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RESUMEN

El oso de anteojos (Tremarctos ornatus) es una especie que se distribuye a lo largo de la region
andina, desde Venezuela hasta Bolivia. A esta especie se le atribuye un gran valor ecologico y
cultural. Se destaca por ser la Unica especie de ursido en América del Sur y el ultimo miembro
vivo de la subfamilia Tremarctinae. Se ha catalogado a la especie como un potencial dispersor
de semillas y una especie paraguas. Pese a la importancia de esta especie en su ecosistema, la
densidad de sus poblaciones tiende a decrecer; por lo que la UICN la ha catalogado como
vulnerable y en Ecuador se considera que se encuentra en peligro de extincién. Realizar analisis
de diversidad genética es de suma importancia para conocer el estado de las poblaciones,
ademas de proveer evidencia de su estructura poblacional. Investigaciones previas ya han
evaluado la diversidad genética de la especie en el norte del Ecuador, sin embargo, surge la
necesidad de realizar mas investigaciones en otras regiones del pais. En el presente estudio se
analizo la diversidad genética del oso de anteojos de 26 muestras de T. ornatus pertenecientes
al sur de la Sierra ecuatoriana mediante un marcador para la region hipervariable del ADN
mitocondrial. Se encontré un nuevo haplotipo al analizar las secuencias de este marcador.
Ademas, resultados sugieren una baja diversidad nucleotidica (r= 0.00691) y baja diversidad
de haplotipos (H=0.526). En comparacion con datos previos de la diversidad de las poblaciones
al norte del Ecuador, se demuestra una mayor diversidad nucleotidica, pero menor diversidad
de haplotipos. Adicionalmente, se analizaron nueve de estas muestras en 4 regiones
microsatélite para evaluar diversidad y estructura poblacional. Estos arrojaron una riqueza
alélica de 1.87, la cual resulta menor que la encontrada en la poblacion del norte del Ecuador,
que fue de 3.43. El analisis de coordenadas principales evidencia una separacion de las muestras
del norte y sur del Ecuador en base a sus distancias genéticas; mientras que el analisis Structure
indica la existencia de dos acervos genéticos que dividen a los individuos del norte y sur del
Ecuador. Los indices obtenidos reflejan valores bajos de diversidad en comparacion a otras
especies de 0so, resaltando la necesidad de mantener y expandir el alcance y escala de este tipo
de estudios, los cuales son fundamentales para implementar planes futuros de conservacion.

Palabras clave: Oso de anteojos, Tremarctos ornatus, Sur del Ecuador, ADN mitocondrial,
Marcadores microsatélite, Haplotipos, Diversidad genética, Estructura poblacional



ABSTRACT

The spectacled bear (Tremarctos ornatus) is a species that is distributed all along the Andean
region, spanning from Venezuela to Bolivia. Great ecological and cultural values are attributed
to this species, while it is also remarkable for being the only Ursid in South America and the
last living member of the subfamily Tremarctinae. The spectacled bear is a potential seed
dispersing agent in nature, and it is also considered as an umbrella species, highlighting its
important role in the ecosystems that inhabits. Nonetheless, the density of their populations
tends to decrease, which classifies this species as Vulnerable according to the IUCN, while in
Ecuador it has been classified as Endangered. Performing genetic diversity analyses is of great
importance to better understand the current state of the populations, while also providing
evidence for the existence of a population structure. A previous research has already assessed
the genetic diversity of this species in the northern Andean region of Ecuador. However, there
is a need to conduct additional research in other regions of the country. This study analyzed the
genetic diversity of the spectacled bear in southern Ecuador through the analysis of a
hypervariable region of the mitochondrial DNA from 26 faeces and saliva samples. A new
haplotype was found when analyzing the sequences obtained with this marker. In addition,
results suggest that it exists a low nucleotide (7=0.00691) and a low haplotype (H=0.526)
diversity. Compared to previous data on population diversity in northern Ecuador, a greater
nucleotide and a lower haplotype diversity was observed. Nine of these samples were also
analyzed with 4 microsatellite molecular markers to assess the diversity and population
structure. An allelic richness of 1.87 was obtained, which is less than that the one found in the
population of northern Ecuador, which value was 3.43. The principal coordinate analysis shows
a separation of the samples from northern and southern Ecuador based on their genetic
distances, while the Structure analysis indicates the existence of two genetic lineages that divide
individuals from northern and southern Ecuador. The diversity statistics obtained reflect low
values of diversity compared to other bear species, highlighting the need to maintain and expand
the scope and scale of such studies, which are essential for implementing future conservation
management plans for this species.

Key words: Spectacled bear, Tremarctos ornatus, South of Ecuador, mitocondrial DNA,
Microsatellite markers, Haplotypes, Genetic Diversity, Population Structture.
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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades de T. Ornatus: Morfologia, distribucion e historia evolutiva

El oso de anteojos (Tremarctos ornatus), también Illamado oso andino, es una especie
distribuida a lo largo de Sudamérica, desde Bolivia hasta Venezuela incluyendo Ecuador, en un
area total de méas de 1400 km de largo y de 200-265 km de ancho en bosques nublados y
paramos andinos (Garcia-Rangel, 2012). Se considera a la especie como un mamifero endémico
y emblematico dentro del territorio de los Andes tropicales pues es la ultima representante de
los 0sos de nariz corta y ademas la Unica especie de 0so en América del Sur (Sandoval & Yéanez,
2019). Los principales habitats que ocupa el oso dentro del Ecuador se encuentran a lo largo de

la Sierra ecuatoriana y parte de la Amazonia (Titira, 2017)

Morfolégicamente, tanto las hembras como los machos pueden ser de 1.8 a 2 m de alto
y tener un peso de hasta 175kg, siendo la hembra la que comunmente posee menor peso,
definiendo a la especie como un mamifero robusto y con dimorfismo sexual notable (Sandoval
& Yanez, 2019; Peyton, 1999). La especie se caracteriza ademas por poseer cuello y cola
cortos, pelaje grueso y obscuro, orejas redondeadas pequefias y premolares reducidos
(Garshelis, 2009). Ademas, cada individuo posee un patron unico de pelaje marrén claro o
blanco alrededor de los ojos que puede llegar hasta las mandibulas e incluso hasta el pecho;
patrén que es de gran utilidad para la identificacidn de individuos (Castellanos, 2010) pues no
varia por factores de simetria, sexo o edad (Garcia-Rangel, 2012). En cuanto a su
comportamiento, el o0so andino posee habitos diurnos (principalmente) y nocturnos,
primariamente terrestres, parcialmente arbdreos y solitarios. Su dieta es omnivoray se compone
en gran parte por especies vegetales como bromelias, bulbos de orquideas, palmas, frutos, entre

otros. Al escasear estas fuentes de alimento, se ha registrado que recurren a la caza de ciervos
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0 ganado cercano a su habitat (Goldstein, 2002). Sin embargo, la dieta cambia segun la localidad

especifica y los recursos disponibles (Garcia-Rangel, 2012).

El oso andino es la Unica especie viviente de la subfamilia Tremarctinae, perteneciente
a la familia Ursidae. Esta subfamilia se origind cuando el género Plionarctos se separ6 de
Ursavus a la mitad del Mioceno; en donde se distribuia a lo largo de todo el continente
americano (Garcia-Rangel, 2012). La subfamilia contiene a cuatro géneros agrupados en dos
clados: Por un lado, el clado basal que contiene a Plionarctos y Tremarctos. Por otro lado, el
clado de osos de cara corta que incluye a Arctodus y Arctotherium. El nacimiento de Tremarctos
se dio con el aparecimiento, en el Mioceno tardio, de T. floridanus. No fue sino hasta el
Pleistoceno tardio que T. ornatus divergio de T. floridanus convirtiéndose asi en la especie de
0sS0 mas reciente en aparecer. El lugar geogréafico de origen de T. ornatus es desconocido debido
a la falta de récord fésil de su ancestro T. floridanus en América del Sur; mientras que los
registros mas antiguos del oso de anteojos son de hace 5980-1500 afios en territorios
colombianos, ecuatorianos y peruanos (Garcia-Rangel, 2012). La falta de este conocimiento
podria ser superada con estudios moleculares y de esta manera poder conocer mas acerca de la

historia de la especie.

