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RESUMEN

El oso de anteojos (Tremarctos ornatus) ha sido clasificado como una especie
vulnerable. Es por ello que estudiar su diversidad genética resulta Gtil para evaluar el
estado de la especie, y asi elaborar estrategias y planes de conservacion. Hasta el
momento, existen pocos estudios sobre la genética del oso de anteojos en el Ecuador
y un numero limitado de marcadores genéticos desarrollados especificamente para T.
ornatus, que permitan realizar inferencias poblacionales adecuadas. Por estas razones,
en el presente estudio se analizé una region hipervariable del ADN mitocondrial y se
desarrollaron 11 marcadores microsatélites homoélogos para la especie con los cuales
se evalué la diversidad genética de la poblacion de oso andino en el corredor ecologico
del Distrito Metropolitano de Quito. Para ello se colectaron 38 muestras de pelo de
diferentes individuos mediante métodos no invasivos en 14 localidades dentro del
corredor. Se extrajo ADN, se amplificé y secuenci6 un fragmento de la regiéon D-loop del
mtDNA, y se amplificaron los 11 loci microsatélites que fueron genotipados mediante
electroforesis capilar. En total, se encontraron 4 haplotipos mitocondriales y se
identificaron sélo 2 sitios polimoérficos en una regidbn de 456 pb. Los haplotipos
encontrados forman parte de un grupo monofilético y poseen niveles muy bajos de
diferenciacién entre ellos, con una distancia genética de 0.002. La diversidad de
haplotipos (H) fue de 0.7055 + 0.0369 y la diversidad de nucleétidos (r) fue de 0.001772
+ 0.001559. Estos indices de diversidad se encuentran entre los mas bajos reportados
para poblaciones de osos de cualquier especie. Los resultados de los andlisis con
marcadores microsatélites muestran una heterocigosidad esperada moderada (He =
0.521) y una baja heterocigosidad observada (Ho = 0.365). Los indices Fst(0.069-0.137)
sugieren una diferenciacién genética moderada entre osos de las diferentes localidades
en el Corredor Ecoldgico, posiblemente atribuida a barreras fisicas dentro de esta zona.
La baja diversidad genética mitocondrial, en conjunto con la moderada heterocigosidad
esperada y la diferenciacion genética en la poblacion dada por fragmentacion de su
habitat sugieren la necesidad de establecer y revisar las estrategias de conservacion
del oso de anteojos en la region.

Palabras clave: Tramarctos ornatus, diversidad genética, mtDNA, D-loop, diversidad
de haplotipos, diversidad de nucle6tidos, heterogicosidad, marcadores microsatélite.



ABSTRACT

The Andean bear (Tremarctos ornatus) has been classified as a vulnerable species.
Thus, its genetic diversity study is useful to assess species status and to elaborate
conservation strategies. To date, there are few studies about Andean bear genetics for
Ecuadorean populations and a lack of genetic markers developed specifically for T.
ornatus that allows making appropriated population inferences. For these reasons, in the
present study a hypervariable region of mitochondrial DNA was analyzed, and 11
homologous microsatellite markers were developed and the genetic diversity of an
Andean bear population in the ecological corridor of Quito metropolitan district was
evaluated. For that, 38 hair samples from different individuals were obtained through
non-invasive sampling in 14 localities within the corridor. DNA was extracted, and a
hypervariable fragment of D-loop region was amplified and sequenced. 11 SSR loci were
amplified and genotyped through capillary electrophoresis. Overall, 4 mitochondrial
haplotypes were found, and only 2 polymorphic sites were identified in a 456 pb region.
Found haplotypes are part of a monophyletic group and display low degree of
differentiation between them with low pairwise genetic differences (0.002). Haplotype
diversity (H) was 0.7055 +0.0369 and nucleotide diversity (1) was 0.001772 + 0.001559.
These diversity indexes are among the lowest reported for any bear population of any
species. SSR markers display a moderate expected heterozygosity (He = 0.521) and a
low observed heterozygosity (Ho = 0.365). Fst indexes (0.069-0.137) suggest a mild
genetic differentiation between bears from different localities within the Ecological
Corridor, possibly due to physical barriers in this area. The low mitochondrial diversity
with the moderate expected heterozygosity and the genetic differentiation in the
population suggest the need of review and stablish conservation and management
strategies of Andean bear in the region.

Key words: Tramarctos ornatus, genetic diversity, mtDNA, D-loop, haplotype diversity,
nucleotide diversity, heterozygosity, SSR markers.
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades de la especie

1.1.1. Clasificacion e historia evolutiva

El oso de anteojos u 0so andino (Tremarctos ornatus) es la Unica especie
de 0so0 que habita en América del Sur y es la Unica especie remanente dentro de
la subfamilia Tremarctinae en la familia de los ursidos. Esta subfamilia se origind
en el continente americano y se compone de cuatro géneros que pertenecen a
un solo grupo monofilético siendo estos: Arctotherium, Arctodus, Plionarctos y
Tremarctos (Garcia-Rangel, 2012). Reconstrucciones filogenéticas evidencian
una rapida radiacion entre las especies de 0sos. No obstante, el clado que dio
origen al oso andino se separé tempranamente de otros durante el mioceno
temprano hace unos 20 millones de anos (Krause et al., 2008). Se estima que
el género Tremarctos se origind hace aproximadamente 5.5 millones de afos
durante la transicién del Mioceno tardio y el Plioceno temprano en América del
Norte, pero la aparicibn de T. ornatus se dio solo hace 130.000 anos,
convirtiéndose asi en una de las especies de 0so mas recientes. Sin embargo,
poco se sabe sobre el origen exacto de T. ornatus. Unas hip6tesis sugieren que
podria haberse especiado en América del Norte y posteriormente haber migrado
hacia Sudamérica mientras que sugieren que la especie podria haberse
originado en Sudamérica. La falta de un registro fésil adecuado y de evidencia

molecular hacen dificil aclarar esta situacion (Garcia-Rangel, 2012).

1.1.2. Distribucién, morfologia y nicho ecolégico
T. ornatus se distribuye desde Venezuela hasta Bolivia ocupando una

extension de norte a sur de 4600 km y de este a oeste de 200 a 600 km, y un
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rango altitudinal que va desde los 200 a 4700 msnm a lo largo de la cordillera de
los Andes. El rasgo mas caracteristico de la especie, y que es altamente variable
de individuo a individuo, es su patréon de manchas color marrén-amarillento
alrededor de sus ojos, mejillas y mandibula. Dichas manchas resultan utiles para
identificacion de individuos, debido a que sus patrones no sufren cambios a lo
largo de su vida. Los 0sos pesan entre 60 y 175 kilogramos, y la longitud de su
cuerpo varia desde 1.12 a 2.22 metros en individuos adultos. Esta variacion en
peso y tamano esta dada principalmente debido al dimorfismo sexual que existe
en la especie, siendo los machos mas grandes que las hembras. La
disponibilidad de recursos del habitat en el que se encuentren también influye en
el tamafo de cada animal (Garcia-Rangel, 2012).

El oso generalmente suele tener comportamiento solitario, manifiesta
actividad tanto diurna como nocturna y es un excelente trepador de arboles en
donde se alimenta y genera nidos para dormir o resguardarse (Goldstein, 1991).
Posee una dieta omnivora, la cual es bastante diversa y depende del alimento
que se encuentre disponible. Por esta razbén, la especie suele desplazarse
grandes distancias en busqueda de alimento. La gran mayoria de su
alimentacion se compone de hojas y de frutos (resultando en la dispersién de
semillas, e incluso promoviendo la germinacidén de éstas al pasar por su tracto
digestivo), mientras que la proteina animal que necesitan es obtenida a partir de
la caza de mamiferos pequenos o del consumo de invertebrados terrestres tales
como escarabajos 0 gusanos. Sin embargo, también se sabe que es capaz de
cazar venados y atacar al ganado vacuno. Adicionalmente, el 0so tiene un papel

ecoldgico importante en cuanto a la renovacion vegetal en los bosques debido a
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que, al trepar arboles, generalmente rompe ramas lo cual crea espacio en el
dosel por donde puede ingresar luz y se promueve el crecimiento de nueva

vegetacion (Garcia-Rangel, 2012; Vela, Vazquez, Galindo, & Pérez, 2011).

1.1.3. Decrecimiento poblacional y estado actual de conservacion
Histéricamente el oso de anteojos ha tenido un amplio rango de
distribucién a lo largo de la cordillera de los Andes (Peyton, 1980). No obstante,
en la actualidad esta se encuentra limitada a un espacio geografico menor,
mismo que ha sido fuertemente modificado y fragmentado por asentamientos
humanos y sus actividades (Kattan et al., 2004). En consecuencia, los 0sos se
han visto impactados por actividades agricolas, introduccion de otras especies
animales, explotacion de recursos como madera 0 minerales y tenencia de la
tierra (Goldstein, Velez-Liendo, Paisley, & Garshelis, 2008). Esta reduccion en el
hébitat del oso de anteojos durante las ultimas décadas ha generado un
decrecimiento en el tamafno de su poblacion. Se estima que Ecuador posee la
tasa anual mas grande de pérdida de area de distribucion del oso andino debido
a las razones previamente mencionadas, poniendo asi a la especie en estado
de peligro en el pais (Kattan et al., 2004). Sumado a esto, los 0sos poseen una
tasa reproductiva baja, densidades poblacionales reducidas y un largo periodo
de cuidado parental lo cual hace que las poblaciones de 0so se vean seriamente
amenazadas (Garcia-Rangel, 2012).
A nivel regional, de acuerdo a la UICN (Unidén Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza), desde hace mas de cuatro décadas el oso de
anteojos se encuentra clasificado como una especie vulnerable dentro de la Lista

Roja de Especies Amenazadas, y sus tamanos poblacionales muestran una
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tendencia decreciente (Goldstein et al., 2008). Se estima que para el afio 2030
el estado de la especie pasara de ser vulnerable a seriamente amenazada,

acercandola peligrosamente a una posible extincién (Cardillo et al., 2004).

1.2. Corredor Ecoldgico del Oso Andino del Distrito Metropolitano de
Quito

El proyecto del “Corredor Ecoldgico del Oso Andino del Distrito Metropolitano
de Quito” surgi6 de la necesidad de crear un programa de conservacién para el
0so0 andino, especie emblematica para el DMQ, y para otras especies animales
y vegetales que habitan en los bosques donde habita el oso. La efectividad del
proyecto se basa en la ejecucion de diferentes proyectos y actividades
enmarcadas dentro de programas de investigacion, monitoreo, educacion,
comunicacion, control y vigilancia. La sensibilizacién, difusién e involucramiento
de las comunidades locales ha sido de vital importancia para llevar a cabo dicho
proposito y de esta manera ha contribuido al desarrollo sostenible de las mismas.
El corredor abarca un area superficial de aproximadamente 65.000 hectareas en
las parroquias rurales de Calacali, Nanegalito, Nanegal, Nono y San José de
Minas, dentro del Distrito Metropolitano de Quito, lo cual corresponde a menos
del 1% del area total de la distribucion de la especie. Dentro de estos territorios
histéricamente se han desarrollado diversas actividades humanas que tienen un
gran impacto en la extension del habitat del oso. Asi mismo, las carreteras que
se encuentran en estas zonas son altamente transitadas, lo cual reduce la
movilidad de la especie de unas localidades a otras (Concejo Metropolitano de
Quito, 2013; Secretaria de Ambiente del Municipio del Distrito Metropolitano de

Quito, 2014). Se estima que cada 0so necesita al menos 800 hectareas para
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desarrollarse de manera adecuada (Molina, 2012). Por esto, el establecimiento
de programas de manejo y de conservacion, y la implementacién de corredores
ecoldgicos resulta de vital importancia para mejorar la conectividad entre
individuos de diferentes localidades. De esta manera, los 0sos tendran mayores
areas en la que desplazarse, lo que implica que tendran una mayor probabilidad
de reproducirse con individuos de otras poblaciones contribuyendo de esta
manera al mantenimiento de la viabilidad y la permanencia de la especie a nivel
local y regional (Garcia-Rangel, 2012).

1.3. Estudios genéticos en el oso de anteojos

Hasta ahora, los estudios genéticos hechos en la poblacién ecuatoriana de
0so0 andino son escasos. Sumado a esto, existe poca informacién en cuanto al
uso de secuencias de ADN mitocondrial (mtDNA) para evaluar la diversidad
genética en la especie. EI ADN mitocondrial resulta un buen marcador molecular
debido a se ha demostrado que posee suficiente variacion entre individuos tanto
dentro de una misma poblacion, y entre individuos pertenecientes a diferentes
poblaciones. Esto se debe a que éste tiene una alta homologia y una tasa
elevada de divergencia dentro de los vertebrados. Ademas, el mtDNA se hereda
exclusivamente via materna y no pasa por fendmenos de recombinacion. De
esta manera, los cambios que ocurren en este son rastreables hacia su origen
de manera directa debido a que las nuevas mutaciones que aparezcan seran
transmitidas directamente de madre a hijos. Es asi como, el ADN mitocondrial
como marcador molecular resulta apropiado para evaluar diversidad genética e
historia evolutiva de una poblacién, incluyendo procesos de efecto fundador y

cuellos de botella. Asi mismo, estudiar la distribuciobn del ADN mitocondrial
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permite obtener evidencia en cuanto a la existencia de estructura poblacional
(Harrison, 1989). Adicionalmente, el ADN mitocondrial tiene un alto numero de
copias en cada célula, por lo que se facilita el analisis de éste en muestras con
poco ADN como en las obtenidas en el caso de muestreo no invasivo o en
muestras con material genético degradado provenientes de tejido pobremente
conservado (Taberlet, Waits, & Luikart, 1999). Dentro del genoma mitocondrial,
la mayor variabilidad se encuentra en la regiobn D-loop, misma que no es
codificante. Dentro del D-loop existen dos regiones hipervariables, la region
hipervariable 1 (HVRI) y la regién hipervariable 2 (HVRII), las cuales se
caracterizan por ser sitios en los que se acumulan mutaciones a una tasa
elevada (Stoneking, 2000). Consecuentemente, el analisis de estas regiones ha
sido muy utilizado para monitorear especies que se encuentran en estado
vulnerable o en vias de extincibn (Kawabe et al.,, 2014; Ma et al.,, 2010;
Ponomarev et al., 2004).

