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RESUMEN

El oso andino (Tremarctos ornatus) es el Unico representante vivo de la subfamilia Tremarctinae
en toda Sudamérica. Este se encuentra a lo largo de la cordillera de los Andes desde Venezuela
hasta Bolivia. Se trata de una especie Unica en su género cuyo rol ecoldgico resulta fundamental
para los variados ecosistemas en los que habita. Posee un papel imprescindible como dispersor de
semillas y modulador de habitat. Lastimosamente, la degradacién de su habitat ha incrementado
en los ultimos afios, por lo que la UICN ha catalogado a esta especie como vulnerable dentro de
su lista roja de especies amenazadas. Por esta razon, resulta de interés el analizar la situacién actual
del oso andino en el Ecuador. Estudios previos han evaluado la diversidad de haplotipos al norte
y sur del pais, presentando indices de diversidad moderados a bajos, por lo que se requieren
estudios adicionales que permitan esclarecer la situacion del oso andino en el Ecuador. En este
trabajo se analizo la region hipervariable 11 del D-Loop mitocondrial en 12 individuos de 0sos
provenientes de la provincia de Zamora-Chinchipe. Se encontraron 2 haplotipos nuevos, HTOZ1
y HTOZ2, para esta provincia. Asi mismo, se obtuvo indices de diversidad de haplotipos (Hd) y
de nucleotidos (x) los cuales dieron como resultado una diversidad moderada de Hd = 0,530 y baja
de = = 0,00115 respectivamente. Los indices de neutralidad Dt y Fs presentaron valores positivos,
sugiriendo una reduccién poblacional. Se sugiere que dichos indices podrian deberse a la fuerte
degradacion de hébitat en Zamora-Chinchipe durante el ultimo siglo. Se propone continuar con
esta investigacion aumentando el numero de muestras e implementando otros marcadores
moleculares como los microsatélites. Los resultados de este estudio preliminar del oso andino en

Zamora-Chinchipe esperan contribuir para la conservacion de esta importante especie andina.

Palabras clave: Oso andino, Tremarctos ornatus, ADN mitocondrial, haplotipos, fragmentacion

de habitat.



ABSTRACT

The Andean bear (Tremarctos ornatus) is the only living representative of the Tremarctinae
subfamily in all of South America. This is found along the Andes mountain range from Venezuela
to Bolivia. It is a unique species of its kind whose ecological role is fundamental for the various
ecosystems in which it inhabits. It has an essential part as a seed disperser and habitat modulator.
Unfortunately, the degradation of its habitat has increased in recent years, which is why the IUCN
has classified this species as vulnerable within its red list of threatened species. For this reason, it
is of interest to analyze the current situation of the Andean bear in Ecuador. Previous studies have
evaluated the diversity of haplotypes in the north and south of the country, presenting moderate to
low diversity indices, for which additional studies are required that can clarify the situation of the
Andean bear in Ecuador. In this work, the hypervariable region Il of the mitochondrial D-Loop
was analyzed in 12 individuals of bears from the province of Zamora-Chinchipe. 2 new haplotypes,
HTOZ1 and HTOZ2, were found for this province. Likewise, haplotype (Hd) and nucleotide (x)
diversity indices were obtained, which resulted in a moderate diversity of Hd = 0.530 and a low
diversity of = = 0.00115 respectively. The neutrality indices Dt and Fs present positive values,
suggesting a population reduction. It is suggested that the moderate/low diversity indices found
could be due to the strong degradation of habitat in Zamora-Chinchipe during the last century. It
is proposed to continue with this research by increasing the number of samples and implementing
other molecular markers such as microsatellites. The results of this preliminary study of the
Andean bear in Zamora-Chinchipe hope to contribute to the conservation of this important Andean

Species.

Key words: Andean Bear, Tremarctos ornatus, mitochondrial DNA, haplotypes habitat

fragmentation.
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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades del oso andino

1.1.1  Historia evolutiva

El oso de anteojos también conocido como 0so andino (Tremarctos ornatus), es el Unico
representante vivo de la subfamilia Tremarctinae (Carnivora: Ursidae) en Sudamérica (Soibelzon,
2004). La subfamilia a la cual pertenece esta especie se separ0 del resto de Ursidos hace
aproximadamente 13 millones de afios. Esto dio como resultado un grupo separado endémico del
continente americano, del cual se derivan cuatro géneros: Arctodus, Arctotherium, Plionarctos y
Tremarctos (Garcia-Rangel, 2012). Distintos autores coinciden que el oso andino emergio a partir
de su ancestro Tremarctos floridanus hace no mas de 130.000 afios, lo que lo convierte en la
especie de 0sos mas joven de todas (Soibelzon et al., 2008). Por otro lado, gracias a estudios
moleculares mas recientes se piensa que su origen pudo ser hace mucho mas tiempo del estipulado
pues se calcula una expansion poblacional a lo largo de los Andes hace 690.000 afios (Ruiz-Garcia

etal., 2020).

