sitios polimarficos (Excoffier, 2010). Un valor cercano a 0 en
este test, indica que la variacidén en la poblacién es neutral, si el valor es negativo (<0)
la poblacién puede estar en crecimiento y si es un valor positivo (>0) la poblacion
puede estar atravesando un cuello de botella y estd en decrecimiento. El resultado
obtenido para el test de neutralidad en este estudio, fue -0.53 lo que sugiere que la
poblacidn estd en expansién después de un cuello de botella reciente (Holsinger,
2012). Estos resultados concuerdan con la alta diversidad de haplotipos pero baja
diversidad de nucledtidos. Para determinar si el resultado del test de neutralidad es
estadisticamente significativo, se utiliza el valor p. Cuando este valor es =<0.05 se
considera que el test es significativo, si es =0.05 no es significativo, es decir que no hay

suficiente evidencia que apoye el valor encontrado. El valor p del test de neutralidad



41

realizado fue 0.32 lo que indica que los resultados son no significativos (p-value >
0.05). La no significancia en esta prueba puede estar relacionada al bajo nimero de
individuos analizados por lo que se recomienda aumentar el tamafio de la muestra.

No existen estudios previos que permitan comparar la diversidad de nucledtidos
en la region analizada o la presencia de haplotipos diferentes entre la poblacion de
osos de anteojos al noroccidente del Distrito Metropolitano de Quito y poblaciones de
otras localidades. Sin embargo, se han realizado estudios de diversidad genética en
Ecuador utilizando marcadores micro satélites. Ruiz-Garcia (2003) realizé un estudio,
en el cual se analizd 42 individuos de 8 provincias (Imbabura, Pichincha, Napo,
Tungurahua, Azuay, Loja, Zamora y Morona Santiago). Viteri (2009), por otro lado,
analizé 16 individuos provenientes de centros de cautiverio (no hay informacion de la
provincia a la cual pertenece cada individuo). En el estudio de Ruiz-Garcia (2003) se
encontré que los osos de anteojos de Ecuador, tuvieron la diversidad genética mas
baja (H=0.24) comparada con osos de anteojos de Colombia y Venezuela. Viteri (2009),
por otro lado, encontré un nivel de diversidad mas alto (H=0.45). Viteri (2009)
menciona que el valor de diversidad genética encontrado (H=0.45) igualmente es bajo
en relacion con otras especies de o0sos. Por ejemplo, hace una comparacion con una
poblacién aislada de oso pardo en Yellowstone con H=5 0.55. Estos resultados indican
qgue los osos de anteojos presentes en el Ecuador tienen una baja diversidad genética
posiblemente por la fragmentacion de habitat y que se necesitan tomar acciones de
conservacién que protejan a estos osos para lograr mantener la diversidad genética de
la poblacién

Con los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que la poblacion

analizada tiene una baja diversidad de nucledtidos y alta diversidad de haplotipos y
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qgue la poblacion esta en expansion después de haber sufrido un cuello de botella
reciente. Para mantener la poblacidn en expansiéon y que se puedan seguir
acumulando mutaciones en la regién analizada se deben proponer actividades de
conservacién que protejan a esta poblacion. El Corredor Ecoldgico del Oso Andino es
una iniciativa que puede ayudar a que se preserve el habitat de esta especie y a futuro
que las diferentes poblaciones de oso andino puedan mantener la conectividad entre

si promoviendo la diversidad genética para esta especie.

9 CONCLUSIONES
A pesar de haber obtenido concentraciones bajas de ADN en las extracciones a partir

de pelo, estas fueron suficientes para realizar los estudios de diversidad.

Los primers disenados amplificaron exitosamente la regién region HVII del D-loop del

mMtDNA

Se reportaron por primera vez haplotipos para la region D-loop del mtDNA para el oso
andino. Se identificaron 5 haplotipos de 247pb en 13 individuos de Tremarctos ornatus
identificados en el Corredor Ecoldgico del Oso Andino, al noroccidente del Distrito

Metropolitano de Quito.

La diversidad de haplotipos fue alta pero la diversidad de nucledtidos fue baja, esto
indica que la poblacién ha sufrido una expansién después de un cuello de botella

reciente.