Otros marcadores moleculares que son ampliamente utilizados en estudios
de diversidad genética y genética poblacional son los marcadores microsatélite
0 SSR (del inglés Simple Sequence Repeats). Estos consisten en unidades de
secuencia corta (denominada como motivo), entre 1 y 9 pares de bases,
repetidas en tandem. Se encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma de
un organismo y son altamente polimoérficos. El polimorfismo en este tipo de
marcadores genéticos se debe a duplicaciones o deleciones de los motivos
repetidos (Oliveira, Padua, Zucchi, Vencovsky, & Vieira, 2006; Selkoe & Toonen,
2006). Por lo tanto, fragmentos con un diferente numero de repeticiones de la

secuencia corta se consideraran como diferentes alelos. Esta discriminacion de
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diferentes alelos se realiza en base a la medicion del tamano de los fragmentos
mediante métodos de separaciéon de acidos nucleicos con un alto poder de
resolucidn, tal es el caso de la electroforesis capilar (Ruiz-Martinez et al., 1993).
Otra de las ventajas de estos marcadores es su herencia codominante, lo que
implica que se pueden distinguir individuos homocigotos, los cuales poseen el
mismo alelo en el mismo locus, y heterocigotos que poseen diferentes alelos en
el mismo locus. El analisis de loci SSR depende de la amplificacién de éstos
mediante reaccidon de la cadena polimerasa (PCR), lo cual hace estos
marcadores sean ampliamente reproducibles debido a la sensibilidad y
especificidad de la técnica del PCR (Oliveira et al., 2006). Gracias a esto,
también estos marcadores resultan éptimos para analizar muestras obtenidas de
manera no invasiva, mismas que usualmente suelen tener poco material
genético y cuyo analisis mediante amplificacion de regiones especificas se ve
facilitado (Taberlet et al., 1999).

Ademas, los marcadores SSR son muy Uutiles para discriminar diferentes
individuos ya que su alta variabilidad hace que sea poco probable que dos
individuos compartan la misma combinacion de alelos en multiples loci (Oliveira
et al., 2006). Conjuntamente, estos marcadores resultan eficientes para
establecer relaciones de parentesco entre individuos, asi como para realizar
inferencias sobre estructura poblacional y flujo de genes. Estas y otras ventajas
hacen que los marcadores SSR sean ampliamente utilizados en estudios de
diversidad genética y genética de poblaciones (Selkoe & Toonen, 2006).

De esta manera, los pocos estudios hechos hasta ahora en T. ornatus con

marcadores microsatélites reportan altos niveles de aislamiento entre diferentes
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poblaciones de 0sos de anteojos que se encuentran alejadas por grandes
distancias geograficas. Adicionalmente, para las poblaciones ecuatorianas de
0s0s se reporta que existe una baja diversidad genética, lo que las pone en
riesgo de encontrarse seriamente amenazadas. No obstante, los marcadores
genéticos utilizados en dichos estudios son heterélogos, es decir, que no han
sido disefiados especificamente para la especie sino para otras especies y han
sido transferidos a T. ornatus. Estos marcadores son provenientes del 0so negro
americano (Ursus americanus) y de otras especies pertenecientes al orden
Carnivora (Ruiz-Garcia, 2003; Ruiz-Garcia, Orozco-terWengel, Castellanos, &
Arias, 2005; Viteri & Waits, 2009).

En el contexto del Distrito Metropolitano de Quito, recientemente se realizoé
un estudio preliminar en la poblacion del oso de anteojos en el cual se disend un
protocolo para la amplificacidén y andlisis de secuencias provenientes de la regiéon
D-loop del ADN mitocondrial de esta especie (Bruque, 2016). En dicho estudio
se encontrd que existe una baja diversidad de nucleétidos y una diversidad de
haplotipos moderada. Sin embargo, solo 13 individuos fueron analizados
requiriéndose asi un estudio mas amplio para lograr obtener evidencia que
permita elaborar conclusiones mas robustas sobre el estado genético y de
conservaciéon del oso de anteojos en el DMQ.

Por lo tanto, en el presente proyecto de investigacion se obtuvo una muestra
mas representativa de la poblacion que habita de en esta area en comparacion
al estudio preliminar ya realizado. Las 38 muestras obtenidas provienen de
varios muestreos comprendidos entre el afio 2015 al ano 2017. Para los analisis,

se utilizé la misma region de ADN mitocondrial analizada por Bruque en el afio
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2016, y adicionalmente se estandarizaron vy utilizaron 11 marcadores
microsatélites desarrollados especificamente para la especie. Utilizar estos 2
tipos de marcadores moleculares permite obtener una visibn mas global del
estado del oso a nivel local. Los resultados obtenidos en el presente estudio
ayudaran a entender de mejor manera la diversidad genética de T. ornatus en el

Distrito Metropolitano de Quito.

2. OBJETIVOS
2.1.Objetivo general
. Determinar la diversidad genética de la poblacion de oso de anteojos
(Tremarctos ornatus) en el Corredor Ecolégico del Distrito Metropolitano

de Quito por medio de analisis de ADN mitocondrial y marcadores SSR.

2.2. Objetivos especificos

Amplificar una region hipervariable de la region D-loop del ADN

mitocondrial del oso de anteojos mediante el uso de primers especificos.

o Analizar secuencias mitocondriales e identificar haplotipos en el oso de
anteojos mediante secuenciacién de los fragmentos amplificados.

. Realizar analisis filogenético de los haplotipos encontrados.

. Disefiar, estandarizar y analizar nuevos marcadores microsatélite
homélogos para la especie.

. Determinar la diversidad genética de la poblacion de estudio.

. Realizar inferencias poblacionales y sobre el estado de conservacion de

la especie en el Distrito Metropolitano de Quito.
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3. JUSTIFICACION

Segun la IUCN, el oso de anteojos se encuentra catalogado como una
especie en estado vulnerable. Diferentes actividades humanas tales como
caceria, agricultura, ganaderia, construccion de carreteras y viviendas son las
principales causas que contribuyen a la destruccion del habitat de los osos y por
lo tanto al deterioro de sus poblaciones (Goldstein et al., 2008). Se estima que
dentro de pocos anos el estado de la especie pasara de ser vulnerable a
seriamente amenazada, acercandola peligrosamente a una posible extincion
(Cardillo et al., 2004).

En el Distrito Metropolitano de Quito, la poblacion de osos se encuentra
separada por el Rio Guayllabamba, y mas recientemente por la construccién de
la via colectora Quito-La Independencia E28 (mas comunmente conocida como
la via Calacali-Nanegalito). Este rio constituye una barrera natural a la movilidad
de los osos en la zona. De igual manera, la via probablemente podria dificultar
el movimiento de individuos. Se cree que las dos barreras obstaculizan el flujo
de individuos entre diferentes localidades, lo que causa que la poblacion de osos
se fragmente y se deteriore con el paso del tiempo (Molina, 2012). Es por ello
que es necesario realizar esfuerzos para estudiar el estado de las poblaciones
de osos de anteojos, especialmente a nivel genético, y utilizar esta informacién
para contribuir al establecimiento de programas de conservacion para la especie
(Goldstein et al., 2008; Peyton, 1980).

Hasta la fecha no se han reportado marcadores genéticos especificos para
T. ornatus, y los que se han usado en estudios anteriores son marcadores

provenientes de especies relacionadas (Ruiz-garcia, 2003; Ruiz-Garcia et al.,
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2005; Viteri & Waits, 2009). El desarrollar marcadores moleculares
especificamente para una especie en particular facilitan el flujo de trabajo en
comparacidén a marcadores heterélogos. Esto ocurre ya que éstos ultimos tienen
una probabilidad mas alta de presentar algun tipo de problema durante la
amplificacion dado por algun tipo de mutacién en la secuencia del genoma de la
especie a analizar en el sitio puntual de hibridacién de los cebadores. Para el
0so andino, los marcadores homologos servirdn como una gran herramienta
para determinar la diversidad genética y genética poblacional de la especie no
solo a nivel local, pero en un futuro, a nivel regional. En el caso especifico del
Distrito Metropolitano de Quito, el estudio de la diversidad genética del oso
permitird entender de mejor manera la problematica de la especie a nivel local.
De esta manera, se podran tomar acciones adecuadas en cuanto al manejo de
las poblaciones silvestres de osos andinos, los cuales son claves para la
dispersion de semillas, renovacion vegetal y el mantenimiento de los
ecosistemas. Adicionalmente, gracias al estado de especies paraguas de T.
ornatus, mediante la conservacion de esta especie se ayudara a conservar de

manera directa e indirecta a otras especies (Garcia-Rangel, 2012).

4. AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizd en el Corredor Ecolégico del Oso Andino al Noroccidente
del Distrito Metropolitano de Quito ubicado en la provincia de Pichincha al norte
de los Andes ecuatorianos. El corredor esta cubierto en gran parte por bosques,
aunque también en ciertas areas se llevan a cabo actividades agricolas y

ganaderas. Se encuentra atravesado por el Rio Guayllabamba, el cual fluye de
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este a oeste y la via colectora Quito-La Independencia E28 (Secretaria de
Ambiente del Municipio del Distrito Metropolitano de Quito, 2014). El corredor
cubre un area de aproximadamente 650 kilbmetros cuadrados lo cual presenta
una pequena area (<1%) de la distribucion total del oso andino (Garcia-Rangel,
2012).

Dentro del corredor existe una poblacién de aproximadamente 40 individuos
los cuales se encuentran bajo constante monitoreo mediante el uso de camaras
trampa (Molina et al., 2017). Gracias a estas camaras se han identificado varios
individuos dentro del corredor, mismos que han sido muestreados de manera no
invasiva. Asi se ha logrado obtener muestras en 14 diferentes localidades del
corredor: El Guarumal, Campamento, Pichan, Bellavista 3, El Porvenir,
Curipogrio, Horizontes Rivera, Bellavista 2, Santa Lucia, Cambugan, Pahuma
(Tabla 1). Las muestras fueron obtenidas hacia el norte del Rio Guayllabamba,
hacia el sur de la via E28 y entre estas dos barreras (Figura 1).

Las muestras obtenidas fueron almacenadas y analizadas en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ), en

la ciudad de Quito, Ecuador.

5. MATERIALES
5.1. Extraccion de ADN a partir de pelo de oso de anteojos
e Pelos de 38 muestras colectadas de oso andino.
e Bano maria (Equitron).
e Dneasy Blood & Tissue Mini Spin Column Kit (Qiagen)

e Estereomicroscopio (Wolfe)
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e Etanol 96-100%
e Microcentrifuga (Eppendorf)
e Tubos Eppendorf 1.5mL

e Tubos Eppendorf 0.6mL

Vortex (IKA)

5.2. Cuantificacion de ADN

ADN extraido de 38 muestras de oso andino

Buffer AE 1X (Qiagen)

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)

Agua ultra pura libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific)
5.3. Amplificacion de la region D-loop del ADN mitocondrial de
Tremarctos ornatus

ADN extraido de 38 muestras de oso andino

e 10X Buffer de PCR (Invitrogen)

e 10 mM dNTPs (Invitrogen)

e 50 mM MgCI2 (Invitrogen)

e Agua ultra pura libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific)
e Platinum Taq DNA polimerasa 5 U/uL (Invitrogen)

e Primer TORmt2F: 5-TAGCTCCACCATCAACACCC-3’

e Primer TORmMi2R: 5-ACTGCGACGAGACCTTTACG-3’

e Termociclador T100 (Bio-Rad)

Tubos Eppendorf 0.2ml (Axygen)
5.4. Electroforesis en gel de agarosa

e Balanza (Ohaus).
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Buffer TBE 1X (Tris, acido bérico, EDTA)
BluedJuice 10X (Invitrogen)

Camara de electroforesis ENDURO XL (Labnet)
Fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad)
Ladder 100bp (Promega)

Parafilm®.

SYBR™ Safe (Invitrogen)

Ultra Pure Agarose (Invitrogen)

5.5. Electroforesis en gel de acrilamida para purificar fragmentos

amplificados

Etanol 70%

Solucién de tratamiento de vidrio (etanol 96 %, acido acético 0.5%)
Bind-silane (3-Methacryloxypropyltrimethoxysilane) (Sigma-Aldrich)
BluedJuice 10X (Invitrogen)

Buffer TBE 1X (Tris, acido bérico, EDTA)

Fuente de poder PowerPac HV (Bio-Rad)

Ladder 100bp (Promega)

Persulfato de amonio (J.T. Baker)

Repelente de agua para vidrio (RainX)

Sequi-Gen Cell GT System (Bio-Rad)

Sigmacote® (Sigma-Aldrich)

Ultra Pure Acrylamide (Invitrogen)

Ultra Pure N, N - Methylenebisacrylamide (Invitrogen)

Ultra Pure UREA (Inivtrogen)
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e UltraPure TEMED (N-tetramethilethilenediamine) (Thermo Fisher
Scientific)
5.6. Tincion del gel de acrilamida con nitrato de plata
e Solucion de revelado (Hidréxido de sodio 15 g/L, Formaldehido
0.0002% v/ v)
e Solucion de tincion (Nitrato de plata, 2 g/L, Formaldehido 0.00015%
VIV)
 Solucioén fijacién/ parada (Alcohol 10% v/v, Acido acético glacial 0.5%
VIV)
e Transiluminador de luz blanca.
5.7. Purificacion de los fragmentos de PCR extraidos del gel de
acrilamida
e Bisturi estéril
e Buffer AE 1X (Qiagen)
e Incubadora con agitacién (Barnestead)
e Tubos Eppendorf 0.6 mL
5.8. Diseno de primers para amplificacion de loci microsatélite
e Software CodonCode Aligner v8.0.2 (Codon Code Corporation, 2017).
e Software online MFE primer 2.0 (Qu et al., 2012).
e Software online Primer 3 (Untergasser et al., 2012).
e Software online Primer BLAST (Ye et al., 2012).
5.9. Amplificacién de regiones microsatélite
e 10X Buffer de PCR (Invitrogen)

e 10mM dNTPs (Invitrogen)
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e 11 pares de primers (Tabla 2).