1.2 Estado de Conservacion

A pesar del amplio rango de condiciones que puede soportar el 0so andino, pues ocupa
un gran rango de ecosistemas altitudinales, es una especie vulnerable a amenazas debido a bajas
densidades poblacionales provocadas por una tasa de reproduccion lenta, un largo periodo de
cuidado parental y habitos que compiten con actividades humanas (Garcia-Rangel, 2012). Se
la considera como una especie vulnerable (VU) dentro de la lista roja (IUCN, 2019); y dentro
del Ecuador se la clasifica como una especie en peligro de extincion (Cuesta et al., 2001).
Ademas, se ha determinado que han emergido amenazas mas severas producto de la

combinacion de diferentes factores como técnicas de agricultura inapropiadas, introduccion de
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animales domésticos, practicas no reguladas relacionadas al desarrollo y explotacion de
recursos, transculturizacion, desplazamiento humano, falta de planeacion gubernamental,
trafico de drogas y malestar social (Sandoval & Yanez, 2019; Garcia-Rangel, 2012).
Adicionalmente, se ha registrado que el 0so andino sufre, al igual que otras especies de 0so,
cazas furtivas y reduccion de su ecosistema natural. En el ambito nacional las amenazas
provienen mayormente por la fragmentacion y pérdida de zonas boscosas pues Ecuador, junto
con Venezuela, han registrado las mayores pérdidas en areas de distribucion del oso andino
(Garcia-Rangel, 2012). Yaen 1999, Sierra et al. habian estimado que los ecosistemas de habitat
principal del oso de anteojos (paramo y bosque nublado) se habian reducido en un 38% debido

a la expansion de tierra agricola y urbana en Ecuador.

1.3 Importancia del oso andino

Es importante estudiar a los mamiferos endémicos y su biodiversidad debido a que estos
son pardmetros usados para caracterizar la pérdida de ecosistemas e identificar amenazas
provenientes de actividades antropicas hacia la biodiversidad (Sandoval & Yéanez, 2019). En
comparacion con la informacion disponible de otros mamiferos, los datos acerca de la ecologia
y el rol que desempefia el oso de anteojos en el Ecuador es deficiente (Sandoval & Yéanez,
2019). Sin embargo, existen estudios puntuales que resaltan el impacto de las actividades del
0s0 en determinadas localidades de la region andina, arrojando indicios sobre su importante rol
en los ecosistemas dentro del territorio ecuatoriano. El uso de habitat por el 0so esta relacionado
con su rol ecoldgico y principalmente determinado por la disponibilidad de alimentos,
sugiriendo que esta especie funciona como modulador de la estructura y composicion del
habitat, abriendo espacios, generando senderos, podando, rompiendo ramas y dispersando
semillas (Garcia-Rangel, 2012). Este Gltimo aspecto es importante pues en las temporadas
donde hay mayor presencia de frutos, alimento esencial de la dieta del oso, las semillas

ingeridas no son destruidas en su tracto digestivo y por tanto éstas se dispersan a lo largo de la
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trayectoria que toma el oso al movilizarse (Rivadeneira-Canedo, 2008). Las especies en las que
se ha observado que el oso ingiere la fruta o infrutescencia en Ecuador, y que podrian
beneficiarse de la dispersion de sus semillas, pertenecen a las familias Myrtaceae, Poaceae,

Rosaceae y Rubiaceae (Garcia-Rangel, 2012).

Ademas de su importante rol ecoldgico, el 0so de anteojos también posee valor cultural
dentro de algunas comunidades indigenas a lo largo de los Andes. Por ejemplo, en Per( se
celebra actualmente un festival, en donde miles de personas denominadas hombres-0so,
ascienden a montafias de glaciales y recolectan bloques de hielo que sera usados en diferentes
rituales (Randall, 1982). El oso andino es visto como el mediador entre la tierra y el cielo seguin
algunas creencias Andinas (Paisley & Saunders, 2010). Adicionalmente, la relacion de ciertas
poblaciones humanas con el oso andino ha sido relatada en varias cronicas hispanicas en las
que, cronistas como Garcilaso de la Vega, reconocian que las tribus preincas adoraban a los
0s0s, pumas Yy jaguares por su fuerza. En Ecuador, el agustino Antonio Calancha reportd que
los indigenas que habitaban en los andes veneraban a tigres, 0sos, serpientes e identificé a los
habitantes de Tomebamba (actual Cuenca) como grandes adoradores del oso (Paisley &

Saunders, 2010).

Adicionalmente, algunos autores han clasificado al 0so de anteojos como una especie
paraguas (Peyton, 1999). Ser el ultimo miembro viviente de la subfamilia Tremarctinae y la
Unica especie de 0so en Sud América, junto con su potencial rol como dispersor de semillas, su
carisma y su importancia cultural y espiritual, han hecho que T. ornatus sea una especie
considerada bajo el término “paraguas” (Crespo-Gascén & Guerrero-Casado, 2019). Esta
denominacion hace referencia a que los esfuerzos de proteccién dirigidos a esta especie,
resultan en la proteccion adicional de otros grupos que cohabitan el mismo ecosistema. Estudios
que se han realizado a lo largo de la regién andina, en cada uno de los ecosistemas en los que

habita el oso, han comprobado que efectivamente, algunos taxones se encuentran en mayor
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abundancia en aqguellas zonas en donde habita el oso andino. El estudio determind que las
ecorregiones que se ven beneficiadas por acciones de proteccién al 0so de anteojos incluyen a
los paramos, bosques secos, yungas, bosques montanos y bosques humedos. Sin embargo,
también se determind que el efecto no es el mismo y depende de los taxones en los que se
analiza los efectos de la especie paraguas; y dentro del territorio ecuatoriano, se concluye que
las regiones en donde esta presente el 0so de anteojos muestran mayor abundancia los taxones

estudiados (Crespo-Gascon & Guerrero-Casado, 2019).

1.4 Genética del oso andino y estudios genéticos llevados a cabo

Se sabe que T. ornatus posee un cariotipo de 2n=52; 15 pares de autosomas centrales y
10 pares de autosomas acrocéntricos; mientras que el cromosoma X es metacéntrico y el
cromosoma Y acrocéntrico. Sin embargo, estudios genéticos llevados a cabo en la especie son
escasos. Algunos de estos, mediante el uso de marcadores SSR heterdlogos de la especie Ursus
americanus y otros carnivoros, estudiaron la diferenciacion genética entre poblaciones del oso
de anteojos ubicadas a lo largo de su rango de distribucion (Ruiz-Garcia, 2003; Ruiz-Garcia et
al., 2005; Ruiz-Garcia et al., 2020). Los marcadores microsatélites (SSR), que consisten en
repeticiones en tandem de secuencias cortas de nucleotidos de entre 1 a 9 (conocidos como
motivos) pares de bases distribuidos en todo el genoma del organismo, sirven también como
blanco de estudio de la diversidad genética de una especie. El polimorfismo que presentan estos
marcadores radica en el nimero de repeticiones de un motivo que presenta un individuo, pues
durante la replicacion del ADN se pueden dar deleciones o duplicaciones de estos motivos,
permitiendo asi asignar un alelo a cada numero diferente de repeticiones. Asimismo, este
marcador presenta la ventaja de ser codominante (es posible discriminar individuos
homocigotos de heterocigotos) y de que posee alta reproducibilidad, haciéndolo un marcador
ideal (Oliveira et al., 2006). Este marcador es muy usado en estudios de diversidad genética y

genética de poblaciones, pues proporciona informacién acerca del parentesco entre individuos,
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permite revisar la presencia de estructura poblacional y flujo de génico (Selkoe & Toonen,

2006).