1.1.2  Morfologia

El oso andino se caracteriza por tener un cuerpo robusto llegando a pesar entre 60 a 175 kg.
Mide entre 1,10 a 2,20 m de largo (Sandoval Guillén & Yanez Moretta, 2019). Poseen un cuello
corto, extremidades anteriores mas largas que las posteriores, 5 dedos posicionados hacia el frente,
garras largas no retractiles, pelaje grueso color marrén oscuro y una ornamenta caracteristica de
color amarillento, especifica de cada individuo (Vela-Vargas et al., 2011). Esta se encuentra
alrededor de su rostro, especificamente en sus 0jos, mejillas, hocico, barbilla e incluso la garganta.

Este particular rasgo le otorgd el nombre de “ornatus”(Garcia-Rangel, 2012).
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1.1.3  Distribuciony rol ecoldgico

Como su nombre lo indica, el oso andino se distribuye a lo largo de la Cordillera de los
Andes, desde Venezuela hasta Bolivia, por un recorrido de més de 4.600 km de largo y entre 200
a 650 km de ancho. Es decir, ocupa aproximadamente un area de 260.000 km? (Kattan et al., 2004).
Esta amplia distribucion hace que el 0so se encuentre en un rango de altitudes que van desde los
200 hasta los 4600 msnm, ocupando una gran variedad de ecosistemas entre estos: bosques
himedos, bosques secos, praderas, bosques nublados, paramos e incluso desiertos costeros (Ruiz-
Garcia, Vasquez, et al., 2020). El oso andino tiene un rol ecol6gico importante en sus distintos
ecosistemas dado que, al alimentarse prioritariamente de plantas, cumple un papel esencial como
podador de las ramas de los arboles, a los que trepa en busca de alimento. Es asi como promueve
la renovacion de los bosques al generar huecos en el dosel, permitiendo el paso de luz a las plantas
mas jovenes de estratos inferiores (Vela-Vargas et al., 2011). Asi mismo, debido a su dieta, el 0so
andino representa un excelente dispersor de semillas, incluso favoreciendo la germinacion de
cierto tipo de estas, siendo un modulador de su hébitat (Garcia-Rangel, 2012). Al tratarse de una
especie amenazada, implementar estrategias para su conservacion crea un efecto de paraguas,
conservando indirectamente todas aquellas especies con las cuales comparte su espacio (lsasi,

2011).
1.1.4  Factores de riesgo y estado de vulnerabilidad

La distribucion del oso andino hace que este ejemplar esté seriamente amenazado. Su
cercania con los crecientes asentamientos humanos, la caza y el desplazamiento causado por el
incremento de la frontera agricola son los principales motivos de la disminucién de estos
ejemplares (Ruiz-Garcia, 2007). Hoy en dia, se calcula que existe una poblacion decreciente de

aproximadamente 10.000 adultos (de un total aproximado de 20.000 individuos) en toda su
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distribucion (Velez-Liendo & Garcia-Rangel, 2017). En Ecuador, sus nimeros se limitan a un total
de 1.200 a 2.000 osos (Narvaez, 2017). Para los proximos 20 afios se estima una tasa de pérdida
de ecosistemas habitados por el 0so andino mayor al 30%, y con ello, la reduccién de sus nimeros.
Bajo este panorama la Union Internacional para la Conservaciéon de la Naturaleza (UICN) ha
clasificado a T. ornatus en su lista roja de especies amenazadas, otorgandole un estado de
vulnerabilidad A3c+4c (Velez-Liendo & Garcia-Rangel, 2017). Se clasifica dentro de la categoria
A3 y A4 a aquellas especies, que después de modelamientos biocliméticos, se sospeche una
disminucién de al menos un 20 % de su poblacion por razones climaticas dentro de las 3 siguientes

generaciones (IUCN, 2019).