¢ 50mM MgCI2 (Invitrogen)

e Agua ultra pura libre de nucleasas (Thermo Fisher Scientific )

e Platinum Taq DNA polimerasa 5 U/uL (Invitrogen)

e Primer “Cola A” (5-GCCTCCCTCGCGCCA-3’) marcado con
diferentes fluoroforos: NED, PET, 6-FAM, VIC (Invitrogen).

e Termociclador T100 (Bio-Rad)

e Tubos Eppendorf 0.2ml (Axygen)

5.10. Armado de placas

e MicroAmp 8-Cap Strip (Thermo Fisher Scientific)

e MicroAmp Optima 96-well reaction plate (Thermo Fisher Scientific)

5.11. Analisis de datos

Lenguaje de programacion R (Ilhaka & Gentleman, 1996).
Paquete para R ade4 (Dray & Dufour, 2007).

Paquete para R adegenet (Jambart, 2008).

Paquete para R ape (Paradis, Claude, & Strimmer, 2004).
Paquete para R diveRsity (Keenan, McGinnity, Cros, & Crozier, 2013).
Paquete para R genepop (Rousset, 2008).

Paquete para R hierfstat (Goudet & Thibaut, 2015).

Paquete para R pegas (Paradis, 2010),

Paquete para R polysat (Clark & Jasieniuk, 2011).

Paquete para R poppr (Kamvar, Tabarima, & Griinwald, 2014).
Software Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier, Laval, & Schneider, 2005).

Software BEAST v1.8.4(Drummond & Rambaut, 2007).
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e Software Bottleneck v1.2.02 (Luikart & Cornuet, 1999).

e Software Coancestry v1.1.0.8 (Wang, 2011).

e Software Gap4 del paquete Staden v2.0 (Staden, 1996).

e Software GeneMarker v2.6 (Holland & Parson, 2010).

e Software HP-Rare v1.0 (Kalinowski, 2005)

o Software MEGA v7.0 (S. Kumar, Nei, Dudley, & Tamura, 2008).
e Software Network v5.0.0.3 (Fluxus-Engineering, 2017).

e Software PGD Spider v2.1.1.3 (Lischer & Excoffier, 2012).

e Software RStudio v1.1.442 (R core Team, 2018).

e Software Structure v2.3.4 (Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000).
e Software Structure Harvester en linea (Earl & vonHoldt, 2012).

e Software Tracer v1.7 (Ambaut, Rummond, Dong, & Suchard, 2018).

6. METODOS

6.1. Obtencién de muestras e identificacion de individuos

Las muestras fueron colectadas en el campo en los puntos sefalados en la
figura 1 utilizando un método no invasivo desde el afio 2015 hasta el ano 2017.
Este método consisti6 en la utilizacidn de un cebo de esencia de vainilla para
atraer a los 0s0s, corrales de alambre para capturar sus pelos, y cAmaras trampa
para identificar los individuos de los cuales provenian las muestras. Se utilizaron
aproximadamente 40 estaciones de fototrampeo. Las muestras de pelos de 0sos
fueron recolectadas de los alambres utilizando pinzas y fueron guardadas en
sobres de papel. Estos fueron transportados a temperatura ambiente al

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ en un lapso menor a 15 dias
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desde su recoleccion en el campo. Las muestras por analizar fueron
seleccionadas mediante la comparacion de fotografias y videos provenientes de
las cadmaras trampa localizadas en los sitios de coleccion con los registros
documentados de los osos del Distrito Metropolitano de Quito (En comunicacién
personal con Santiago Molina). Para realizar los analisis moleculares se
seleccionaron aquellas muestras que provenian de un solo individuo y que
pertenecian o0 se sospechaba que pertenecian a individuos diferentes. Se
seleccionaron 38 muestras de un total de 83 muestras receptadas. Todas las
muestras fueron almacenadas en congelacibn a -20°C hasta su posterior
procesamiento.

6.2. Extraccion de ADN

Los pelos colectados se observaron utilizando un estereomicroscopio para
identificar la presencia de foliculos. Una vez se identificaron aquellos pelos que
poseian foliculo, se procedi6 a recortar aproximadamente 1 cm de pelo con el
foliculo incluido y se coloc6 a este material dentro de un tubo Eppendorf de 0.6
mL. ElI ADN fue extraido a partir de aproximadamente 10 pelos con foliculos por
muestra (en algunas muestras la extraccion se realiz6 con el material disponible,
comprendido entre 2 y 5 pelos). La extraccion se realiz6 mediante la utilizacidén
del Kit DNAeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo con
las instrucciones provistas por el fabricante, con la adicion de un paso previo de
incubacion de las muestras durante toda la noche en proteasa K a 56°C y con 3
eluciones de ADN para recuperar la mayor cantidad de ADN posible. Cada

elucion se realiz6 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL diferente. Estas eluciones
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secuenciales se realizaron en volumenes de 70 pL, 50 uL y 30 pL de buffer AE
respectivamente. El ADN extraido fue almacenado a -20°C.

6.3. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de la concentracidbn de ADN se llevé acabo mediante la
utilizacion del espectrofotobmetro Nanodrop 2000™ (Thermo Fisher Scientific,
Madison, WI, EE. UU.). Los espectros de absorbancia fueron normalizados para
una solucién blanco de buffer AE (incluido en el kit de extraccion de ADN). Se
realiz6 la medicidén para cada alicuota de ADN obtenida para cada muestray se
utilizaron 2 uL de cada tubo de ADN.

6.4. Amplificacion inicial de la region D-loop del ADN mitocondrial de

Tremactos ornatus

Se amplificd la regidn hipervariable 1 de la region D-loop mediante la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) utilizando los primers Tormt2F y Tormt2R
(secuencia de los primers en la seccion 5.3) disefiados previamente por Brugue
(2016). Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un termociclador T100
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) en un volumen total de 25 L con
1 U de Platinum Taq Polimerasa (Invitrogen, Waltho, MA, EE. UU.), Buffer de
PCR 1x, 1.5 mM MgClz (Invitrogen, Waltho, MA, EE. UU.), 0.2 mM de dNTPs
(Invitrogen, Waltho, MA, EE. UU.), 0.75 uM de cada primer y 5 ng de ADN molde
de cada muestra. Las amplificaciones fueron llevadas a cabo con el siguiente
protocolo de temperaturas: denaturacion inicial por 5 minutos a 94°C, 35 ciclos
denaturacion de 30s a 94°C, hibridacion de 30s a 68°C y extensién de 1 minuto
a 72°C, seguido de una extension final por 5 minutos a 72°C. Los productos

resultantes de la amplificacion fueron resueltos utilizando geles de agarosa
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) al 1.5% m/m utilizando tincion por SYBR™
Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) y un fotodocumentador BioRad Gel Doc
XR (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). Se utilizd 5 uL de producto
de PCR y las muestras se corrieron durante 45 minutos a 80 V.

6.5. Electroforesis en gel de acrilamida y revelado del gel

Una vez comprobada la amplificacién exitosa en geles de agarosa, se realiz6
una electroforesis en un gel denaturante de acrilamida (Urea-PAGE) utilizando
el sistema SequiGen GT (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). Para el
tratamiento de la camara de electroforesis, ésta se lavo utilizando una solucion
de Alconox™ y una vez seca se aplico de manera uniforme 2 mL de RainX'y 800
pL de Sigmacote® sobre la superficie de esta. Para el tratamiento del vidrio se
realizaron 3 lavados con Alconox™, posteriormente se aplico una solucién de 2
ML de Bind-silane y 2 mL de solucion de tratamiento del vidrio. Todas las demas
partes del sistema de electroforesis fueron tratados con alcohol al 70% y el
sistema de polimerizaciéon fue armado de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Posteriormente se procedié a inyectar 100 mL de la solucién de
poliacrilamida (Urea 5M, acrilamida:bisacrilamida 19:1 al 6%, TBE 1X, Temed y
persulfato de amonio 0.1%) dentro de la camara y se coloco el peine para colocar
el frente de corrida. Se dejé polimerizar el gel durante 2 horas.
Una vez se polimerizé el gel, se armo la camara de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se afnadieron 500 mL de TBE 1X a la base de la camara y 1100
mL dentro de la camara. Posteriormente se insertd el peine para generar los
pocillos y se realizd una pre-corrida durante 30 minutos a 80 watts utilizando

buffer de carga para comprobar el estado de formacién de los pocillos. Se
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procedioé a denaturar los productos de PCR a 94°C por 7 minutos y se cargd 5
ML de cada producto de PCR con buffer de carga Blueduice (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE. UU.) en de cada pocillo. Se realiz6 la corrida durante 2 horas
y 30 minutos utilizando como marcador de peso molecular un Ladder de 100bp
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), y el revelado del gel se llevé a cabo
utilizando tincidén de nitrato de plata (Benbouza, Jacquemin, Baudoin, & Mergeai,
2006).

6.6. Extraccion de bandas de acrilamida, purificacién y reamplificacion

de los fragmentos

Una vez identificado el fragmento (aprox. 600bp), se procedidé a remover los
fragmentos del gel utilizando un bisturi estéril. Cada fragmento proveniente de
cada muestra fue removido y colocado en un tubo Eppendorf de 0.6 mL y se
anadié 50 pL de buffer AE 1X. Se utilizé un bisturi diferente entre cada banda
extraida. Posteriormente, cada muestra se homogenizd mediante vortex durante
2 minutos, y se procedi6 a incubar durante 12 horas a 37°C para promover el
desprendimiento de ADN desde el gel hacia el buffer. Posteriormente se llevé a
cabo una reamplificacion utilizando el mismo protocolo de la seccién 6.4.

6.7. Secuenciacion de los fragmentos de la region D-loop

Los productos de PCR resultados de la reamplificacion fueron cuantificados
de acuerdo con la seccion 6.3, los tubos eppendorf de 0.2 mL fueron sellados
con Parafilm y fueron enviados para su secuenciacion en ambas direcciones

utilizando un secuenciador ABI 3730XLs (Macrogen, Corea del Sur).



34

6.8. Analisis de datos de secuencias mitocondriales

Se utiliz6 el programa GAP4 del paquete de software Staden v2.0 (Staden,
1996) para utilizar la informacién de las dos hebras de ADN secuenciadas por
cada muestra y de esta manera obtener una secuencia consenso.
Posteriormente, las secuencias fueron alineadas en el software MEGA v7.0 (S.
Kumar et al, 2008) utilizando el método implementado en Clustal.
Posteriormente se cort6 la longitud de las secuencias a aquellos sitios que
resultaron informativos para todas ellas. Es decir, se dejaron todas las
secuencias de un mismo tamano para de esta manera realizar los analisis
subsiguientes.

Se utilizo el software Network (Fluxus-Engineering, 2017) para obtener una
red de haplotipos median joining mediante el método Maximum-Parsimony, el
cual resulta apropiado para construir una red a partir de informacion de
secuencias (Huson & Bryant, 2006). En la red de haplotipos graficada se
represento la procedencia de las muestras en cuanto a las barreras geograficas
con 3 diferentes colores: Azul para representar muestras provenientes del norte
del Rio Guayllabamba, morado para representar las muestras provenientes del
sur de la via E28 y celeste para representar las muestras provenientes entre el
rio y el carretero. Posteriormente con la informacién de la secuencia y la
frecuencia de los haplotipos se utilizé el software Arlequin v2.5.2.2 (Excoffier et
al., 2005) para calcular los indices de diversidad de haplotipos (H) y diversidad
de nuclebtidos (), asi como para realizar pruebas de neutralidad en base a los
indices D de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997). Finalmente se utilizd

el software BEAST v1.8.4 (Drummond & Rambaut, 2007) para inferir la filogenia
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de las secuencias obtenidas de las muestras colectadas. El arbol consenso fue
generado a partir de 15 millones pasos de Markov chain Monte Carlo (MCMC),
mediante el método de Maximum Clade Credibility (MCC). En base al anélisis de
la distribucion de los valores posteriores (posterior distribution) con el software
Tracer v1.7 (Ambaut et al., 2018), se utilizé6 un modelo de substitucién de Jukes-
Cantor. Las puntas del arbol MCC no fueron calibradas utilizando las fechas de
recoleccion debido a la falta de informacién disponible para las secuencias
externas a las obtenidas en el presente estudio. De esta manera, los analisis se
enfocaron Unicamente en la topologia del arbol MCC. Cada nodo de la filogenia
se evalud utilizando las probabilidades posteriores del mismo.