Cueva et al. (2018) expandieron el espectro del estudio genético del oso mediante el
analisis de la region hipervariable I de la seccion D-loop del ADN mitocondrial con el uso de
marcadores especificos para T. ornatus. Esta seccion es una region no codificante de control
que posee los indices mas altos de evolucion en todo el ADNmt. El interés de esta region radica
en que se considera como hotspot mutacional debido a la acumulacion de diferentes cambios
en su secuencia especialmente dentro de sus dos regiones hipervariables; convirtiendo a esta
region como una herramienta de estudio de variabilidad genética intraespecifica (Gupta et al.,
2015). Por su herencia exclusiva materna, permite también evaluar procesos de efecto fundador,
historia evolutiva, cuellos de botella, asi como proveer evidencia de estructura poblacional
(Harrison, 1989). Adicionalmente, Ruiz-Garcia et al. (2020) llevaron a cabo un estudio en el
que usaron los genes mitocondriales ND5, 12s ADNr y COIl para determinar Unidades
Significativamente Evolutivas (ESU por sus siglas en inglés) en 302 individuos ubicados en
Venezuela, Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y algunos especimenes ubicados en zooldgicos

de distintos paises.

Los estudios llevados a cabo por Ruiz-Garcia (2003) determinaron que el aislamiento
entre poblaciones ubicadas en diferentes paises era marcado, asi como concluy6é que la
diversidad genética de la poblacion de osos en el Ecuador era extremadamente baja. Asi mismo,
Ruiz-Garcia et al. (2005) determinaron que la poblacion de osos ecuatoriano se encontraba
especialmente en desequilibrio Hardy-Weinberg. Por Gltimo, se determin6 que las poblaciones
de oso andino que se encuentran en el territorio ecuatoriano pertenecen a un ESU denominado
Clado Andino del Norte, junto con poblaciones de Venezuela, Colombia y el norte de Perd;
excluyéndose del Clado Andino del Sur, ESU que contiene a poblaciones del sur del PerG y del

centro-sur de los andes de Bolivia. Ademas, Cueva et al. (2018) llevaron a cabo un estudio en
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el que reportan una notable baja diversidad genética en las muestras analizadas del 0so andino
del Distrito Metropolitano de Quito basandose en indices obtenidos a partir del analisis de la
region hipervariable | del D-Loop perteneciente al ADN mitocondrial. Cueva (2018) también
reportd una moderada heterocigocidad esperada obtenido a partir del analisis de marcadores
microsatélites homdlogos a la especie. Sin embargo, estudios que evallen el estado genético y
de conservacion del 0so de anteojos en localidades del sur del Ecuador no se han llevado a cabo
hasta el momento. Por ello, este proyecto de investigacion busca ampliar la informacion acerca
de la diversidad genética del oso andino en Ecuador, asi como buscar evidencias de la estructura
poblacional de osos en el sur de la Sierra ecuatoriana. Para ello se analizaron 26 muestras
provenientes de distintas localidades dentro de la provincia de Loja y Azuay, obtenidas de
muestreos llevados a cabo entre 2014 y 2015. Los analisis se llevaron a cabo usando la region
hipervariable | de D-Loop usada ya por Cueva et al. en 2018 y los 11 marcadores microsatélites
descritos por Cueva (2018). Los resultados obtenidos serviran para conocer de manera mas
comprensiva el estado del oso a nivel local en el sur de los Andes ecuatorianos;
complementando a la vez la informacion genética obtenida en estudios previos dentro del

territorio ecuatoriano.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtenciony datos de muestras analizadas.

En el presente estudio se obtuvieron 33 muestras que fueron recogidas por profesionales
de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) mediante técnicas no invasivas de
recoleccion de material fecal y saliva dentro de multiples areas pertenecientes a la provincia de
Loja y Azuay entre los afios 2014 y 2015. Estas areas comprenden la zona de la Reserva
Madrigal, Cajanuma del Parque Nacional Podocarpus, Yanochoca, El Capuli, y Sevilla; zonas

sefialadas en la Figura 1. La extraccién de ADN se realizd con el Kit DNAeasy Blood and
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Tissue (Qiagen) y la cuantificacién y calidad se midié por espectrofotometria con el equipo
Nanodrop 2000™ (Thermo Fisher Scientific, Madison, 2009) y verificados con Qubit (Institut
Pasteur, 2018). Dada las bajas concentraciones, el stock fue usado para la amplificacion. Todas

las muestras obtenidas fueron registradas y almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

2.2 Amplificacion, purificacion y reamplificacion de la region D-loop.

Para el analisis de la region D-loop, se utilizaron los primers Tormt2F y Tormt2R
especificos de la region hipervariable | disefiados y validados por Cueva et al. (2018) para la
amplificacion de esta region con la técnica de reaccidn de cadena de la polimerasa (PCR). Para
la reaccion de PCR se usd una concentracion final de Buffer a 1X, Cloruro de Magnesio
(Invitrogen, Waltho, MA, EE.UU.) a 1,5 mM, dNTPs (Invitrogen, Waltho, MA, EEUU) a
0,2mM, Albumina de suero bovino (BSA) a 1 mg/ml, Primer Foward 0,5 mM, Primer Reverse
a 0,5mM y 0,75U de Taq Platinum a un volumen final de 25ul/rxn. Cada reaccion fue llevada
a cabo con 1ul de ADN. El programa de amplificacion consistié en una denaturacion inicial de
94°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 68°C por 30 segundos, 72°C

por un minuto y una extension final de 72°C por 5 minutos.

Los amplicones resultantes fueron visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% (p/p). Una vez obtenidas las bandas se las corté con una hoja de bisturi nueva
para cada banda diferente y fueron purificados mediante el uso del kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System. Posteriormente, cada uno de los productos de la purificacion fueron
reamplificados usando los mismos primers. Para esta etapa se uso una reaccion con volumen
final de 25ul, Buffer a 1X, Cloruro de Magnesio a 1.5mM, dNTPs a 0.2mM, Primer Foward a
0.5mM, Primer Reverse a 0.5mM y 0.75U de Taq Platinum. El producto de la reamplificacién

fue secuenciado en Macrogen (Corea del Sur).
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2.3 Procesamiento y andlisis de secuencias obtenidas.

Las secuencias obtenidas fueron curadas en los softwares Pregap y Gap4 contenidos en
el paguete STADEN (Staden, 1996). Una vez obtenidas todas las secuencias en un solo
documento formato FASTA, estas fueron alineadas usando el software MEGA?7.0 con el uso
del algoritmo Clustal (Kumar et al., 2008) y se definio el largo de las secuencias segun a la
longitud de las secuencias reportadas por Cueva et al., 2018. Posteriormente estas secuencias
fueron convertidas a una matriz formato “.nexus” mediante el uso del conversor de formato de
la HIV Sequence Database (Format Converter, 2016); posteriormente se transformo
manualmente al formato “.nex”. Este Ultimo archivo fue leido en Phylogenetic Network
Software (Fluxus-Engineering, 2017) para poder calcular la red de Haplotipos utilizando un
Median Joining. El software DNAsp (Rozas et al., 2010) fue usado para estimar la diversidad
de haplotipos y nucleotidica; mientras que el software Arlequin (Excoffier et al., 2005) fue
usado para realizar las pruebas de neutralidad Fs de Fu (Fu, 1997) y D de Tajima (Tajima,

1989).

2.4 Amplificacion de loci microsatélites.

Para el andlisis de microsatélites se realizaron amplificaciones con primers especificos
para marcadores microsatélites (Cueva, 2018) del ADN cromosémico del 0so de anteojos. Las
reacciones se realizaron en un volumen total de 30 ul cada uno con una concentracion de Buffer
de 1X, Cloruro de Magnesio a 2mM (para los primers 2, 5.6, 7, 8, 9, 10, 12 y 1.5mM para los
primers 3, 4,11y 13),dNTPs a 0.2mM, BSA a 0.2mg/ml, Primer Foward a 0.2, Primer Reverse
a 0.5mM, primer cola poli A marcado con fluoréforo a 0.5mM y 1U/rxn de Tag ADN
Polimerasa. Se usaron en total 4 primers marcados con los fluor6foros NED, 6-FAM, PET y
VIC; asignando un tipo de fluoroforo a un locus diferente y usando la misma asignacion
realizada por Cueva (2018). El programa de amplificacion consistio en una denaturacion inicial

durante 7 minutos a 94°C, posteriormente 55 ciclos que consistieron en una denaturacion por
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30 segundos a 94°C, annealing por 30 segundos a 60°C y polimerizacién por 30 segundos a
72°C y una polimerizacion final durante 5 minutos a 72°C. Los productos de estas reacciones
se corrieron en un gel de agarosa (1.5% m/m) tefiido con SybrSafe para verificar que la
amplificacion haya sido exitosa. Para cargar el gel se usé 5ul del producto de PCR y se corrieron
las muestras a 80V durante 45 minutos. Aquellas reacciones confirmadas por la presencia de
una banda en el tamario reportado por Cueva (2018) fueron enviados a genotipar en Macrogen

(Seul, Corea del Sur).