10 RECOMENDACIONES
Aumentar el nimero de individuos para obtener indices de diversidad genética que

caractericen con mayor exactitud a la poblacion de estudio.
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Realizar un estudio de la regién D-loop del mtDNA de individuos de la zona al Norte del
Rio Guayabamba y al lado Oeste de la carretera Calacali-Nanegalito para poder realizar

un estudio comparativo entre poblaciones.
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Figura 1: Mapa del Corredor Ecolégico del Oso Andino. Los limites del Corredor
Ecélogo del Oso Andino se muestran como lineas amarillas y los limites del DMQ_ se
muestran en naranja. Los puntos marcados en rojo indican las localidades donde se
obtuvieron muestras para este estudio, estas estdn delimitadas por el rio
Guayllabamba al norte y la carretera Calacali-Nanegalito al Oeste.

| D-loop: 1320pb |
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[ ] Regidn conservada: 220pb
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Figura 2: Diagrama de la regién D-loop del ADN mitocondrial de Tremarctos ornatus.
La seccidn inicial (color naranja) corresponde a la regién hipervariable Il (HVII) y tiene
una extension de 600pb, la seccion media (color amarillo) corresponde a una regién
conservada y repetitiva de 220pb y la seccién final (color verde) representa la regiéon
hipervariable | (HVI) con 500pb de extension. En total la regién D-loop de Tremarctos
ornatus tiene aproximadamente 1320pb.
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Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las extracciones de ADN de 4
muestras del estudio.

3BV02  EGO3 PIO1 PI02

Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacion del
gen de B-actina. El tamafio de banda esperado es 300pb.
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Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificacién con
los primers 1A, 2B, 3C, 4Cy 4D, con gradiente de temperatura desde 45.5°C a 48.5°C.
Todos los carriles corresponden a la muestra ILO1 (Yumbo). Para los primers 1Ay 2B el
tamarfio de banda esperado es 600pb y para los primers 3C, 4C y 4D 500pb.
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Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de amplificaciéon con
los primers TORmt2F y TORmt2R. El tamafio de banda esperado para este primer es
615pb.
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Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reamplificacion de las bandas
extraidas del gel de acrilamida. El tamafio de banda esperado es 615pb.
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Figura 8: Red de haplotipos generada por el programa TCS (Clement, 2000). El tamafio
de los circulos indica la frecuencia de cada haplotipo y la distancia de las ramas indica
los cambios que hay entre haplotipos.



13 TABLAS

Tabla 1: Secuencias de los primers disefiados para la amplificacion de la regién D-loop
del mtDNA de Tremarctos ornatus con su respectiva Temperatura de melting, %GC, y

complemetariedad.

Nombre |Codigo Secuencia (5'- 3') Tm | %GC | Longitud (pb) | Self Complementary
TORmMt1F 1 CTGTAGCATCCTAGTATGTCC | 54,73 | 47,62 21 No hairpin, no dimer
TORMt2F 2 TAGCTCCACCATCAACACCC | 59,38| 55 20 No hairpin, no dimer
TORmMt3F 3 CGCAGTCAATTGATCTGTAGC | 57,42 | 47,62 21 No hairpin, no dimer
TORmMt4F 4 GCTATGACCGTAAAGGTCTCG | 58,27 | 52,38 20 No hairpin, no dimer
TORmMtSF 5 GTAAAGGTCTCGTCGCAGTCA | 60,07 | 52,38 21 No hairpin, no dimer
TORmtiR| A GTCCGTGATCTCTACGTATC | 54,66| 50 20 No hairpin, no dimer
TORmMt2R B ACTGCGACGAGACCTTTACG | 60,11| 55 20 No hairpin, no dimer
TORmt3R C |GGCAAGGCAATCATAAATGCG| 58,87 | 47,62 21 No hairpin, no dimer
TORmt3R| D GGGTTTGGCAAGGCAATCAT | 59,39 | 50 20 No hairpin, no dimer

Tabla 2: Combinaciones posibles de pares de primers y el tamafio del producto

correspondiente segun los primers individuales de la Tabla 1.