Tanto para la construccién de la red de haplotipos como para el arbol
filogenético final se utilizaron dos secuencias correspondientes a la region
analizada proveniente de otros dos individuos de T. ornatus. Dichas secuencias
se encontraban disponibles en la base de datos de nucleétidos del NCBI bajo las
accesiones EF196665.1 (Yu, Li, Ryder, & Zhang, 2007) y FM177764.1 (Krause
et al., 2008) y fueron reportadas originalmente como secuencias de genoma
mitocondrial completo de la especie. Adicionalmente, para la construccion del
arbol filogenético se utilizaron secuencias de las regiones correspondientes de
dos miembros extintos de la familia Tremarctinae: Arctotherium sp. (accesion
NC_030174.1), Arctodus simus (accesidon FM 177762.1) (Mitchell et al., 2016) y
se incluyé una secuencia de Ursus thibetanus (Familia Ursidae, accesion

JF681220.1) como grupo externo (Jun et al., 2011).
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6.9.Diseino de primers para amplificacion de loci microsatélite

Para el disefio de diseno de marcadores SSR especificos para T. ornatus,
primeramente, se procedid a realizar una busqueda de todos los loci SSR
reportados para cualquier especie de 0so en la base de datos de nucleétidos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI). En total se encontr6
alrededor de 400 accesiones reportadas y se seleccionaron para un analisis
posterior 72 loci cuya secuencia contenia motivos repetidos de 3 o mas
nucleétidos, debido a la mayor facilidad de interpretacion que potencialmente
presentan durante la fase de genotipado. Estos 72 loci fueron alineados con sus
regiones homologas en 2 genomas completos del oso andino reportados en la
base de datos SRA (Sequence Read Archive) del NCBI, bajo las accesiones
ERX1025773 y ERX1025774 (V. Kumar et al., 2017), mediante el uso de la
herramienta BLAST (Madden, 2013). Posteriormente, se descargaron las
lecturas de secuencia de aquellos loci cuyo alineamiento resulté exitoso con una
cubertura completa de la regidén correspondiente del genoma de T. ornatus. Esto
se realizd para cada genoma por separado y las lecturas se ensamblaron
utilizando el programa CodonCode Aligner v8.0.2 (Codon Code Corporation,
2017) para obtener una secuencia consenso de cada una de las regiones
microsatélite. En total se obtuvieron 25 secuencias correspondientes a regiones
diferentes y con estas secuencias se procedié a realizar disefio de primers
flanqueantes a la regiébn microsatélite utilizando la herramienta Primer 3 v0.4.0
(Untergasser et al., 2012). Para este diseno se tomd en cuenta un tamafno de
cada primer de entre 18 a 22 nucleétidos, un contenido de guanina — citosina

entre 45% y 55%, una temperatura de fusiébn (Tm) entre 55°C y 65°C, y un
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tamano esperado del fragmento amplificado entre 200 y 400 pares de bases.
Para todos los candidatos de primers se evalud su potencial de amplificacion de
regiones diana no blanco con la herramienta Primer BLAST (Ye et al., 2012), y
se seleccionaron las combinaciones de primers con menos blancos
inespecificos. Seguidamente, se revisé in silico la posible formacion de dimeros
de primers con la herramienta mFold (Zuker, 2003) y con MFE primer 2.0 (Qu et
al., 2012). Adicionalmente, se revisé la compatibilidad de estos primers con la
cola A (5-GCCTCCCTCGCGCCA-3’) (Blacket, Robin, Good, Lee, & Miller,
2012), como una alternativa al marcaje de los productos de PCR con fluoréforos.
A cada primer Forward se le agreg6 la secuencia de la cola A en el extremo 5’y
se volvié a evaluar la posible formacién de dimeros. Una vez validado este
proceso, se eligieron 13 sets de primers para sintetizar y realizar pruebas de
amplificacion subsiguientes (Tabla 2). Cada uno de los pares de primers
desarrollados en el presente estudio fue llamado “TorX” en nombre de la especie
Tremarctos ornatus.

6.10. Amplificacién de los loci microsatélite

Cada uno de los 13 marcadores disefiados se amplific6 de manera
independiente en reacciones de PCR utilizando los primers correspondientes
para cada locus. Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un
termociclador T100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) en un
volumen total de 30 pL con 1U de Platinum Tag ADN Polimerasa (Invitrogen,
Waltho, MA, EE. UU.), Buffer de PCR 1x, 1.5 mM MgClI: (Invitrogen, Waltho, MA,
EE. UU.), 0.2 mM de dNTPs, 0.5 uM primer Reverse, 0.2 uM de primer Forward,

0.5 pM de primer cola A con fluor6foro y 5 ng de ADN molde de cada muestra.
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Se utilizaron 4 primers marcados (cola A) con fluoréforos diferentes (NED, PET,
VIC y 6-FAM) y se asign6 un fluoréforo diferente por cada locus amplificado
(Tabla 2). Las amplificaciones fueron llevadas a cabo con el siguiente protocolo
de temperaturas: denaturacién inicial por 7 minutos a 94°C, 55 ciclos
denaturacion de 30s a 94°C, hibridacién de 30s a 60°C y extension de 30
segundos a 72°C, seguido de una extension final por 5 minutos a 72°C. Los
productos resultantes de la amplificacién fueron resueltos utilizando geles de
agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) al 1.5% m/m utilizando tincién por
SYBR™ Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Se utilizé 5 uL de producto
de PCR y las muestras se corrieron durante 45 minutos a 80 V. Para revelar el
gel se utilizé un fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, EE. UU.).

Para las muestras con las que no se obtuvo una amplificacién exitosa, se
realizé una amplificacion inicial con 0.5 uM de primer Forward y 0.5 uM de primer
Reverse, sin la adicion de primer cola A marcado; y posteriormente se realizé
una reamplificacion con 0.5 uM de primer cola A marcado y 0.5 uM de primer
Reverse, sin la inclusién de primer Forward. El resto de las concentraciones y
condiciones de la PCR se mantuvieron como previamente descritas.

6.11. Armado de placas

Los productos de PCR obtenidos fueron cargados en placas de 96 pocillos y
cada pocillo contuvo marcadores amplificados con fluordforos diferentes
agrupados en pool de acuerdo con la Tabla 2. Las muestras fueron enviadas a
la empresa Macrogen (Seul, Corea del Sur) para su andlisis mediante

electroforesis capilar en un equipo ABI 3730XL.
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6.12. Analisis de datos de marcadores microsatélite

Los picos de genotipado obtenidos del analisis por electroforesis capilar
fueron analizados utilizando el programa GeneMarker v2.6 (Holland & Parson,
2010). Con los alelos discriminados se procedi6 a elaborar una matriz
codominante, misma que contuvo informacion sobre el codigo identificador del
individuo, la localidad de muestreo de los individuos, y los alelos expresados en
namero de pares de bases. Dicha matriz se realizé dos formatos. El primero de
ellos se realiz6 en un formato propietario del paquete para R pegas (Paradis,
2010) y la segunda matriz fue realizada en formato GenePop.

Los andlisis de datos descritos a continuacién se llevaron a cabo utilizando
paquetes estadisticos desarrollados en el lenguaje de programacion R (lhaka &
Gentleman, 1996) mediante el uso de la interfaz grafica RStudio v1.1.442 (R core
Team, 2018). Primeramente, la importaciébn de la matriz datos se realiz
utilizando el paquete pegas (Paradis, 2010), y dicha matriz fue transformada en
un objeto genindy en un objeto genpop para realizar analisis a nivel de individuos
y de poblaciones con otros paquetes desarrollados en lenguaje R y disenados
para interactuar con los objetos ya mencionados. Se procedidé a comprobar que
los marcadores utilizados no se encuentren ligados entre si, para ello se procedio
a realizar una prueba de desequilibro de ligamiento (LD) mediante el uso del
cédigo implementado en el paquete genepop (Rousset, 2008). Una vez
comprobado que los marcadores no se encuentren ligados, los calculos de
indices diversidad genética como heterocigosidad esperada (He),
heterocigosidad observada (Ho), y alelos por locus y por grupo analizado fueron

calculados utilizando el codigo implementado en el paquete polysat (Clark &
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Jasieniuk, 2011) y diveRsity (Keenan et al., 2013) respectivamente. A
continuacién, para el célculo de distancias genéticas de Nei (Nei, 1977), se utilizd
el paquete adegenet (Jambart, 2008), mientras que para el calculo de las
distancias genéticas de Weir y Cockerham Fst (B. S. Weir & Cockerham, 1984),
se utiliz6 el paquete hierfstat (Goudet & Thibaut, 2015). Se utiliz6 el paquete ape
para realizar un gréafico de estas distancias (Paradis et al., 2004). Los alelos
privados fueron evaluados con la ayuda del cédigo implementado en el paquete
proppr (Kamvar et al., 2014). Adicionalmente, mediante el uso del paquete pegas
(Paradis, 2010) se realizd un analisis de varianza molecular (AMOVA) y una
prueba de desviacién del equilibrio Hardy-Weingberg (HWE). Finalmente, se
realizo una prueba de endogamia en la poblacién utilizando el paquete adegenet
(Jambart, 2008) y un andlisis de coordenadas principales (PCoA) utilizando el
paquete ade4 (Dray & Dufour, 2007).

Se realizd una correccién del calculo de alelos privados y riqueza alélica por
rarefaccion utilizando el programa HP-Rare v1.0 (Kalinowski, 2005) utilizando
como entrada la matriz obtenida en formato GenePop. Esto se realiz6 debido al
namero desigual de muestras obtenidas para cada grupo analizado, lo que
reduce la probabilidad de encontrar alelos en las muestras mas pequenas
sesgando asi los valores obtenidos para estos indices (Kalinowski, 2004).

Mediante el programa PGD Spider v2.1.1.3 (Lischer & Excoffier, 2012) se
transformé la matriz en formato GenePop a formato Structure. A continuacion,
se realizd un andlisis de estructura poblacional utilizando el software Structure
v2.3.4 (Evanno, Regnaut, & Goudet, 2005). Para ello, se corrieron 500000 pasos

en la cadena MCMC (Markov chain Monte Carlo) tras una fase de Burn-In de
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50000. Se evaluaron valores de K desde 1 hasta 10, con 10 réplicas
independientes para cada uno. Se evaluaron dos modelos diferentes, con y sin
admixture. El modelo No admixture es adecuado cuando se asume o existe algo
de evidencia de que cada poblacion analizada es completamente discreta, es
decir, que no existe reproduccion entre poblaciones que se encuentran
genéticamente diferenciadas. Por otro lado, el modelo Admixture asume que los
individuos muestreados tienen ancestros de multiples poblaciones. Este modelo
resulta mas adecuado cuando se tiene cierta evidencia o se asume la existencia
de dos 0 mas poblaciones previamente aisladas y diferenciadas genéticamente,
las cuales se reprodujeron entre si luego de un periodo de tiempo de separaciéon
(Porras-Hurtado et al., 2013). Se alternaron ambos modelos con la posibilidad
de incluir la informacién de localidad de muestreo de cada individuo como
informacion previa (priors) para un total de cuatro analisis diferentes. La
determinacién del nUmero éptimo de grupos genéticos (K) (Porras-Hurtado et al.,
2013) se realizd mediante el software en linea Structure Harvester (Earl &
vonHoldt, 2012) mismo que implementa el método de Evanno el cual utiliza un
método estadistico ad hoc para calcular la tasa de cambio en la probabilidad de
los datos obtenidos para diferentes valores de K sucesivos (Evanno et al., 2005).

Adicionalmente, se evalu6 la posibilidad de existencia de un cuello de
botella en la poblacién utilizando el software Bottleneck v1.2.02 (Luikart &
Cornuet, 1999) utilizando el modelo de alelos infinitos (infinite allele model) IAM,
el modelo de dos fases (two phase model) TPM, y el modelo paso a paso
(stepwise model) SSM. Finalmente, se utilizé el software Coancestry v1.0.1.8

(Wang, 2011), para estimar el parentesco por parejas (pairwise relatedness)
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entre individuos y entre grupos mediante el célculo del estimador de momento

para parentesco (moment estimator for relatedness) (W) (Wang, 2002).

7. RESULTADOS

7.1. Identificacion de individuos y seleccion de las muestras validas

Gracias a la informacion proveniente de camaras trampa en total se
identificaron 28 individuos en base a los patrones de manchas faciales. Para
otras 10 muestras, no se logro identificar la procedencia de esta debido a que no
se mostraba el rostro del oso en el video. No obstante, estas muestras se
incluyeron en el estudio ya que, a pesar de no identificar al individuo, la
informacion de las camaras trampa demostraron que la muestra provenia de un
solo individuo. En total se incluyeron 38 muestras (Tabla 1) validas de un total
de 83 muestras de pelo colectadas. Las muestras descartadas correspondian a
recapturas de individuos previamente muestreados o0 a casos en los que el pelo
colectado provenia de mas de un individuo.

7.2. Concentracion y calidad del ADN

De acuerdo con la cuantificacion utilizando NanoDrop 2000™, la
concentracion de ADN de las muestras extraidas fue baja, oscilando entre 0.2
ng/pL y 7.5 ng/uL (datos no mostrados). Para 4 muestras la concentracion
medida por el equipo fue incluso negativa (-0.5 ng/uL L). En cuanto a la calidad
tanto en las relaciones de los valores de absorbancia a 260/280 nm y 260/230
nm (datos no mostrados) se obtuvieron valores muy por de fuera del rango
aceptable (aprox. 1.8) en todas las muestras sugiriendo asi la presencia de
contaminantes en estas. No obstante, los indices fuera de los parametros

establecidos y la lectura negativa de las 4 muestras pueden deberse a una
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lectura errbnea debido a la baja concentracién de ADN, la cual se encuentra
fuera de los limites de sensibilidad del equipo. Al encontrarse poco ADN, existe
una baja absorbancia a 260nm, lo cual hace que las relaciones con las
absorbancias a 230nm y 280nm estén fuera de rango (Thermo Fisher Scientific,
2009). Por lo tanto, pese a esto se procedid a realizar la amplificacion del ADN.

7.3.Resultados de la amplificacidon y secuenciacion de la regién D-loop

Todas las muestras fueron exitosas en la amplificacién inicial. Por lo tanto, el
Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Germany) funcion6 de manera
adecuada para la extracciéon de ADN a partir de las muestras de pelo colectadas.
De igual manera, todas las muestras reamplificaron de manera exitosa
obteniéndose el fragmento en el tamafo esperado de 615pb (Figura 2). En
consecuencia, se obtuvo informacion de secuencias para el 100% de las
muestras seleccionadas. En todos los casos se obtuvo senal en el
cromatograma. No obstante, debido a una regibn homopolimérica rica en
adeninas-timinas se generaron picos mixtos en algunas de las secuencias luego
de dicha regiébn como consecuencia del deslizamiento de la polimerasa de ADN
en este tipo de regiones (Viguera, Canceill, & Ehrlich, 2001). Es por ello que se
obtuvo una secuencia consenso mediante la concatenacion de las secuencias
provenientes de ambas cadenas de ADN.