2.5 Andlisis de genotipado de muestras

Una vez obtenido el genotipado mediante electroforesis capilar, los resultados fueron
analizados en el software GeneMarker v2.6 (Holland & Parson, 2010), para posteriormente
asignar los alelos encontrados dentro de una matriz codominante. A partir de esta matriz se
generaron dos matrices mas: una compatible con el paquete para R pegas (Paradis, 2010) y otra
en formato GenePop. Los estadisticos de diversidad se calcularon con el programa R Studio
Studio v1. 1.442 (R core Team, 2018). Los datos fueron importados usando el paquete pegas y
transformados a un objeto genind y genpop para analisis tanto en individuos como en
poblaciones. También se uso funciones del paquete diveRsity para poder obtener la riqueza
alélica con método de rarefaccion para que la diferencia en numero de muestras por poblacion
no sea un factor de sesgo (Keenan et al., Crozier, 2013). Ademas se utilizé el paquete adegenet
(Jambart, 2008) para poder calcular las distancias de Nei (Nei, 1977); mientras que el pagquete
ape se utilizé para poder graficar dichas distancias (Paradis et al., 2004); sin embargo ciertas
limitaciones requirieron que se realice distancias de Lynch utilizando el paquete Polysat (Clark
& Jasieniuk, 2011). Finalmente se utilizd el paquete ade4 y ggcord para poder realizar un

analisis de coordenadas principales (Dray & Dufour, 2007; Beck, 2019).

La matriz en formato GenePop se transform6 a formato Structure con el uso del

programa PGD Spider v2.1.1.3 (Lischer & Excoffier, 2012) y se corrio el archivo en el software
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Structure v2.3.4 (Evanno et al., 2005) en el cual se realizaron 1000000 pasos MCMC con un
Burn-in de 100000 evaluando los valores de K mediante 10 réplicas independientes para cada
uno de los K. Se utilizo el software Structure Harvester para poder determinar el nimero ideal
de acervos genéticos (K) (Earl & vonHoldt, 2012). Una vez creados los archivos en formato
STRUCTURE se procedi6 a encontrar el modelo consenso con K=2; para ello se utilizé la
plataforma CLUMPACK (Kopelman et al., 2015), el cual encuentra el modelo consenso y lo
grafica siguiendo el proceso de otros programas como Distruct. Se us6 el método de busqueda
Greedy con 1000 repeticiones y se colocé los respectivos archivos con el nombre de la muestra,

asi como también los codigos de los colores para cada acervo.

3 RESULTADOS

3.1 Cuantificacion y calidad de las muestras/ fuente y extraccion

La concentracion del ADN extraido de las muestras provenientes del sur del Ecuador
fue evaluada usando espectrofotometria de absorcion en el equipo NanoDrop 2000™., EI ADN
genodmico obtenido poseia concentraciones en un rango de 53.2 ng/ul a 1.9ng/ul. EI 67% de las
muestras mostrd una concentracion menor a 10ng/ul. Por otro lado, se midio la calidad del ADN
usando la relaciéon de absorbancias 260/230 y 260/280. La relacién 260/230 mostro valores
menores a 1 en el 85% de las muestras (datos no mostrados), lo que indica la presencia de alta

contaminacion del ADN con componentes organicos.

3.2 Amplificacion y secuenciacion del ADN mt

Un total de 27 muestras de ADN de o0so de anteojos fueron amplificadas, purificadas y
reamplificadas exitosamente. La amplificacién llevada a cabo requirié de la adicién de
Albdmina de Suero Bovino (BSA) para lograr la amplificacion exitosa de las muestras. Todas
las muestras amplificadas mostraron un tamafio de alrededor de 600 pares de bases,

concordando con lo reportado por Cueva et al. (2018). La secuenciacion de los fragmentos fue
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exitosay se recuperd el 100% de la informacion requerida. Algunas de las muestras requirieron
una nueva secuenciacion debido a la regién homopolimérica conformada de adeninas-timinas
pues se reporta que la polimerasa puede deslizarse durante la secuenciacion generando picos
ambiguos (Viguera et al., 2001). Ademas, se secuenciaron nuevamente aquellas muestras que
durante el proceso de analisis sugerian la existencia de un haplotipo nuevo presente en un solo
individuo. El tamafio de las secuencias obtenidas posterior a su limpieza y que se usaron para

posteriores analisis fue de 462 pb.

3.3 Diversidad Genética mitocondrial y andlisis de pruebas de neutralidad

El andlisis de las 27 secuencias obtenidas procedentes de individuos del sur de la Sierra
ecuatoriana determiné la existencia de 3 haplotipos. Uno de ellos no habia sido reportado
anteriormente y siguiendo con la nomenclatura sugerida por Cueva (2018), se la denomind
HTOL1 (Haplotipo Tremerctos ornatus de Loja 1), pues todos los individuos que pertenecian
a este haplotipo pertenecen a la Provincia de Loja (nimero de accesion: MT425202). Se
encontré que 17 individuos analizados corresponden al haplotipo HTOL1, 6 individuos
corresponden al haplotipo ya reportado HTOQ3 y 3 individuos al haplotipo HTOQ1 (Tabla 1).
La secuencia correspondiente a cada uno de los haplotipos se muestra en la Tabla 2.

La comparacion de las secuencias de cada haplotipo revela 7 sitios polimorficos que se
muestran en la Tabla 3. En las posiciones 104, 236, 237, 270 y 286 se observa una transicion
(T<=>C), una transicion diferente en la posicion 318 (G<=>A) y por ultimo una insercion-
delecion en la posicion 168. Los andlisis realizados con estas secuencias revelan una diversidad
nucleotidica (n) de 0.00691 y una diversidad de haplotipos (Hd) de 0.526+0.00804. También
se determind que el promedio de nimero de diferencias nucleotidicas por pares (average of
pairwise distances) fue de 3.194; este dato es obtenido al calcular las diferencias en secuencia
de los haplotipos encontrados y realizar una media aritmética para obtener un solo dato que

represente la cantidad de polimorfismos presentes. Ademas, las pruebas de neutralidad que
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evaltan cambios demograficos en la poblacidn arrojaron que el valor de la prueba D de Tajima
es de 2.26849 con un valor p de 0.979; mientras que el valor del estadistico Fs de Liy Fu es de

5.914 con un valor p de 0.984.

3.4 Analisis de Median Joining

En la red de haplotipos representada en un Median Joining, se puede observar a los
haplotipos ya descritos en anteriores estudios HTOQ1, HTOQ2, HTOQ3 y HTOQ4 asi también
como el haplotipo reportado HTOL1. La representacion por Median Joining no necesariamente
representa la distancia entre haplotipos con el largo de la rama que los une, sino con las
divisiones entre las ramas que conectan a estos haplotipos. Cada una de estas lineas pequefias
representa a una mutacion o polimorfismo que diferencia a dos haplotipos. Es asi que se puede
observar que los haplotipos HTOQ1, HTOQ2, HTOQ3 y HTOQ4 presentan pocos cambios
entre si, especificamente parecen tener una mutacion en una posicion nucleotidica en comdn
que los agrupa como se puede observar en la Figura 2. Ademas, el haplotipo HTOL1 parece
tener mayor similitud en secuencia a otra reportada en la base de datos del NCBI identificada
como FM177764.1 (Krause et al., 2008) ya que presenta solo 2 mutaciones entre ellos. También
se adiciond otra secuencia que también fue recuperada de la base de datos del NCBI llamada
EF196665.1 (Yu et al., 2007). Esta muestra una gran diferencia tanto con HTOL1 como con el
resto de los haplotipos que han sido reportados por primera vez en el DMQ. Cabe recalcar
ademas que el origen geografico de ambas secuencias recuperadas de la base datos no es

conocida.