Combinacién | Tamafio del producto (pb)
1A 615
28 612
3C 506
4C 528
4D 534
5D 525

Tabla 3: Concentracién y calidad de ADN de las 13 muestras de osos de anteojos
estudiadas. Estos parametros fueron calculados en NanoDrop 2000. Los cddigos de las
muestras inician con 2 letras representativas de la localidad donde se obtuvo la

muestra seguido por el nUmero de muestra colectada.

Concentracién
No. Cédigo Localidad ADN (ng/ul) 260/280 260/230
1 2BV02 Bellavista 2 1,7 4,15 0,2
2 3BV02 Bellavista 3 0,8 1,01 0,46
3 CAD1 Campamento 1,5 3,07 1,01
4 CAD2 Campamento -0,7 0,42 0,13
5 CAO07 Campamento -1,9 0,7 0,19
6 CAD8 Campamento 2,3 2,81 0,21
7 cuo1 Curipogrio 1,3 -0,73 -1,44
8 EG14 El Guarumal 18 11,12 1,74
9 EPO2 El Porvenir 1,5 3,13 0,22
10 EPO3 El Porvenir 0,2 -0,06 -0,1
11 HRO1 Horizontes Rivera 3,3 5,94 0,27
12 ILO1 (Yumbo) llitio 12,3 1,98 0,71
13 P102 Pichan 1,7 1,45 0,24




Tabla 4: Secuencias de

los haplotipos encontrados junto con
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las muestras

pertenecientes a cada individuo. Los cddigos de las muestras inician con 2 letras
representativas de la localidad donde se obtuvo la muestra seguido por el nUmero de
muestra colectada.

Haplotipo

Secuencia

Codigo de muestra

H1

TCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACA
TGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAA
TCACCAGGCCTCGAGAAAACAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAG
AAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTT

HRO1, EPO2

H2

TCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACA
TGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAA
TCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAG
AAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTT

CA07, 38V02,
CAO1, EPO3, ILO1,
2BV02, PIO1

H3

TCGTGCATTAATGGCGTGCCCCACGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTCACATGAGGACA
TGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAGGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAA
TCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGTTCCGGGCCCATAGA
AACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTT

EG14, CAD8

H4

TCGTGCATGAATGGCGTGCACCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACA
TGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTTTCTTAGTCCGGGAGCTTAA
TCACCAGGCCTCGAGAAAACAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGTTCCGGGCCCATAG
AAACGTGGGGGTTTCTATCCTGAAACTATACCTGGCATCTGGTT

cuol

H5

TCGTGCATTAATGGCGTGCACCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACA
TGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTTACTTAGTCCGGGAGCTTAA
TCACCAGGCCTCGAGAAAACAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGTTCCGGGCCCATAG
AAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTT

CAD2

Tabla 5: Frecuencia de los 5 haplotipos encontrados en 13 individuos del Corredor
Ecolégico del Oso Andino en el Distrito Metropolitano de Quito. Cada muestra
pertenece a un individuo de oso andino diferente. Los individuos tienen un cdédigo
especifico como identificacion, la “M” corresponde a un oso macho y la “H” a un
individuo hembra.

Haplotipo | Frecuencia| Muestra Localidad Individuo
H1 2 HRO1 [Horizontes Rivera Indv 2
EPO2 El Porvenir 25M9
CAO07 Campamento 5M5
3BV02 Bellavista 3 21M7
CAO1 Campamento 351
H2 7 EPO3 El Porvenir 37M16
1L01 litio Yumbo
2BV02 Bellavista2 23M8
P02 Pichan 44M19
H3 2 EG14 El Guarumal 42M18
CAD8 Campamento 33M15
H4 1 cuo1 Curipogrio Indv 1
HS5 CAOD2 Campamento 39|
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Tabla 6: indices de diversidad genética de la regién D-loop de Tremarctos ornatus
calculados en el programa Arlequin 3.5

Parametro Resultado
Individuos 13
Haplotipos 5
Tamano del fragmento 247
Sitios polimérficos 10
Diversidad de genes 0.7051
Diversidad de nucleétidos | 0.01224
Transiciones 5
Transversiones 5
Sustituciones 10
Indels 0
Tajima’s D (Neutralidad) -0.53