7.4. Diversidad genética mitocondrial y pruebas de neutralidad

En total, solo se encontraron 4 haplotipos de 456pb en las 38 secuencias
analizadas de los osos de anteojos del DMQ. Los haplotipos fueron nombrados
HTOQx (Haplotipo de Tremarctos ornatus de Quito). Se identificaron 15

individuos pertenecientes al haplotipo HTOQ1, 7 individuos pertenecientes al
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haplotipo HTOQ2, 13 individuos pertenecientes al haplotipo HTOQ3 y 3
individuos pertenecientes al haplotipo HTOQ4. Las secuencias de los haplotipos
se encuentran disponibles en la Tabla 3 y ademas fueron depositadas en las
accesiones KX812512-KX812515 de la base de datos de nuclebtidos del NCBI.

Los haplotipos fueron definidos por 2 sitios polimérficos correspondientes a
una insercion-delecion en la posicién 168 adyacente a una region poli-T, y a una
transicion (A< G) en la posicion 318 (Figura 3). La diversidad de haplotipos (H)
fue de 0.7055 +/- 0.0369 y la diversidad de nucleétidos () fue de 0.001972 +/-
0.001559 (media +/- desviacidén estandar). Todas las distancias genéticas por
pares (pairwise genetic distances) entre los haplotipos fueron muy bajas (0.002).
En cuanto a las pruebas de neutralidad para evaluar expansion poblacional o
cuellos de botella, el valor obtenido en la prueba de D de Tajima fue de 0.9759
(P =0.8732) y el Fs de Fu fue de 0.3567 (P = 0.5855). Estos valores sugieren
que no ha existido una expansién poblacional ni un cuello de botella reciente en
la poblacion de oso andino del DMQ.

7.5. Analisis filogenético de las secuencias mitocondriales y red de

haplotipos

De acuerdo con el analisis filogenético, los resultados indican que todos los
haplotipos encontrados en el Distrito Metropolitano de Quito pertenecen a un
solo grupo monofilético sugiriendo asi que la poblacion que habita en estas
localidades se origin6 a partir de un solo ancestro comun. Las otras secuencias
provenientes de la base de datos corresponden a un grupo filogenético diferente

(Figura 4). No obstante, debido a la falta de informacion de la localidad
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geografica de origen de estas muestras no se pueden realizar mas deducciones
sobre este grupo.

La red de haplotipos muestra que los cuatro haplotipos encontrados en el
DMQ tienen poca variacion a nivel de secuencia de unos con otros, con solo uno
o dos cambios nucleotidicos entre ellos. Se observa que estos 4 haplotipos
forman parte de un grupo cercano ya que tienen una longitud de ramas muy
cortas (Figura 5). Esto concuerda con lo encontrado en el arbol filogenético en
el que se observa que estos 4 haplotipos estan estrechamente relacionados. De
acuerdo con la red, la secuencia de la accesion FM17777.1 posee 5 cambios
nucleotidicos, mientras que la secuencia EF196665.1 posee 21 cambios
nucleotidicos con el haplotipo del DMQ mas cercano. De acuerdo con la
distribucién de los haplotipos por localidades, HTOQ2 y HTOQ4 se encuentran
en mayor frecuencia en el norte del Rio Guayllabamba, y en particular, HTOQ4
es un haplotipo encontrado exclusivamente en las localidades del norte del rio.
Por otro lado, los haplotipos HTOQ1 y HTOQS fueron muy frecuentes en las
localidades que se encontraban entre el rio y la via E28.

7.6. Amplificacion y genotipado de los loci microsatéite

En total, de los 13 marcadores microsatélite disefiados en este estudio, se
logrdé una amplificacién exitosa en 12 de ellos, observandose bandas claras y
definidas en los geles de agarosa (Figura 6). En algunos casos, la amplificacién
de las muestras requiri6 de la realizacidn de una nueva amplificaciébn con los
primers Forward y Reverse seguido de una reamplificaciéon tal y como se
encuentra descrito en la seccion 6.10. De estos 12 loci, en 11 de ellos hubo una

muy buena discriminacion de alelos durante el analisis del genotipado (Figura 7).
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Esto significa que en estos 11 marcadores se obtuvieron picos claros y sin ruido.
Por lo tanto, se realizo el analisis de datos con los 11 marcadores SSR restantes:
Tor2, Tor4, Tor5, Tor6, Tor7, Tor8, Tor9, Tor10, Tor11, Tor12 y Tor13 (Tabla 2).
El andlisis se realiz6 solamente con 29 muestras de las 38 obtenidas en este
estudio debido a una falta de amplificacién exitosa en 9 muestras las cuales
fueron excluidas (Tabla 1).

7.7.Desequilibrio de ligamiento

No se observé evidencia de ligamiento entre los distintos marcadores
desarrollados en este estudio, tras la aplicacion de la correccion de Bonferroni
de la significancia estadistica para comparaciones multiples (P > 0.0126). Este
resultado es en base a la prueba de desequilibrio de ligamiento compuesto
(Bruce S. Weir, 1996), estimados mediante una prueba G (G test) implementada
en el paquete Genepop para R (Rousset, 2008). Por lo tanto, los marcadores
fueron tratados como independientes para todos los analisis posteriores.

7.8.indices de diversidad genética de los marcadores microsatélite

En total se encontr6 45 alelos en toda la poblacion, con una heterocigosidad
esperada global moderada (He = 0.521) y una baja heterocigosidad observada
global (Ho = 0.365). Se encontr6 entre 2 y 6 alelos por locus siendo el promedio
de 4.09 alelos. La heterocigosidad esperada (He) por locus fue desde 0.324
hasta 0.718, mientras que la heterocigosidad observada (Ho) por locus fue desde
0.103 hasta 0.552 (Tabla 4). En cuanto a la heterocigosidad encontrada al
analizar grupos de individuos (Tabla 5), la heterocigosidad esperada mas alta se

encontrd en los individuos que se encuentran entre el Rio Guayllabamba y la via
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E28 (He = 0.52), seguido por los individuos al norte del rio (He=0.51), mientras
que el indice mas bajo se encontr6 al sur de la via E28 (He=0.37).

En lo que respecta a la diversidad alélica encontrada por grupos, la mayor
riqueza alélica (2.52), el mayor numero de alelos (38) y la mayor cantidad de
alelos privados (10) se encontraron en las muestras provenientes de las
localidades entre el Rio Guayllabamba y la via E28 (Tabla 5). En las muestras
provenientes al norte del rio se encontraron 31 alelos, 3 alelos privados y una
rigueza alélica de 2.45. Finalmente, la menor riqueza alélica (1.94), el menor
namero de alelos (25) y la menor cantidad de alelos privados (2) fueron
encontrados en las localidades al sur de la via E28 (Tabla 5).

7.9.Distancias genéticas y estructura poblacional

De acuerdo con las distancias genéticas de Weir y Cockerham Fst (Tabla 6)
la mayor distancia genética se encuentra entre los individuos de las localidades
de norte del rio y los individuos del sur de la via E28 (Fst= 0.137). Por otro lado,
los individuos que se encuentran entre estas dos barreras son mas cercanos
genéticamente a los individuos del norte (Fst = 0.033) que a los del sur (Fst =
0.069). La dimension de estas diferencias puede observarse claramente en el
dendrograma realizado con estas distancias genéticas (Figura 8). Este patrdn es
consistente con las distancias genéticas de Nei en donde los individuos del norte
del rio y del sur del carretero son los que se encuentra genéticamente mas
distantes (Tabla 7). En cuanto a la relacion de las distancias genéticas de los
individuos y las distancias geograficas de coleccién de muestras, los resultados
de la prueba de Mantel revelan que no existe una relacion significativa (R? =

0.0325, P = 0.1).
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El analisis de coordenadas principales (PCoA) revela que no existe una
separacidén completa entre los individuos de diferentes localidades. Sin embargo,
los individuos ubicados al norte del rio se dispersan en ambos ejes en mayor
medida de aquellos que se encuentran al sur de la via E28 (Figura 9). En cuanto
al analisis de estructura poblacional con Structure, no hubo una concordancia en
cuanto al mejor valor de K para cada uno de los modelos. EI modelo de
Admixture — No LocPrior sugiere un valor 6ptimo de K de 2, mientras que el
modelo de No Admixture — No LocPrior sugiere un valor K de 3. Por otro lado, el
modelo Admixture — LocPrior sugiere un valor 6ptimo de K de 8 mientras que el
modelo No Admixture — LocPrior sugiere un valor K de 3. Todos estos modelos
fueron probados para evaluar la posibilidad de existencia de estructura
poblacional bajo diferentes posibles escenarios. Esto, debido a que el analisis
realizado en Structure utiliza inferencia bayesiana, la cual utilizara la informacion
previa (priors) para elaborar nuevas hipotesis y asi obtener el mejor resultado
que explique los datos (posteriors). Por lo tanto, se espera que diferentes
parametros de entrada originen diferentes resultados, los cuales explicaran de
mejor manera los datos para ese escenario dado (Newton & Raftery, 1994). De
acuerdo con los graficos obtenidos para un K de 2 (Figura 10), se aprecia que
no existe una diferenciacion genética entre individuos de diferentes localidades,
y, por lo tanto, no existe estructura poblacional.

7.10. Endogamia y parentesco

La grafica del histograma obtenido para los coeficientes de endogamia (F)
(Figura 11) no sigue una distribucidon normal habiendo 8 individuos que poseen

un coeficiente F elevado (>0.5). Estos individuos son de acuerdo con los codigos
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asignados 2, 20 y 23 (al norte del rio), 9 (entre el rio y la via E28),y 11,19, 24 y
25 (al sur de la via E28). 17 individuos presentaron un coeficiente F moderado
(entre 0.2 y 0.5) y sélo 3 individuos presentaron un coeficiente F bajo (<0.2). De
acuerdo con los analisis hechos en el programa Coancestry, toda la poblacion
muestra un valor de estimador de parentesco negativo (W= -0.1932), lo cual
sugiere que a nivel global los individuos muestran un nivel de parentesco bajo
entre ellos. Al analizar grupos de individuos se evidencia que los individuos al
sur de la via E28 poseen un indice positivo (W= 0.02953), lo cual denota que
estos poseen cierto nivel de parentesco y es la localidad en la cual los individuos
estdn mas emparentados entre si (Tabla 8). Al analizar todos los individuos de
todas las localidades a manera de diadas (Figura 12), se evidencia que varios
de estos estan estrechamente relacionados entre si. Hay 53 comparaciones
multiples cuyo estimador de parentesco (W) es mayor a 0.2.

7.11. Equilibrio Hardy-Weinberg

Al analizar cada uno de los loci (Tabla 4), se evidencia que los marcadores
Tor2, Tor6, Tor9, Tor 10, Tor12 y Tor13 se desvian del equilibrio Hardy-
Weingberg (HWE). Al analizar cada grupo, los individuos que se encuentran en
las localidades entre el rio y el carretero son los que se desvian del HWE (Tabla
5).

7.12. Cuello de botella

En los analisis hechos en el software Bottleneck, la prueba de Wilcoxon
realizada bajo los modelos de mutacibn TPM (Two-Phase Model) y SMM
(Stepwise Mutation Model) para cada uno de los grupos analizados no se

evidencia la ocurrencia de cuellos de botella poblacionales para ninguno de los
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grupos en la historia reciente de los mismos. Por otra parte, el modelo 1AM
(Infinite Alleles Model) sugiere que existié un cuello de botella para los individuos

que se encuentran entre el rio y el carretero (P = 0.01).

8. DISCUSION

8.1. Diversidad genética

Hasta la fecha no existen estudios genéticos publicados sobre el oso andino
que reporten indices de diversidad de nucleétidos y de haplotipos de la misma
regibn de ADN mitocondrial analizada en este estudio que permitan realizar
comparaciones directas de los resultados obtenidos con otras poblaciones de la
misma especie. No obstante, en analisis similares llevados a cabo en una
poblaciébn de oso pardo (Ursus arctos) de isla de Hokkaido en Japdon se
encontraron 17 haplotipos de 696 bp definidos por 44 sitios polimérficos en 56
individuos analizados (Matsuhashi, Masuda, Mano, & Yoshida, 1999). De igual
manera, en un estudio llevado a cabo en Corea del Sur con el 0so negro asiatico
(U. thibetanus) se encontraron 60 haplotipos de 615 bp definidos por 79 sitios
polimoérficos en 84 individuos analizados (Kim et al., 2011). En contraste, en el
presente estudio se encontraron tan solo 4 haplotipos de un tamano de 456 bp
definidos por 2 sitios polimoérficos en 38 muestras analizadas. Se compara estos
estudios con los resultados obtenidos debido a que estos también fueron
llevados en un area geografica reducida y con un niumero de individuos limitado.
No obstante, cabe mencionar que estas especies tienen una historia evolutiva
diferente (V. Kumar et al., 2017), por lo que las comparaciones podrian no ser

las mas adecuadas.
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De igual manera, en otro estudio realizado en el oso pardo (U. arctos) en el
que se utilizé informacion de la regién del citocromo B del ADN mitocondrial se
muestran indices de diversidad genética superiores a los encontrados en este
estudio (Randi, Gentile, Boscagli, Huber, & Roth, 1994), incluso al analizar una
regidn codificante en la que se espera encontrar menor variacion que en el D-
loop (Harrison, 1989; Stoneking, 2000). Todo esto sugiere que la poblacion
analizada de oso de anteojos en el Distrito Metropolitano de Quito posee una
baja variabilidad genética ya que los indices encontrados de diversidad de
nucleétidos () y de haplotipos (H) son mucho mas bajos en comparacion a otros
estudios poblacionales realizados en otras especies de osos (Kutschera et al.,
2016; Waits, Talbot, Ward, & Shields, 1998). La baja diversidad genética
encontrada también se podria explicar debido a que T. ornatus es una especie
reciente (aproximadamente 130 000 afos) dentro de la familia Ursidae en la cual
ocurri6é una rapida radiacion evolutiva (Garcia-Rangel, 2012; Krause et al., 2008).
Por lo tanto, puede que aun no haya transcurrido suficiente tiempo para que se
acumule un alto numero de polimorfismos en la region analizada. Harrison
(1989), menciona que este proceso toma cierta cantidad de tiempo ya que
existen muchas moléculas de mtDNA por célula que se transmitiran del ovocito
de la madre hacia el hijo. Por consiguiente, para que una nueva variante de
miDNA sea observable al analizar genética poblacional, ésta primero se tendra
que fijar tanto en la poblacién de moléculas de mtDNA en una célula de la linea
germinal materna, como en la poblacién de individuos.