3.5 Amplificacion y genotipado de las muestras mediante marcadores

microsatélite

Se plante6 analizar los 13 marcadores microsatélite desarrollados por Cueva (2018). Sin

embargo, la amplificacion de las muestras fue baja, pues solamente se obtuvo el 41% de éxito
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en la amplificacion. Bandas tenues fueron obtenidas en el caso de las amplificaciones exitosas
mientras que en las no exitosas no se observd banda alguna (Figura 3). Adicionalmente, el
porcentaje de genotipado de las muestras también mostré ser bajo pues solamente se logrd

obtener el genotipo del 54.23% de las muestras enviadas (datos no mostrados).

Por ello, sélo 9 muestras fueron analizadas con cuatro loci SSR (Tor2, Tor4, Tor8 y
Tor9) (datos no mostrados). La matriz alélica obtenida a partir de estas 9 muestras analizadas
en el sur del Ecuador fue analizada y los resultados fueron comparados con aquellos alelos
obtenidos en el Distrito Metropolitano de Quito (DMQ), en donde se habia analizado 29
muestras y se usaron los mismos 4 loci SSR mencionados anteriormente. En cuanto a la
poblacion del Sur del Ecuador, en los 4 loci se encontraron 8 alelos diferentes en total. La
diferencia entre nimero de muestras requiri6 que realicen analisis por rarefaccion para
compensar la sobre representacion de muestras del DMQ. La riqueza alélica encontrada en la
poblacion del DMQ correspondio a 3.43, superior a la encontrada en las muestras del sur del
Ecuador, que mostrd una riqueza alélica de 1.87. Ademas, el analisis de riqueza de alelos

privados mostré un valor de 0.48 para el sury 2.24 para el norte del Ecuador.

3.6 Estructura poblacional

El anélisis de coordenadas principales indica que hay una separacion definida por las
distancias genéticas de las muestras; separando aquellas que provienen del Sur del Ecuador con
aquellas provenientes del DMQ. La diversidad que se explica con ambos componentes
principales es de alrededor del 64%, siendo uno de ellos el que explica el 51% de la diversidad
(Figura 4). Por otro lado, el analisis en Structure arrojo que el 6ptimo ndmero de acervos
genéticos que explican mejor los datos encontrados es de dos (k=2). Se observa que hay una

estructura marcada entre las poblaciones del norte y sur del Ecuador definida por dos linajes.
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4 DISCUSION

4.1 Calidad de las muestras y su efecto en posteriores analisis

Las muestras evaluadas mostraron cuantificaciones con variaciones marcadas y cuya
mayoria se encontraba por debajo de los 10ng/ul. Esto, sumado a la baja calidad de ADN
observada en la absorbancia 260/230, sugieren que el tipo de muestras, heces y saliva,
presentaron gran cantidad de contaminantes posterior a la extraccion de ADN. La recoleccion
de esta clase de muestras es una practica comunmente empleada como parte de las metodologias
no invasivas para el estudio de la biologia de especies elusivas, 0 como en este caso, especies
en peligro de extincion (Piggott & Taylor, 2003). Muestras obtenidas a partir de saliva son
ampliamente usadas en estudios de genética de poblaciones. Sin embargo, este tipo de muestras
bioldgicas poseen gran cantidad de ADN no deseado provenientes de bacterias, hongos y otros
remanentes de alimento que se almacenan en la cavidad bucal (Sun & Reichenberger, 2014).
En el proceso de extraccion de ADN a partir de saliva, se pueden usar técnicas y consideraciones
que faciliten el andlisis de marcadores mitocondriales y nucleares (Quinque et al., 2006).
Algunos de los protocolos que han demostrado ser eficientes al extraer ADN a partir de saliva
incluyen el uso de extractores automaticos, protocolos de extraccién para muestras de alta
salinidad y un método denominado “acetato de amonio” (Quinque et al., 2006; Solomon et al.,
2015). Ademas, se debe considerar la forma de almacenar las muestras debido a que se ha
reportado degradacion del material genético en muestras de saliva al no ser congeladas o

refrigeradas (Quinque et al., 2006).

La principal fuente de la que se extrajo el ADN analizado en este estudio provenia de
heces (77.7%). Algunos estudios han encontrado que el uso de excremento como método de
muestreo no invasivo puede llegar a ser bastante Util para realizar estudios moleculares en otras

especies de 0so (Ursus arctos) (Bellemain et al., 2005). Sin embargo, también se conoce que
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existen muchas desventajas al optar por estas muestras. Los dos principales problemas que
presenta este tipo de muestras son: el alto porcentaje de reacciones de PCR fallidas y la
generacion de resultados erréneos causadas por la pérdida de alelos o registro de alelos falsos
causados principalmente por la presencia de altos niveles de inhibidores (Wehausen et al., 2004;
Sidransky, 1992). Estos inhibidores se encuentran en mayor cantidad cuando las heces
provienen de un individuo cuya dieta es principalmente herbivora (Fernando et al., 2003). Esto
resulta especialmente relevante debido a que T. ornatus posee una dieta basada principalmente
en especies vegetales (Garcia-Rangel, 2012), lo que podria explicar en parte las dificultades
que se presentaron al momento de amplificar las muestras, en concreto con los marcadores de

ADN nuclear SSR.

Otros estudios han resaltado la importancia de la metodologia de extraccion de material
genético al utilizar excremento. Se recomienda usar solamente las partes mas externas del
material fecal pues es en donde mayor cantidad de moco intestinal con células del individuo
existe y donde menor cantidad de inhibidores estan presentes. Ademas, es importante evitar la
contaminacion de ADN exdgeno, proveniente de procariotas que habitan en el intestino. Para
ello uno de los equipos que facilitan la obtencién de ADN a partir de heces es el minikit Qiagen
stool (Fernando et al., 2003). Ademas, secar las heces antes de la extraccion es una practica que
ha reportado un alto rendimiento (98%) en amplificacion de ADNmt (Murphy et al., 2000).
Para futura consideracion, los inhibidores que estan presentes en el producto de extraccion de
ADN pueden ser removidos usando un tratamiento de purificacion con un método “glass milk”
que ha sido efectivo en estudios de drsidos en donde las heces son recogidas en campo (Wasser

etal., 1997).

Ahora bien, como ya se ha mencionado, las dificultades en los pasos de amplificacion
de las muestras se mostraron principalmente al procesar marcadores SSR y no especialmente

en ADNmt. Las dificultades presentadas en la amplificacion para ADNmt fueron superadas al
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usar BSA en la reaccion, este compuesto se cree que interacciona con los inhibidores
impidiendo que estos interfieran en la reaccion de polimerizacion (Waleed & Radstrom, 2000).
Sin embargo, el BSA no tuvo efecto positivo significativo en la amplificacion de SSR.
Especificamente, en el presente estudio la eficiencia de amplificacién del ADN nuclear fue de
54.23%, resaltando la gran dificultad del analisis de marcadores SSR en comparacion al analisis
de ADNmt. Este fendmeno se explica debido a dos razones: la primera consiste en la alta
proporcién de ADN mitocondrial vs ADN nuclear por célula, y la segunda se debe a la baja
sensibilidad de la amplificacion de loci SSR a bajas concentraciones y calidad del ADN, asi
como también a la presencia de contaminantes en la muestra (Kovach et al., 2003; Martellini et
al., 2005; Broquet et al., 2007; Murphy et al., 2000). Estudios llevados a cabo en otros 0s0s
(Ursus arctos y U. americanus) en los cuales usan ADN extraido a partir de excremento, se
observa la tendencia a tener mayor éxito en amplificaciones de ADNmt en comparacion a ADN
nuclear (Broquet et al., 2007). Ademas, se ha reportado que la amplificacion de regiones SSR
con motivos mayores a 2 nucleétidos suelen presentar dificultades en la amplificacion de los
loci (Broquet et al., 2007), lo que también podria explicar la dificultad al amplificar los
marcadores nucleares en este estudio pues todos los motivos disefiados por Cueva (2018) y

amplificados en el presente estudio eran de 4 nucledtidos.

4.2 Diversidad genética

Pocos estudios realizados usando marcadores mitocondriales se han realizado en T.
ornatus pues solamente Cueva et al. (2018) y Ruiz-Garcia (2020) han implementado este
marcador en estudios realizados a T.ornatus. Cueva et al. (2018) realizaron una investigacion
en la region norte de los Andes ecuatorianos usando los mismos marcadores genéticos de este
estudio en el cual reportan una mayor diversidad de haplotipos (H= 0.705), pero menor
diversidad de nucledtidos (= = 0.0019) a la encontrada en el sur del Ecuador, regién en donde

se reporta una diversidad de haplotipos de 0.526 y una diversidad de nucle6tidos de 0.00691.
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El hecho de que la diversidad de haplotipos en el norte sea mayor a la del sur del Ecuador
concuerda con el numero de haplotipos encontrados en cada estudio, pues en el norte se
determinaron 4 haplotipos mientras que en este estudio se encontraron 3 haplotipos (Figura 2).
Asimismo, el hecho de que en el sur se haya encontrado una mayor diversidad de nucleétidos
que en el norte del Ecuador coincide con el nimero de sitios polimérficos de los 4 haplotipos
(HTOQ1, HTOQ2, HTOQ3 y HTOQ4) reportados en el DMQ (norte del Ecuador), era de tan
solo 2; comparado con los 7 sitios polimorficos encontrados en el sur (HTOQ1, HTOQ3 vy
HTOLL1). Por otro lado, las distancias por pares reportadas por Cueva et al. (2018) corresponden
a 0.002 mientras que en la diferencia de los 3 haplotipos encontrados en el sur es de 3.194.
Estos indices dependen principalmente del nimero de sitios polimdérficos encontrados (Rozas,
2009). Es por esto que la diversidad de nucleétidos y las distancias por pares en el sur son mas
altos que en el norte del Ecuador, pues se encontraron mas sitios polimérficos en las secuencias
de los 3 haplotipos identificados en las muestras obtenidas de la provincia de Loja y la provincia
del Azuay, sur del Ecuador. Por otro lado, la diversidad de haplotipos depende del nimero de
haplotipos encontrados en el analisis (Rozas, 2009) y es por ello que en el sur este indice es
menor que en el norte del Ecuador. Recientemente se publicé un estudio en T. ornatus llevado
a cabo por Ruiz-Garcia et al., (2020), quienes evaluaron marcadores mitocondriales y nucleares
diferentes a los usados en esta investigacion. Este estudio se lleva a una escala mayor pues
comprende gran parte del rango de distribucion del oso andino. Se centra en definir Unidades
Evolutivas Significativas (ESU) y sugiere que existen dos: el primero comprendido por
individuos pertenecientes a Venezuela, Colombia, Ecuador y el norte del Perd llamado NAC y
el segundo que comprende a individuos ubicados en el sur de Per( y norte de Bolivia llamado
SAC; cuya separacion se estima que fue hace 500 000 afios (Ruiz-Garcia et al., 2020).
Considerando que el area geografica muestreada y el numero de individuos es mucho mayor,

asi también como el uso de regiones diferentes para el andlisis; este estudio reporta 120
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haplotipos y consecuentemente la diversidad de haplotipos, de nucleédtidos y diferencia por
pares del ESU al que corresponderian las muestras de Ecuador (NAC) son mucho mas altas que
las reportadas en este estudio y los reportados por Cueva et al. (2018) por lo que una
comparacion directa de resultados resulta dificil. Un hallazgo comparable de cierta forma es la
presencia de 5 haplotipos diferentes en la provincia de Loja al muestrear 5 individuos,
sugiriendo que una mayor cantidad de polimorfismos fueron detectados en la zona (Ruiz-Garcia
et al., 2020). El hecho de haber encontrado méas haplotipos muestreando menor cantidad de
individuos en la misma provincia en la que se evalta en este estudio se explica por la mayor
cantidad de loci usados para construir estos haplotipos (pues para ello usan los genes
mitocondriales ND5, 12s, rRNA y COI) mientras que en el presente estudio se usa un locus. Un
estudio realizado en otros 0sos respalda esta diferencia al sefialar que mientras mas grande es
la region analizada del ADNmt, mayor cantidad de informacion es obtenida para posteriores

andlisis (Keis et al., 2013).

Otros estudios similares se han llevado a cabo en otras especies de 0so. Un andlisis de
15 osos pardos pertenecientes al norte y oeste de Irdn mediante el andlisis de una region control
del ADN mitocondrial encontré 12 haplotipos que exhibian altos indices de diversidad de
haplotipos (1 y 0.994) y una diversidad de nucledtidos ain méas baja que la que se encontrd en
este estudio (Ashrafzadeh et al., 2016). De la misma forma, un estudio realizado en 402 0sos
negros pertenecientes a 15 areas geograficas de Norteamérica, usando para su analisis una
region que comprendia parte del gen citocromo b y parte de la region D-loop, reportd 13
haplotipos; reportando alta diversidad de haplotipos pero baja diversidad de nucleétidos, que
son iguales 0 menores a las encontradas en el sur del Ecuador (Van Den Bussche et al., 2009).
Los datos presentados sugieren que se debe tener cuidado al realizar comparaciones de indices
de diversidad obtenidos a partir de marcadores mitocondriales pues estos varian

significativamente dependiendo del numero de muestras y tamafio del fragmento analizado.
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Ademas, las otras especies de 0so0s tienen historias evolutivas diferentes (Kumar et al., 2017).
Otro tipo de marcadores como SSR, podrian complementar los hallazgos obtenidos a partir del

ADN mitocondrial.

Lamentablemente, debido a la baja eficiencia en la amplificacion de loci SSR, se pudo
recuperar informacién de un pequefio grupo de muestras (n=9). Se analizaron Gnicamente 4 loci
en conjunto con la matriz alélica de estudios previos realizados en el norte del Ecuador. Con la
informacion que se logré obtener de este marcador, fue posible calcular indices de riqueza
alélica e indices de riqueza de alelos privados para las poblaciones del sur y norte del Ecuador.
La riqueza alélica es un parametro informativo acerca de la diversidad de una poblacién pues
indica la cantidad de alelos esperados en una poblacién con un tamafio de muestra determinado,
mientras que la riqueza de alelos privados funciona como una medida de separacion entre
poblaciones. Para contrarrestar la sobre-representacién del norte vs del sur del pais, el analisis
de riqueza alélica y riqueza de alelos privados se realizo por rarefaccion. La rarefaccion permite
calcular estos parametros ajustando los resultados a la poblacion con menor nimero de
observaciones. Esto es necesario debido a que la riqueza alélica depende estrechamente del
tamafio de la muestra pues es de esperar que en poblaciones mas grandes se tienda a encontrar
mayor nimero de alelos. Estos pardmetros son de especial interés para la implementacion de
programas de conservacion pues las poblaciones que presentan mayor riqueza alélica son
aquellas que deberian ser protegidas; mientras que aquellas con menor riqueza alélica son
consideradas para manejo especial. Otras medidas de diversidad alélica como la
heterocigocidad esperada también son Utiles, pero no son sensibles a la presencia de alelos raros,
a diferencia de la riqueza alélica (Kalinowski, 2004). La poblacion del sur del Ecuador tiene
una riqueza alélica de 1.87, la cual es menor a la riqueza alélica de la poblacion ubicada en el

Norte; que es de 3.43. Cabe recalcar que estos indices estan determinados por los loci utilizados



30

para el analisis, por lo que un nuevo estudio que use mas marcadores puede llegar a obtener

valores mayores 0 menores a lo reportado, resaltando asi la importancia de este tipo de estudios.