Llama la atencion que al comparar los haplotipos obtenidos con las

secuencias correspondientes de las accesiones FM177764.1 y EF196665.1 de
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la base de datos del NCBI, se observan varios cambios nucleotidicos (de 5 a 21
cambios) en relacion con los haplotipos encontrados en el DMQ (Figura 5). Al
ser estas secuencias mas alejadas a las secuencias del DMQ, es probable que
se pueda encontrar mas diversidad de nucle6tidos (r) y de haplotipos (H) en la
especie en otras localidades en su rango de distribucion debido a la posible
existencia de haplotipos intermedios (Bandelt, Forster, & Réhl, 1999; Harrison,
1989).

Por otro lado, también es cierto que la regién del D-loop analizada es
pequena en relacion con todo el genoma mitocondrial, el cual se compone de
aproximadamente 16.5 kpb. Ademas, la baja cantidad de polimorfismos
encontrados en esta region reduce la cantidad de informacién utilizable para los
analisis realizados (Harrison, 1989). Por este motivo, la complementacion del
andlisis de la region D-loop del mtDNA con marcadores SSR resulta adecuada
para obtener una visibn mas completa sobre el estado de la especie.

En el presente estudio se desarrollaron 11 nuevos marcadores SSR
homdlogos para la especie que se espera que sean de gran utilidad para realizar
estudios de genética poblacional de T. ornatus en otras localidades en su rango
de distribucién. Aunque si bien es cierto que estos marcadores aun representan
una porcién muy pequefia de todo el genoma de la especie, siguen siendo de
gran utilidad debido a que son mas baratos de implementar en comparacion a
otros marcadores nucleares o0 a analisis gendmicos, y debido a que son
altamente informativos (Oliveira et al., 2006; Selkoe & Toonen, 2006; Taberlet et
al., 1999).

En cuanto a analisis realizados con marcadores microsatélites heterélogos,
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Ruiz-Garcia (2003) analizd muestras de o0so de anteojos provenientes de
Venezuela, Colombia y Ecuador utilizando 5 marcadores SSR heterdlogos y
encontrd que los 0sos ecuatorianos poseian una baja diversidad genética (He =
0.24), explicando esta observacién por el aislamiento de dichas poblaciones. Dos
anos después, en un andlisis con un numero expandido de 7 marcadores
heterblogos (Ruiz-Garcia et al., 2005) se encontr6 una diversidad genética
mayor (He = 0.403). De igual manera, Viteri y Waits (2009), encontraron una
diversidad genética moderada (He = 0.45) al analizar 9 osos provenientes de la
cuenca del Rio Oyacachi, al norte de los Andes ecuatorianos, con 10 marcadores
SSR heterdlogos. En contexto con la poblacién analizada en el presente estudio,
esta poblacidén de la cuenca del Oyacachi se encuentra en la cordillera oriental
de los Andes, mientras que la poblacién analizada en el DMQ se encuentra en
la cordillera occidental. Una vez dicho esto, para la poblacién de osos del Distrito
Metropolitano de Quito se encontr6 una diversidad genética moderada (He =
0.521) con 11 marcadores analizados. Cabe recalcar que el set de marcadores
desarrollado y utilizado en el presente estudio difiere de los estudios
mencionados anteriormente. Por esta razdn, las comparaciones entre este
estudio y los otros estudios son limitadas. Esto se debe a que los marcadores
utilizados en este estudio son, en su gran mayoria, de motivo de tetranucleétido,
a diferencia de en los otros estudios ya mencionados en la cual los marcadores
utilizados son de motivo de dinucleétido (Viteri & Waits, 2009). Esto es relevante
ya que los microsatélites con motivo de dinucle6tido tienen una tasa de mutacion
mayor en comparacion a los de tetranucledétido. Por lo tanto, la aparicion de

nuevos alelos tomara mas tiempo en aquellos microsatélite que sean
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tetranucledtido, lo que impactara directamente a los indices de heterocigosidad
obtenidos (Chakraborty, Kimmel, Stivers, Leslea, & Deka, 1997). De igual
manera, la transferencia de los SSR heter6logos no ha sido completamente
exitosa en la especie. Viteri y Watis (2009), reporta que ciertos marcadores
heter6logos, como el G10L, funcionaron en unos estudios de oso andino, pero
no en otros. Posiblemente esto se deba a la existencia de mutaciones puntuales
en los sitios de hibridacion de los primers, lo cual por un lado incrementa la
probabilidad de que la amplificacion del marcador falle, o de que no se detecten
todos los alelos en un locus (alelos nulos) (Oliveira et al., 2006; Rossetto, 2001).
Adicionalmente, el numero de marcadores heterélogos y de individuos utilizados
en todos los estudios de genética poblacional de oso andino que se han hecho
hasta ahora ha sido diferente (Ruiz-Garcia, 2003; Ruiz-Garcia et al., 2005; Viteri
& Waits, 2009). Esto hace que las comparaciones sean limitadas gracias que el
célculo de los indices de heterocigocidad depende del nUmero de marcadores
utilizados, de si estos marcadores son los mismos entre estos estudios y del
numero de individuos utilizados (Nei, 1978).

Al dividir las muestras en diferentes grupos basado en la localidad de
coleccion de las muestras respecto al rio Guayllabamba y a la via E28, se
observa que la mayor diversidad genética se encuentra en las localidades
existentes entre el rio y la carretera (He = 0.52), seguido por las localidades del
norte del rio (He=0.51), y finalmente seguido por las localidades del sur de la via
(He=0.37). De igual manera, en cuanto a la diversidad alélica, se observa el
mismo patron de diversidad. No obstante, cabe recalcar que el numero de

muestras analizadas en cada grupo es diferente entre si, siendo este de 18
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muestras, 5 muestras y 6 muestras respectivamente. Por esta razén, se tomd en
cuenta este factor y se corrigié los valores obtenidos por rarefaccion, y con esto
se observa que claramente existen valores mas bajos en el grupo de individuos
proveniente del sur del carretero (Tabla 5).

En consecuencia, tanto el analisis de la regién D-loop del mtDNA como el
analisis con marcadores SSR sugieren que la poblacion de oso de anteojos del
DMQ posee una diversidad genética baja/moderada. Sin embargo, también se
deben tomar en cuenta las limitaciones de los marcadores utilizados y del
namero reducido de individuos analizados (n=38 para mitDNA y n=28 para
marcadores SSR), los cuales provienen de un area geografica pequena.

8.2. Analisis filogenético

De acuerdo con el arbol MCC (Figura 4), el oso de cara corta de Norte
América (Arctodus simus) apareci6 mucho mas temprano que el oso de cara
corta sudamericano (Arctotherium sp.), y la aparicion de este ultimo fue mas
reciente que el oso andino. Los resultados obtenidos al analizar la region
hipervariable 1 del D-loop en el presente estudio son consistentes con los
encontrados en andlisis realizados utilizando informacién de todo el genoma
mitocondrial de la subfamilia Tremarctinae, en los cuales se muestra que
Tremarctos ornatus es un clado que aparecié mucho mas tarde en comparacion
a otras especies de la subfamilia, especies que ahora se encuentran extintas
(Mitchell et al., 2016).

De acuerdo con el analisis, todos los haplotipos encontrados en el DMQ en
este estudio corresponden a un grupo monofilético. Esto sugiere que la poblacion

de osos existente en el Distrito Metropolitano de Quito se origin6 de un solo
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ancestro comun en cuanto a su linaje materno (Figura 4). Dentro de este grupo,
los haplotipos HTOQ1 y HTOQ3 comparten un mismo ancestro, que se separd
del ancestro comun de los haplotipos HTOQ2 y HTOQ4. HTOQ4, encontrado
exclusivamente en los individuos al norte del Rio Guayllabamba, estd mas
relacionado a las secuencias externas incorporadas en el analisis cuyo origen es
desconocido (Figura 5). Por lo tanto, es posible que éste sea un haplotipo
ancestral y que los demas haplotipos del DMQ se hayan originado de éste y se
distribuyeron posteriormente hacia el sur. Se sugiere esto en base a la hipbtesis
filogeogréfica de que T. ornatus se origina en la parte norte de Sudamérica, o
incluso, fuera de Sudamérica y que posteriormente se va radiando hacia el sur
del continente (Garcia-Rangel, 2012; Mitchell et al., 2016). No obstante, poco se
puede discutir en cuanto a la historia evolutiva de T. ornatus debido a la falta de
un registro fosil adecuado y de informacion genética proveniente de diferentes
areas geogréficas. Si existiera esta informacion, se podria elaborar una hipotesis
sobre el origen de las poblaciones del oso andino en el norte y sur de los Andes
(Garcia-Rangel, 2012).

8.3.Cuello de botella

En cuanto a las pruebas de neutralidad realizadas con el analisis de la region
D-loop, tanto la prueba D de Tajima como la prueba Fs de Fu rechazan la
hip6tesis de expansiones poblacionales o cuellos de botella recientes para la
poblacién del DMQ. Estas pruebas sugieren que la poblacibn no muestra una
desviacion de un modelo de evolucién neutral. Estos resultados podrian ser
producidos por el tamafio pequeno y efectivo de la poblacion en esta especie,

que intensifican los efectos de la deriva génica y podria tener un impacto en su
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potencial adaptativo y viabilidad (Kahilainen, Puurtinen, & Kotiaho, 2014).

Esto es concordante con los resultados obtenidos del anélisis de cuello de
botella con los marcadores SSR, en los cuales no existe evidencia para la
existencia de un cuello de botella bajo los modelos SSM y TPM. S6lo el modelo
IAM sugiere la posibilidad de que uno de los grupos haya pasado por un cuello
de botella. No obstante, este resultado no es conclusivo debido a que diferentes
modelos de mutacién para microsatélites pueden discordar entre si (Oliveira et
al., 2006). Ambos marcadores sugieren que la poblacion de T. ornatus del DMQ
no ha pasado por un cuello de botella reciente.

8.4.Estructura poblacional

El patrén de distribucion de haplotipos en relacion con las barreras fisicas
(Figura 5) es un indicio de que podria haber estructura poblacional en la
poblacién de osos analizada. Al analizar este patron, se observa que HTOQ2 y
HTOQ4 son mas frecuentes en el norte del Rio Guayllabamba. De estos dos, el
haplotipo HTOQ4 result6 ser exclusivo de las localidades del norte del rio (Figura
5). De acuerdo con Harrison (1989), el uso de secuencias de ADN mitocondrial
tiene la capacidad de dar informacion sobre estructura poblacional. En
consecuencia, debido a los patrones de distribucién de los haplotipos, existe la
posibilidad de que haya estructura poblacional en los osos del DMQ, y es posible
que esta esté dada por fragmentacién causada principalmente por el Rio
Guayllabamba, el cual ha estado presente por mucho tiempo, mucho mas que la
via E28 antes ya mencionada. Por otro lado, también cabe la posibilidad de que
el patrén de frecuencias de los haplotipos observados en las diferentes

localidades pueda estar dado como consecuencia de deriva génica o debido a
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presiones selectivas que favorecieron a ciertos haplotipos que si bien es cierto,
no son codificantes, si estan ligados a regiones que lo son (Lande, 1976).

En contraste, con los analisis llevados a cabo con los marcadores SSR
(Figura 10), no se evidencia la existencia de una estructura poblacional de
acuerdo con lo obtenido en Structure (Figura 10). A pesar de esto, el analisis de
coordenadas principales (PCoA) sugiere que existe cierto nivel de diferenciacion
entre los grupos que habitan al sur del carretero y al norte del Rio Guayllabamba
(Figura 9). Esto concuerda con las distancias genéticas de Nei (Tabla 7) y de
Weir y Cockerham Fst (Tabla 6 y Figura 8) cuyos valores son moderados para
estas dos localidades. De acuerdo con la prueba de Mantel, estas diferencias
entre grupos no se explican directamente por la distancia geografica en la que
se encontraron los individuos. No obstante, cabe recalcar que el area geografica
analizada es muy pequefa por lo que puede que no sea suficiente para observar
estas diferencias (Garcia-Rangel, 2012). Ruiz-Garcia (2003) hace hincapié en
que existe heterogeneidad genética entre diferentes poblaciones de o0sos,
principalmente dada por un bajo flujo de genes. Esto podria causar que
poblaciones de 0so andino se aislen genéticamente por la distancia a la que se
encuentran causando una problematica en la especie. Esto puede estar dado
ecolégicamente debido a que diferentes caracteristicas topograficas como
acantilados, barrancos, o cimas de montanas son usualmente seleccionadas por
la especie como puntos de refugio o de acceso a recursos (Garcia-Rangel,
2012). Ademas, la cobertura del bosque, la disponibilidad de agua, la pendiente
de los bosques y la presencia de actividades humanas también modifican el uso

de habitat del oso. De igual manera, su patrén de alimentacién oportunista hace
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que los patrones de desplazamiento de la especie varien en gran proporcién en
diferentes areas (Cuesta et al., 2003).

Poca informacién existe en cuanto a la movilidad del oso. Se estima que este
se desplaza entre 800 metros a 6 kilbmetros por dia (Garcia-Rangel, 2012). No
obstante, existe evidencia de que los 0sos usualmente regresan a los mismos
sitios, especialmente cuando existe abundancia de recursos (Cuesta et al., 2003;
Garcia-Rangel, 2012). En un estudio realizado en el Distrito Metropolitano de
Quito, se evidencia mediante informacion de recaptura utilizando camaras
trampa que algunos 0sos se mantienen cercanos a los mismos lugares en donde
fueron registrados (Molina et al., 2017). Adicionalmente, existen reportes en
otras especies de 0s0s que la construccion de carreteros impacta negativamente
a las poblaciones de estos reduciendo su habitat y limitando su movilidad
(Elgmork, 1978; McLellan & Shackleton, 1988).

Al considerar la posibilidad de diferencias de dispersion por sexo, la
informacion disponible es escasa, y las estimaciones que se han hecho hasta
ahora sobre esto en T. ornatus provienen de datos recolectados de un numero
pequeno de animales, los cuales en su mayoria han sido reintroducidos luego
de haber permanecido en cautiverio. Es asi como se conoce preliminarmente
que es comun que las hembras y los machos compartan los mismos espacios
vitales. Adicionalmente, se ha reportado que las hembras tienen rangos de
dispersion mas reducidos que los machos, sin embargo, las razones de esto aun
no estan esclarecidas (Garcia-Rangel, 2012). Resulta interesante que en el
presente estudio la gran mayoria de la informacidén recolectada proviene de

individuos de sexo masculino (Tabla 1) lo cual posiblemente denota que los
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machos tienen una mayor dispersion tal y como se sugiere en la literatura. Cabe
recalcar, que en algunas muestras no fue posible la discriminacién de sexo
mediante la informacion de las camaras trampa. Molina y sus colaboradores
(2017) quienes analizaron detalladamente la informacion proveniente de las
camaras trampa utilizada en este estudio no mencionan detalles sobre
dispersion por sexo o0 sobre el porcentaje de capturas de individuos clasificados
por sexo. Debido a esto, resulta dificil realizar un andlisis discriminatorio por
sexo. Si bien es cierto, el ADN mitocondrial es capaz de proporcionar informacion
en cuanto a los linajes maternos (Excoffier, Smouse, & Quattro, 1992), la falta
de informacién sobre haplotipos del cromosoma Y, el cual da informacion sobre
linajes paternos, hace dificil establecer una comparacién directa entre estos (Su
et al., 1999). Esto, en adicion a que existe un gran sesgo de muestreo dado que
casi la totalidad de los individuos analizados son machos imposibilita realizar una
hip6tesis adecuada sobre diferencia de dispersion de sexo.

8.5. Endogamia y parentesco

Resulta interesante que al analizar las comparaciones entre pares de
individuos de los estimadores de parentesco W (Figura 12), se evidencia que
algunos de los coeficientes tienen un valor superior a 0.5, De acuerdo con Wang
(2002), un valor de 0.5 indica que existe una relacion de parentesco de padres-
hijos 0 de hermanos, mientras que coeficientes menores, pero mayores a cero,
indican una consanguineidad menor. No obstante, este rango se cumple cuando
se asume que existe una poblacién en la que no ocurre endogamia (Wang,
2002). Por lo tanto, este andlisis sugiere la existencia de endogamia en la

poblaciébn analizada, la cual probablemente cause que muchos individuos
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compartan mas alelos de los que se esperaria incrementando el valor calculado
de los estimadores de parentesco W. Al analizar los grupos de individuos,
aquellos que habitan al sur del carretero son los que estan mas relacionados
entre si (Tabla 8) y presentan un mayor coeficiente de endogamia F (Figura 11).
Esto sugiere que probablemente exista alguna razén por la que estos se
reproduzcan en menor medida con individuos de otras localidades geograficas.
De acuerdo con informacion obtenida de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y Agricultura (FAO, 2012) en una evaluacion del uso de
suelo en las zonas montafosas del Ecuador (Figura 13), una gran parte de
occidente del Distrito Metropolitano de Quito, al sur del area de estudio de la
presente investigacibn, se ocupa para actividades agricolas y mas
especificamente como zona de pasturas. Probablemente esto contribuya a
reducir la movilidad de los osos hacia otras localidades mas hacia el sur y
viceversa, lo cual se sumaria al posible impacto causado por el carretero
presente en la zona.

Adicionalmente, existen ciertos loci SSR y un grupo de individuos analizados
que se desvian del equilibrio Hardy-Weinberg. Ruiz-Garcia (2005) sugiere que
esta desviacion del equilibrio estd dada en gran medida por efecto Wahlund y
por consanguineidad y que esto es especialmente relevante en las poblaciones
ecuatorianas de oso de anteojos.

8.6. Conservacion del oso andino en el DMQ

Es posible que la reducida diversidad genética observada en la poblacion de
0s0s analizada en conjunto con la posible diferenciacion genética y endogamia

estén causadas debido a la expansidn de poblaciones humanas. Hoy en dia, una
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gran parte de la zona es utilizada para actividades agricolas y ganaderas (FAO,
2012), contribuyendo draméticamente a la reduccidn y fragmentacidn del habitat
del oso (Garcia-Rangel, 2012). Ademas, conflictos oso-humano y la mala
percepcion de los lugarefios en cuanto al oso han contribuido a la caceria y por
lo tanto a la reduccion del tamafio poblacional (Garcia-Rangel, 2012; Sanchez-
Mercado et al., 2008; Zukowski & Ormsby, 2016). Claramente, es necesario
incrementar los esfuerzos para mejorar progresivamente la percepcion de la
especie y asegurar la persistencia de ésta, la cual es clave en la conservacion y
manejo del habitat en la zona (Garcia-Rangel, 2012; Kahilainen et al., 2014).

La necesidad para conservar la diversidad genética en esta especie se basa
en dos argumentos. El primero es la relacién directa entre la diversidad genética
y la eficacia bioldgica o “fitness” de las poblaciones; el segundo es la necesidad
de una diversidad genética alta para que ocurra evolucion y que por lo tanto que
la especie pueda ser capaz de adaptarse a cambios en el ambiente (Reed &
Frankham, 2003). La reduccion del tamafio de las poblaciones de una especie y
la pérdida de diversidad genética en estas, estan relacionadas a fendmenos de
endogamia, lo que conlleva a la pérdida de la eficacia biol6gica y por ende a la
reduccion de la supervivencia de la especie a largo plazo (Kahilainen et al.,
2014). Por esta razdn, mejorar la conectividad de la especie, no solo en el Distrito
Metropolitano de Quito sino en un area mucho mas grande, ayudaria a fomentar
el contacto entre individuos de diferentes zonas geograficas, para que éstos
puedan reproducirse entre si (Secretaria de Ambiente del Municipio del Distrito
Metropolitano de Quito, 2014) de tal manera que se pueda mantener la

diversidad genética de la especie.
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Sumado a todo lo anterior, la conservacion del oso de anteojos juega un rol
muy importante en cuanto a la conservacion de los ecosistemas andinos debido
a su clasificacibn como especie paraguas en la region (Kattan et al., 2004;
Peyton, Yerena, Rumiz, & Jorgenson, 1998). Dichos ecosistemas se
caracterizan por ser muy biodiversos y por contener un alto grado de endemismo
tanto en especies animales como vegetales. La regién andina contiene la mayor
cantidad de especies endémicas del planeta, respecto a aves y anfibios. Esta
esta gran biodiversidad se debe a la cantidad de microclimas y microambientes
que existen en todo el rango altitudinal de la region (Myers, Mittermeier,
Mittermeier, Fonseca, & Kent, 2000). Es por ello que mediante la conservacion
del 0so de anteojos, se contribuiria también a la conservacion de un gran numero
de especies de manera directa e indirecta (Garcia-Rangel, 2012).

8.7. Limitaciones del estudio y perspectivas futuras

Como se menciond previamente, es importante recalcar que los resultados
obtenidos al analizar la region D-loop deben ser interpretados con precaucién
dado que el ADN mitocondrial representa solo una pequena porcién del material
genético de la especie. Asi mismo, el ADN mitocondrial no se encuentra no
ligado al genoma nuclear y no posee el mismo patrén de herencia que éste
(Harrison, 1989). Es por ello que en algunos casos se puede observar
discordancia entre resultados obtenidos con estudios de ADN mitocondrial y
resultados obtenidos con marcadores de ADN nuclear (Harrison, 1989).
Adicionalmente, el haber encontrado sélo dos sitios informativos proporciona
poca informacidn y poco poder estadistico para hacer inferencias poblacionales

mas robustas. Esto viene dado ya que al estudiar una regién pequena del
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genoma mitocondrial, se tiene un poder de resolucion mucho menor en
comparacién al estudio de todo el genoma mitocondrial, en el cual se esperaria
encontrar una mayor variabilidad (Keis et al., 2013). A pesar de esto, estudiar la
region D-loop sigue siendo una buena herramienta para analizar la diversidad
genética de una especie debido a ser la parte mas variable de todo el genoma
mitocondrial (Stoneking, 2000).

Por otra parte, en el presente estudio se analiz6 un niumero pequefio de
muestras, las cuales provienen de un area geografica reducida que comprende
menos del 1% del area total de distribucion del oso andino (Garcia-Rangel,
2012). Por esta razbn, los resultados obtenidos en este estudio son relevantes
solamente a nivel local. Sin embargo, resultaria interesante emplear los
marcadores genéticos desarrollados en este estudio en muestras de individuos
de otros lugares donde habita el oso de anteojos, lo cual permitiria entender de
mejor manera la diversidad genética, estado poblacional y la existencia de

grupos diferentes en la especie.
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9. CONCLUSIONES

e Se encontraron s6lo 4 haplotipos y muy pocos sitios polimérficos (2)
en una regién de ADN mitocondrial que, de acuerdo con la literatura,
se espera que sea hipervariable.

e Se encontr6 una baja diversidad genética (H = 0.7005, rr= 0.001772)
al analizar la region hipervariable 1 (HVR1) del D-loop del mtDNA.

e Se disenaron, estandarizaron y genotiparon exitosamente once
marcadores SSR, los cuales permitieron evaluar la diversidad genética
en area de estudio.

e Se encontr6 una diversidad genética moderada (He = 0.52) al analizar
la poblacion de osos del DMQ con marcadores SSR.

e Se sugiere una diferenciacion genética moderada entre los individuos

de diferentes localidades (Fst= 0.069 — 0.137).
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10. RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar otras poblaciones de 0sos con los marcadores
desarrollados y utilizados en este estudio para entender de mejor
manera la diversidad genética en la especie.

Se recomienda analizar una regién mas grande u otras regiones del
ADN mitocondrial, las cuales potencialmente permitirian identificar una
mayor cantidad de polimorfismos de utilidad para caracterizar de mejor
manera la diversidad de haplotipos y de nucleétidos de la poblacion
analizada.

Se recomienda utilizar un mayor nUmero de marcadores SSR, para
obtener una mayor cobertura de otras regiones del genoma e
incrementar la robustez de los resultados obtenidos. Estos
marcadores podrian ser disefados y estandarizados con la

metodologia planteada en el presente estudio.
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Figura 1: Mapa del area de estudio y los sitios de coleccién de muestras.
En el mapa se evidencia el area delimitada de la fase 1 del Corredor Ecolbégico
del Oso Andino del Distrito Metropolitano de Quito sombreada en amarillo
verdoso. Las lineas negras representan carreteros mientras que las azules
representan rios. Los sitios de muestreo con camara trampa corresponden a los
puntos en el mapa. Mapa construido en el programa Q-GIS por Dario Cueva con
datos provistos por Santiago Molina.
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L100bp A

L100bp 6

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR
obtenidos en la amplificacion de la regién D-loop del mtDNA de T. ornatus.
En el gel se evidencia la presencia de la amplificacion exitosa de la region HVR1
del mtDNA de T. ornatus en algunas muestras del estudio. El tamano esperado
del amplicén es de 615 pares de bases.
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Posicion
Haplotipo n 1 104 168 236 270 286 318
FM177764 .1 tRNA-Pro T T T C C G
HTOQ1 15 tRNA-Pro C — C T T A
HTOQ2 7 tBNA-Pro C — C T T G
HTOQS 13 tRNA-Pro C T C T T A
HTOQ4 3 tRNA-Pro C T C T T G

Figura 3: Sitios polimérficos encontrados en la regiéon hipervariable 1 del
D-loop del ADN mitocondrial de Tremarctos ornatus. Los 2 sitios
polimérificos encontrados en la poblacién analizada estan localizados a 168 y
318 pares de bases a partir del primer nucleétido de la regidén codificante para
tRNA de prolina en el mtDNA. El numero de individuos en los que se encontrd
cada haplotipo encontrado en el estudio se muestra a la derecha del nombre de
este.

HTOQ1
0.998
HTOQ3

3 T. ornatus
DMQ

HTOQ2

0.684

T. ornatus

1 HTOQ4

Tremarctinae

EF196665.1

0.995 —— 0.996

FM177764.1

Arctotherium sp.

Arctodus simus

Ursus thibetanus JF681220.1

0.007

Figura 4: Arbol Maximum Clade Credibility (MCC) representando las
relaciones filogenéticas de T. ornatus en relacion con la subfamilia
Tremarctinae resultado del analisis de la regiéon parcial del D-loop. Los
valores de soporte de los nodos (probabilidad posterior) estan dados para cada
clado. Actotherium sp. y Arctodus sp. se encuentran extintos, siendo T. ornatus
el unico miembro restante en la subfamilia Tremarctinae. Otras dos secuencias
de T. ornatus disponibles en la base de datos del NCBI bajo las accesiones
FM177764.1 y EF196665.1 fueron incorporadas en el analisis.