4.3 Eventos demogréficos

Ademas, se realizaron pruebas de neutralidad las cuales suelen usarse para evaluar si
han ocurrido eventos demogréaficos de expansion o reduccion de la poblacién de estudio.
Conceptualmente, estas pruebas se usan para descartar si la teoria neutral de mutacion puede
explicar la diversidad encontrada en las secuencias analizadas y en caso de no ser asi, generar
hip6tesis de qué eventos demograficos la explican. La teoria neutral de mutacién postula que la
mayoria de las mutaciones que han contribuido a una variacion significativa de las poblaciones
son neutras, es decir que no han actuado fuerzas evolutivas sobre ellas (Li et al., 2003). En
estudios de ADN mitocondrial, las pruebas mas usadas corresponden al estadistico D de Tajima
y Fs de Fuy Li. Ambos estadisticos se basan en diferentes pardmetros: mientras que Fs de Fu
y Li se basa en la distribucion de haplotipos, D de Tajima se basa en la frecuencia de sitios
segregados (de Jong et al., 2011). La mayoria de los estudios utilizan estos estadisticos para
evidenciar cambios demogréaficos, usualmente cuellos de botella y expansion poblacional
(Dogan & Dogan, 2017). Cuando los valores del estadistico Fs son negativos indica un exceso
de haplotipos raros de los que se esperaria bajo neutralidad; mientras que D de Tajima indica
un exceso de nucleotidos raros comparado con los esperados; ambos sugiriendo una expansion
de la poblacion en estudio (de Jong et al., 2011; Zhang et al., 2017). Por otro lado, cuando estos
valores son positivos sugieren recientes cuellos de botella debido a una deficiencia de
haplotipos y nucleotidos respectivamente. Los resultados obtenidos de la poblacién de osos
ubicados en el sur del Ecuador muestra que los valores de los estadisticos tanto para Fs de Fuy
Li (5.914), como para D de Tajima (2.26849) tienen valores de magnitud positiva inusualmente
alta (Dogan & Dogan, 2017); lo que sugeriria que la poblacién de o0so de anteojos ubicada al

sur del Ecuador ha sufrido un cuello de botella durante su historia evolutiva. Sin embargo, los
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valores de significancia de estos estadisticos (0.98 para ambos aproximadamente) indican que
estos valores no son significativos y por tanto no se puede concluir que haya evidencia con peso
estadistico que indique la poblacion de estudio haya sufrido un cuello de botella. Estas pruebas
también fueron realizadas en individuos pertenecientes al Distrito Metropolitano de Quito, en
el norte del Ecuador; en donde tampoco hubo significancia de los estadisticos obtenidos, que
también tenian magnitud positiva (Cueva et al., 2018). Ningun otro estudio llevado a cabo en

T. ornatus ha realizado este tipo de pruebas por lo que no se pueden realizar mas comparaciones.

Por ello es necesario evaluar si estas pruebas se han llevado a cabo en otras especies de
0so. De hecho, un estudio llevado a cabo con un tamafio de muestra similar a la de esta
investigacion en o0sos pardos en Iran, determind que sus estadisticos sugieren que han sufrido
una expansion poblacional (Ashrafzadeh et al., 2016); mientras que estudios que han usado
todo el mitogenoma del oso pardo en Eurasia han determinado también que se las poblaciones
sufrieron una expansion poblacional (Keis et al., 2013). Estos reportes indican que otras
poblaciones de osos diferentes a T. ornatus han sufrido expansiones demogréaficas mientras que
los estudios llevado a cabo en el oso andino tienden a sugerir eventos contrarios (cuello de
botella), pero sin peso estadistico que lo respalde. Es necesario ampliar el estudio de esta
especie pues de encontrar evidencia de eventos tipo cuello de botella ayudarian a relacionarlo
con niveles bajos de diversidad genética (Leberg, 1992), para ello podrian usarse marcadores

tipo SSR que ayuden a recopilar la evidencia necesaria para realizar tales conclusiones.

La riqueza alélica mencionada anteriormente arrojada por el analisis de los marcadores
SSR, también tienen relacién con eventos demograficos que pudo tener la poblacién estudiada.
La riqueza alélica es un parametro que es afectado en mayor medida por eventos de reduccion
poblacional como cuellos de botella que otros parametros como la heterocigocidad y por tanto
es un indice util para monitorear fenémenos de reduccion poblacional (Kalinowski, 2004).

Tanto la riqueza alélica del norte y el sur del Ecuador calculado en el presente estudio (1.87 y
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3.43 respectivamente) son bajos comparados con otros estudios llevados a cabo en 0sos polares
en donde su riqueza alélica es casi el doble (6.9) (Cronin et al., 2006). Se recomienda que se
realicen estudios que comparen la riqueza alélica en diferentes épocas; asi como también
ampliar el nimero de muestras analizadas y el rango geografico de recoleccion de estas, pues
podrian evidenciar cuellos de botella en poblaciones de oso andino como ya se ha hecho en

poblaciones de otros mamiferos como el ledn (Dures et al., 2019).

4.4  Estructura poblacional

El andlisis de patrones de distribucion de los haplotipos en diferentes localidades puede
ser indicio separacion poblacional. Especificamente se ha relacionado ocurrencia de diferentes
haplotipos como un posible reflejo de la existencia de estructura poblacional (Vyse, 1991). En
el presente estudio se podria inferir la presencia de esta estructura entre individuos del norte y
sur del Ecuador. Esto se basa en que en al norte se han descrito dos haplotipos (HTOQ2 y
HTOQ4) que no se han encontrado en el sur del Ecuador. Mientras que por otra parte HTOL1
no ha sido descrita tampoco en poblaciones del norte. Por otro lado, la ocurrencia del mismo
haplotipo en dos areas geogréaficas podria ser indicador de flujo genético u otra conexion
histdrica; que en este caso es lo que sucede con los haplotipos HTOQ1 y HTOQ3 que se
presentan tanto al norte como al sur del Ecuador (Figura 2). Este fendmeno no es comun en
mamiferos grandes, pero hay evidencia de que esto podria pasar con algunas poblaciones de
0sos en Norteamérica (Vyse, 1991; Cronin et al., 2006). Para confirmar esta teoria, ampliar el
estudio en la especie es requerido ya que los haplotipos hasta ahora exclusivos del norte podrian
ser identificados en el sur del Ecuador y viceversa al analizar mayor cantidad de individuos.
Sin embargo, el analisis de marcadores microsatélites suelen poseer mas informacion acerca de
la estructura poblacional que podria haber entre individuos del norte y sur de Ecuador y ayudar

a evidenciar la presencia de estructura poblacional.
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El primer pardmetro revelado por SSR que se puede analizar es la riqueza de alelos
privados. Este parametro es Util para realizar distinciones genéticas entre grupos y distinguir
qué tan diferente es una poblacion de otra. Al igual que la riqueza alélica, depende del tamafio
de la muestra tomada (Kalinowski, 2004). Por tanto, los mismos ajustes con rarefaccion fueron
realizados para calcular la riqueza de alelos privados en ambas poblaciones del Ecuador. Los
valores para la riqueza de alelos privados en el sur y el norte de este pais fueron de 0.48 y 2.24
respectivamente. Los alelos privados son aquellos alelos que estan presentes en un grupo, pero
no en otro (Szpiech y Rosenberg, 2011). Por tanto, estos valores sugieren que ambas
poblaciones son genéticamente distintas pues hay la presencia de alelos privados en cada region
(Kalinowski, 2004). Especificamente, dado a que en el norte del Ecuador hay una mayor riqueza
de alelos privados, se puede inferir que hay una mayor cantidad de alelos que se presentan en
el norte y no en el sur del pais. Por otro lado, aunque en menor cantidad, también hay alelos
que se presentan en el sur, pero no en el norte del territorio. Dado a que los 4 loci SSR analizados
solamente se han reportado en el presente estudio y aquel realizado por Cueva (2018), no es

posible realizar mas comparaciones.

Por ultimo, los marcadores microsatélite también permitieron realizar un analisis de
separacion genética en ambas especies como lo son las distancias genéticas de Lynch. Por un
lado, el andlisis de coordenadas principales (Figura 4) muestra un relativo patron de
agrupamiento entre los individuos pertenecientes al norte (DMQ) y sur del Ecuador. Por otro
lado, el andlisis de Structure (Figura 5) muestra dos acervos genéticos que separan a los
individuos de ambas poblaciones. Estos resultados en conjunto apoyan la separacion genética

de ambas poblaciones sugerida por la red de haplotipos.