84

208
FM1 777‘4

15
219
198
174
167
149
137

124
[ Al norte del Rio Guayllabamba 1201 -
104
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Figura 5: Red de haplotipos median joining construida mediante le método
de maximum-parsimony usando el software Phylogenetic Network. Los
diametros de los nodos en la red son proporcionales a las frecuencias de los
haplotipos encontradas y los colores de los nodos representan la procedencia
de las muestras segun la barrera evaluada. Las posiciones en donde existe una
mutacion se muestran entre los nodos. La numeracién empieza desde el primer
nucledétido en referencia a los haplotipos HTOQx reportados en la base de datos
de nuclebtidos del NCBI. Las regiones homoélogas de las accesiones
FM177764.1 y EF196665.1 fueron incorporadas en la red.
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Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR
obtenidos en la amplificacién de los marcadores SSR. En el gel se evidencia
la presencia de la amplificacién exitosa con los primers desarrollados en el
presente estudio. De derecha a izquierda y de arriba abajo: Tor2, Tor3, Tor4,
Tor5, Tor6, Tor7, Tor8, Tor9, Tor10, Tor11, Tor12, Tor13. Se utilizé una muestra
del estudio en diferentes concentraciones de ADN para las pruebas de
estandarizacion. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo de acuerdo con lo
establecido en la seccion 6.10. Los tamanos obtenidos en la amplificacion de
cada marcador fueron concordantes con los tamanos esperados en base al
diseio de primers (Tabla 2) y en ningun caso se obtuvieron bandas
inespecificas.
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Figura 7: Electroferograma resultado del genotipado de los distintos
marcadores mediante electroforesis capilar. Se evidencia la presencia de
alelos en cada uno de los marcadores. El pico seleccionado como alelo se
encuentra sombreado en color gris. En los picos, el color rojo corresponde al
fluor6foro PET, azul a 6-Fam, verde a VIC y negro a NED. De derecha a izquierda
y de arriba abajo: Tor2, Tor3, Tor4, Tor5, Tor6, Tor7, Tor8, Tor9, Tor10, Tor11,
Tor12, Tor13. Se evidencia que la discriminacién de alelos es clara en todos los
marcadores a excepcion de Tor3 en donde existen multiples picos. Se excluy6 a
este marcador de los analisis.

Neighbour Joining by Fst

o

NORTE

SUR
0.02

Figura 8: Dendrograma entre diferentes localidades construido mediante el
método Neighbour Joining utilizando los valores de Weir y Cockerham Fst.
Se observa que la mayor distancia es aquella de los individuos de norte del rio y
los individuos sur de la via E28.
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A. de coordenadas principales

Eigenvalues

Figura 9: Grafico de 2 ejes derivado del analisis de coordenadas principales
(PCoA), utilizando los dos primeros componentes. El primer componente en
el eje de las abscisas explica el 15.01% y el segundo componente en el eje de
las ordenadas representa el 14.33% de la variabilidad. En el gréafico no se
evidencia una separaciéon completa entre los grupos de individuos de diferentes
localidades al haber sobre posicién entre los circulos que representan a los 3
grupos. Sin embargo, se aprecia que los individuos ubicados al norte del Rio
Guayllabamba se separan en mayor medida de aquellos que se encuentran al
sur de la via E28 al haber poco sobre posicion entre estos.

K=2 o080 -

0.00 ; : ;

Entre el Rio Guayllabamba y la via E28 Norte del Rio Sur de la via E28
Guayllabamba

Figura 10: Grafico de coeficientes de asignaciéon de cada individuo
obtenidos en el programa Structure para la poblacién de oso andino del
DMQ con un K 6ptimo de 2. Se aprecia que no existe estructura poblacional en
los grupos de individuos analizados al no haber una dominancia de un linaje en
particular en cada uno de estos.
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Frequency

Fbar

Figura 11: Histograma de los coeficientes de endogamia (F) obtenido para
la poblacién de osos del DMQ. Existen 8 individuos que tienen un coeficiente
de endogamia mayor a 0.5. Estos individuos son de acuerdo con los codigos
asignados 2, 20 y 23 (al norte del rio), 9 (entre el rio y la via E28),y 11,19, 24y
25 (al sur de la via E28).
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Figura 12: indices de estimador de parentesco W entre pares de individuos
de la poblacion de osos. Se evidencia como muchos individuos tienen cierto
nivel de relaciéon entre si al tener valores de “relatedness (W) ” positivos.
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FUENTE:
1. informacion Uso del Sueio y Covertura Vegel Sigagro 2000
2 informacion Base (1GM}

NOTAS
1 Proyeccion WGS 54 Zona 175

apa de las zonas montanosas segun altitud, uso de suelo y
cobertura vegetal en el Ecuador. Imagen extraida de una consultaria realizada
para la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en el afo 2012. El recuadro superpuesto sombreado en gris corresponde

el area geografica del Distrito Metropolitano de Quito.
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Tabla 1: Detalle de las muestras utilizadas en el presente estudio. ND: No

definido.
Cadigo . . Lado de las . Andlisis con
muestra Individuo Sexo Localidad barreras Haplotipo n_1arcad9r_es
microsatélites
1 O1H3M ND LULUBAMBA Entre rio y la via E28 HTOQ1 Si
2 Ind7 ND EL CHIVO Entre rioy la via E28 HTOQS3 Si
3 23M8 Macho CAMBUGAN Norte del rio HTOQ2 Si
4 Ind2 ND BELLAVISTA3 Entrerioylavia E28 HTOQ1 No
5 25M9 Macho GAVILANES Entre rio y la via E28 HTOQ1 Si
6 26M10 Macho LULUBAMBA Entre rio y la via E28 HTOQS3 No
7 5M5 Macho LULUBAMBA  Entrerioyla via E28 HTOQ1 Si
8 201 ND GAVILANES Entre rio y la via E28 HTOQ1 No
9 1301H2 ND BELLAVISTA3 Entre rioy la via E28 HTOQS3 Si
10 No identificado ND BELLAVISTA3 Entrerioy la via E28 HTOQ1 Si
11 No identificado ND PAHUMA Sur de la via E28 HTOQ1 Si
12 No identificado ND PAHUMA Sur de la via E28 HTOQS3 Si
13 No identificado ND LULUBAMBA  Entrerioy la via E28 HTOQ1 Si
14 No identificado ND LULUBAMBA  Entrerioy la via E28 HTOQ1 No
15 No identificado ND CAMBUGAN Norte del rio HTOQ2 Si
16 No identificado ND CAMBUGAN Norte del rio HTOQS3 No
Posible Individuo ND
17 nuevo (OSO DE CAMBUGAN Norte del rio HTOQ2 Si
CARA NEGRA)

18 23M8 Macho CAMBUGAN Norte del rio HTOQ4 No
19 No identificado ND NANEGALITO Sur de la via E28 HTOQS3 Si
20 30M13 Macho CAMBUGAN Norte del rio HTOQ4 Si
21 29M12 o 341 Macho MINDO Sur de la via E28 HTOQS3 Si
22 03H1M ND Entre rio y la via E28 HTOQ2 Si
23 27M11 Macho CAMBUGAN Norte del rio HTOQ4 Si
24 No identificado ND MINDO Sur de la via E28 HTOQ3 Si
25 No identificado ND VERDECOCHA Sur de la via E28 HTOQS3 Si
A Ind 2 ND HO;{II\%(EJRN';‘I'ES Entre rio y la via E28 HTOQ1 No
B 25M9 Macho EL PORVENIR Entrerioy la via E28 HTOQ1 Si
C 5M5 Macho CAMPAMENTO Entrerioy la via E28 HTOQ2 Si
D 21M7 Macho BELLAVISTA3 Entrerioylavia E28 HTOQS3 Si
E 351 Macho CAMPAMENTO Entre rio y la via E28 HTOQS3 Si
F 37M16 Macho EL PORVENIR Entrerioy la via E28 HTOQ1 Si
G 23M8 Macho BELLAVISTA 2 Norte del rio HTOQ2 No
H 44M19 Macho PICHAN Entre rioy la via E28 HTOQ1 No
I 42M18 Macho EL GARUMAL Entrerioy la via E28 HTOQS3 Si
J 33M15 Macho CAMPAMENTO Entrerioy la via E28 HTOQS3 No
K YUMBO Macho SANTA LUCIA  Entrerioy la via E28 HTOQ1 Si
L Ind1 ND CURIPOGRIO  Entrerioy la via E28 HTOQ1 Si
M 391 ND CAMPAMENTO Entrerioy la via E28 HTOQ2 Si
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Tabla 2. Resumen sobre los primers disenados y utilizados para la amplificaciéon de loci microsatélite. * Al primer le antecedio6 la
secuencia 5-GCCTCCCTCGCGCCA-3’ como adaptador para afnadir marcaje con fluor6foro con un tercer primer (Blacket et al.,
2012). ° El microsatélite tiene un motivo de repeticion imperfecto.

Marcador Secuencia del primer (5°-3’) _%%T::ir:: ? Tzn;‘:sg?;:ra e-l;a:)n;?alli% Motivo ?I?x?rgfg?: Amg)l(iiftig::ién E:;::e(::
Citocina (GC%) (Tm °C) pb utilizado
Tl TGAGGATGGCACTGATOOAC 5800 Sose 01047 (g NED No M
e L OMIGCOCMRCONTON 2% ST iw wes e 5 s
TS AATOACAAAAGGOOAGAAGG 4500 I si ;
e [CSROCCCCITTIOON 2% ®0 ows wms  vo s
T CASMMCOWOICKRSS X% 2® 0w qman WD 5
o LoCTOCCOMOSTCIT AW %% wigs e e s
T pACMOCTRCKCA 9% R em gae ot 5
o COMIGRCTACHCT 02 Sl ows e vo s 2
TS b GGOACAGGARMMACCTICTOA 5000 Shop 97040 (agys  NED si :
Tt ACSICCTORSTIORS 0m o8 wes e et s
e L R R e BT
Tz TG OOMMISCROMCIONS %2 T2 sews qmen  wo s s
Tor13° F: *CCCAGAACACTGTGAAGCAA 50.00 58.32 339 (aaag) 2 NED Si 3

R: CCATACAGCCCCTTTGTCAG 55.00 59.24
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Tabla 3: Informacién de las secuencias de los haplotipos y numero de individuos con su haplotipo correspondiente. Las secuencias
fueron reportadas y se encuentran disponibles en la base de datos del NCBI.

Haplotipo

Secuencia

Accesion NCBI

HTOQ1

15
individuos

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTITTCC
CCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGAC
ATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAATCACCAGGCCT
CGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTG
AAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGAC
ATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGC

KX812512.1

HTOQ2

7
individuos

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTITTCC
CCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGAC
ATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAGTCACCAGGCC
TCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACT
GAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGA
CATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGC

KX812513.1

HTOQ3

13
individuos

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTITTITC
CCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGA
CATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAATCACCAGGC
CTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATAC
TGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGG
ACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGC

KX812514.1

HTOQ4

3
individuos

TTTACTTATTTCATACATATCATCCCACGTACTGTAGCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTITTITC
CCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATATCTTGCTTGGCTTTACATGAGGA
CATGGACTTCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGTAAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAGTCACCAGGC
CTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTATACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATAC
TGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGG
ACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGC

KX812515.1
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Tabla 4. indices obtenidos para cada uno de los loci microsatélite utilizados en el presente estudio. *Significancia estadistica (valor
p < 0.05).

d p-value prueba
de desviacion
del equilibrio

Tamaiio Alelos Heterocigosidad Heterocigosida

Marcador obtenido por locus esperada (He) observada (Ho)

por locus por locus Hardy-Weinberg
Tor 2 271-279 3 0.324 0.103 0.000*
Tor4 232-252 6 0.698 0.621 0.164
Tor5 304-316 5 0.471 0.519 0.550
Tor6 373-393 5 0.718 0.318 0.000*
Tor7 276-284 3 0.615 0.522 0.159
Tor8 235-239 2 0.441 0.310 0.109
Tor9 321-349 5 0.632 0.552 0.046*
Tor10 306-312 2 0.324 0.185 0.048*
Tor11 268-280 3 0.489 0.346 0.058
Tor12 242-262 5 0.453 0.231 0.000*
Tor13 333-363 6 0.709 0.381 0.000*




94

Tabla 5. indices obtenidos para cada uno de los grupos de individuos analizados en la poblacién del oso andino en el Distrito
Metropolitano de Quito. *Significancia estadistica (valor p < 0.05).

Muest Numero Numero de Nl'l:‘lero NU::;:)Osde Ri Riqueza Het igosidad  Het igosidad Valor p
uestras de alelos por e privados 'queza o glica por eterocigosida eterocigosida Equilibrio
Grupo analizadas ! alelos alélica o esperada observada
n alelos rarefaccion rivad por AR rarefaccion H H Hardy-
") (Na) (Nar) P (PaA)os rarefaccion (AR) (ARr) (He) (Ho) Weinberg
(PAr)
Al norte del
Rio 5 31 27 3 5 2.45 2.48 0.51 0.45 0.051
Guayllabamba
Entre el Rio
Guayllabamba 18 38 28 10 5 2.52 2.54 0.52 0.38 0.000*
y la via E28
Al sur de la 6 25 22 2 3 1.94 2.02 0.37 0.27 0.075

via E28
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Tabla 6. Distancias genéticas de Weir y Cockerham Fst para cada uno de los
grupos de individuos analizados en la poblacién del oso andino del Distrito
Metropolitano de Quito.

Entre Norte
Norte 0.033738
Sur 0.069178 0.137378

Tabla 7. Distancias genéticas de Nei para cada uno de los grupos de individuos
analizados en la poblacion del oso andino del Distrito Metropolitano de Quito.

Entre Norte
Norte 0.1285360
Sur 0.1759289 0.2421457

Tabla 8. indices del estimador de parentesco W para cada uno de los grupos
analizados en el presente estudio

Norte Entre Sur
Norte -0.17436
Entre -0.20622 -0.17618
Sur -0.28901 -0.23255 0.02953