Existen muchos factores que explicarian la presencia de estructura poblacional. Estos
factores pueden ser tanto bidticos como abidticos y evidencia debe ser aportada para poder

concluir que un determinado hecho explica tal estructura poblacional. Es asi que existen
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multiples perspectivas con las cuales se puede explicar la presencia de estructura genética en
una poblacién (Bohonak, 1999). El uso de analisis moleculares que evidencien la presencia de
estructura poblacional entre poblaciones discontinuas permite analizar patrones de conectividad
(Horne et al., 2008). Es importante conocer la conectividad de ciertas poblaciones por las
implicaciones que esto significa; por ejemplo, el conocimiento del flujo génico constante entre
dos poblaciones de 0sos polares ha servido anteriormente para determinar que la reduccion en
el numero de individuos de una poblacion podria ser compensada por la inmigracion de
individuos de la otra (Cronin et al., 2006). Este fendbmeno no podria suceder entre las
poblaciones de osos de anteojos del norte y sur del Ecuador evaluadas en este estudio pues los
resultados sugieren que no hay flujo entre estas, evidenciando otra problematica para la especie
dentro del pais. Esto crea la necesidad de ampliar las poblaciones de oso estudiadas a lo largo
del territorio ecuatoriano, lo cual serviria para conocer mas acerca de la conectividad entre estas

localidades y tomar mejores decisiones de manejo de la especie.

5 CONCLUSIONES

El andlisis de las secuencias obtenidas a partir de una porcion de la region hipervariable
| del ADN mitocondrial del oso de anteojos determind la presencia de 3 haplotipos en las
muestras analizadas. Uno de estos es nuevo y no ha sido descrito anteriormente para esta

especie.

Los indices de diversidad obtenidos a partir del analisis del marcador mitocondrial
usado en este estudio lograron evidenciar una baja diversidad de haplotipos y de nucleétidos en
comparacion con otras especies de 0s0; ademas, la riqueza alélica obtenida a partir del analisis
SSR indica que la poblacion del sur del Ecuador posee menor diversidad genética que la

poblacion analizada previamente en el norte del pais.
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La distribucidn de haplotipos sugiere una diferenciacion genética entre las poblaciones
del sur y norte del Ecuador, mientras que los indices de riqueza alélica privada y analisis
preliminares de PCoA y Structure apuntan a que existe una estructura genética entre estas dos

poblaciones que las diferencia entre si.

Se recomienda realizar estudios en los que se amplien las localidades de muestreo, que
se monitoreen a lo largo del tiempo las poblaciones ya estudiadas, asi como también uso de
regiones mas grandes del ADN mitocondrial para obtener informacion mas comprensiva acerca

del estado del oso de anteojos en el Ecuador.
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Tabla 1. Codigo, lugar de recoleccion, origen y haplotipo al que pertenecen las muestras

analizadas.
Muestra Lugar de recoleccion Origen Haplotipo
utplo01 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl002 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utplo03 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utplo04 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utplo05 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl006 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utplo09 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl010 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl011 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl012 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl013 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl014 Reserva Madrigal Excremento HTOL1
utpl016 Reserva Madrigal Saliva HTOL1
utpl018 Parque Nacional Podocarpus Saliva en hisopo | HTOL1
utpl019 Reserva Madrigal - HTOL1
utpl021 Yanochoca Ladera finca Puchaicela Excreta en Vial HTOL1
utpl023 El Capuli- Loja Salivaen hisopo | HTOL1
utpl028 Reserva Madrigal Excreta en hisopo | HTOQ3
utpl024 Reserva Madrigal Saliva en hisopo | HTOQ3
utplo30 - Excreta en hisopo | HTOQ3
utplo31 Reserva Madrigal Excreta en hisopo | HTOQ3
utpl032 Parque Nacional Podocarpus Excreta en hisopo | HTOQ3
utpl035 Sevilla Excreta en hisopo | HTOQ3
utplo17 Reserva Madrigal Excreta en hisopo | HTOQ1
utpl020 Parque Nacional Podocarpus Saliva en hisopo | HTOQ1
utpl022 Reserva Madrigal Excreta en Vial HTOQ1
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Tabla 2. Informacion acerca de las secuencias de cada resultado obtenido de la secuenciacion.
Se muestra también cuantas muestras presentan la misma secuencia y el niUmero de accesion en
la base de datos del NCBI

n Resultado Secuencia Accesion NCBI

17 |HTOL1 TTTACTTATTTCATATATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCT | MT425202
AGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTCCCCCCT
ATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCA
TGTACATATCTTGCTTGGTCTTACATGAGGACATGGACTTCA
AAAACTCGTTCTGAAGACGTAGTCTGCAAGCATGTATTTCAC
TTAGTCCGGGAGCTTAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCA
ACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATA
GAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTG
GTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTA
CTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAAT
CAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGG

6 | HTOQ3 TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCT | KX812514.1
AGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTTCCCCCC

TATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGC
ATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACATGGACTTC
AAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCA
CTTAGTCCGGGAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGC
AACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
AGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCT
GGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCT
ACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAA
TCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGG

3 | HTOQ1 TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCT | KX812512.1
AGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTCCCCCCT

ATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCA
TGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGACATGGACTTCA
AAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCAC
TTAGTCCGGGAGCTTAATCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCA
ACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATA
GAAACGTGGGGGTTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTG
GTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTA
CTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTAAT
CAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGG

Tabla 3. Sitios polimorficos encontrados dentro de la secuencia de cada haplotipo dentro de la
region hipervariable 1 dentro de D-Loop del ADN mitocondrial del oso andino. Se muestran
los 7 sitios polimorficos encontrados localizados en a 104, 168, 236, 237, 270, 286 y 318 pares
de bases desde el primer nucleétido perteneciente a la region codificante para el ARN de
transferencia de prolina del ADN mitocondrial. También se detalla el nimero de individuos
encontrados dentro de cada haplotipo

Posicion de nucle6tidos

Haplotipo n 1 104 168 236 237 270 286 318
FM177764.1 tRNA-Pro T T T T C C G
HTOL1 17 tRNA-Pro T - T C C C G
HTOQ1 3 tRNA-Pro C - C T T T A
HTOQ3 6 tRNA-Pro C T C T T T A
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8 FIGURAS
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Figura 1: Mapa de las localizaciones de recoleccion de muestras. Se muestra las dos
provincias de donde se obtuvieron las muestras. Cada punto representa las areas de recoleccion
de las muestras. En color rojo se muestra la localidad EI Capuli, en verde el Parque Nacional
Podocarpus, en turquesa la Reserva Madrigal, en celeste Sevilla (del oro) y en purpura

Yanococha.
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Figura 2: Red de haplotipos generado en Phylogenetic Network representado como
Median Joining contruido bajo Maximum Parsimony method. Cada haplotipo se representa
por un circulo o nodo y el tamarfio de este es proporcional a la frecuencia en la que se encontro
cada haplotipo. El color representa al estudio en el que se analiz6 cada muestra. Ademas, se
incorpord al anélisis las regiones homdlogas al fragmento de la region D-Loop analizada de las
accesiones FM177764.1 y Ef196665.1 pertenecientes a T. ornatis pero cuyo origen es
desconocido. Cada guion que fragmenta las lineas que conectan a cada haplotipo representan
una posicion nucleotidica en donde ha habido una mutacion.
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Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa de amplicones obtenidos a partir de la
amplificacion del ADN nuclear de marcadores SSR. El gel de 1.5 % en agarosa muestra la
ausencia de bandas definidas producto de la amplificacion en las muestras sefialadas en los
pocillos 9 y 19, mientras que una banda tenue puede verse en el pocillo correspondiente al
pocillo rotulado 23. Como control positivo se us6 ADN extraido a partir del foliculo del pelo
del oso obtenido en trabajos anteriores.
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Figura 4: Analisis de coordenadas principales. EI componente principal mostrado en el eje
de las absisas es aquel que explica el 51% de la variabilidad mientras que el componente
principal representado en el eje de las ordenadas explica el 13%. No existe una separacion total
de ambas poblaciones
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Sur de Sierra ecuatoriana Distrito Metropolitano de Quito

Figura 5: Modelo de estructura poblacional basado en analisis bayesianos en software
STRUCTURE. El resultado mostrado es el consenso de 10 repeticiones y se muestra el valor
optimo k=2 que corresponde a los acervos genéticos (sefialados con diferentes colores)
encontrados en el sur de la Sierra ecuatoriana y en el Distrito Metropolitano de Quito.