1.2 Fragmentacion de hébitat en el sur del Ecuador

En Zamora, para el afio 2014, el 67 % del territorio correspondia a bosque nativo, un 22 %
a pastizales y un 6,9 % paramos (MAE, 2012). Entre los principales ecosistemas se encuentran
Bosques Siempreverde Montano, Bosque Siempreverde Piemontano y Arbustales Siempreverdes
(Cartuche Toledo, 2016). Dada la gran fuente de biodiversidad presente en Zamora, se encuentran
areas protegidas como el Parque Nacional Podocarpus, Parque Nacional Yacuri, Bosque Protector
Alto Nangaritza, Bosque Protector Corazén de Oro y el Bosque Protector el Condor. En esta
provincia también existen zonas de explotacién de recursos no renovables, sobre todo mineria de
oro y plata, con una extensién superior a las 225.000 ha (PDOT, 2019).

Lastimosamente, organizaciones como la Food and Agriculture Organization (FAQO) reportd
en 2011, que Ecuador es el pais con la tasa de deforestacién mas alta de toda Sudamérica en los
altimos 20 afios (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2011). Este panorama
resulta preocupante para provincias como Zamora-Chinchipe, la cual alberga gran cantidad de la

biodiversidad ecuatoriana con 568 de las 4.011 especies endémicas reportadas (Valencia et al.,
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2000). La deforestacion al sur ecuatoriano se ha tomado un 46 % del area de vegetacion original,
un proceso que se ha acelerado durante la Gltima década, principalmente dado al descubrimiento

de yacimientos de petrdleo y el incremento de tierras de cultivo (Tapia-Armijos et al., 2015).

1.3 Marcadores moleculares y analisis de diversidad

En los ultimos afios se han realizado avances en el area de la genética, gracias a las técnicas
de secuenciacion y de marcadores moleculares (Oliveira et al., 2006). EI ADN mitocondrial
(ADNmt) se caracteriza por ser una secuencia de aproximadamente 16.5 kb, circular y bien
conservada entre especies (Rojansky et al., 2016). Presenta una herencia materna, practicamente
excluyente de eventos de recombinacion (Mcwilliams & Suomalainen Anu, 2019). Las altas tasas
de mutacion y el alto nimero de copias facilitan su analisis y han hecho del ADNmt una
herramienta ampliamente utilizada en estudios genéticos (Stoneking, 2000).

El genoma mitocondrial en mamiferos consiste en 13 genes codificantes de proteinas, 2 genes
de ARNr, 22 genes de tARN, ademas de 2 regiones no codificantes. Estas dos regiones antes
mencionadas, son: (1) la region D-loop, encargada de la replicacion y transcripcion de moléculas,
y (2) la region OL, asociada con el inicio de la transcripcién (Silva et al., 2011). EI D-Loop
mitocondrial se divide en region hipervariable 1 (HVRI) e hipervariable 2 (HVRII). Estas son dos
de las secciones més analizadas del ADNmt en estudios de diversidad genética e historia evolutiva
en mamiferos (DeSalle et al., 2017). Su alta variabilidad causada por la constante acumulacion de
mutaciones permite rastrear cambios recientes entre individuos (Stoneking, 2000). Es asi como el
presente trabajo tiene como objetivo identificar la diversidad de haplotipos del oso andino en la

provincia de Zamora-Chinchipe, mediante el analisis de la regién D-loop mitocondrial.



14

2 METODOLOGIA

2.1 Recepcion y seleccion de muestras

Las muestras fueron recolectadas en los puntos marcados en la Figura 1. Se implementd un
método de muestreo no invasivo para la obtencion de pelo, actividad que fue realizada por un
equipo de campo supervisado por Santiago Molina. La metodologia consistio en la
implementacion de un palo con cebo dentro de un corral cercado con alambres que permitieron
capturar rastros de pelos una vez que los 0so ingresan a este corral (Figura 2). Se colocaron camaras
trampas para identificar a qué individuo pertenece cada pelo. De los videos obtenidos, se distinguio

entre individuos mediante caracteristicas fisicas como las manchas u ornamentas faciales.

Las muestras recolectadas se almacenaron en sobres de papel y se las transportd al
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito en donde se
ingresaron en una base de datos y se almacenaron a -20 °C. De las 44 muestras originalmente
recolectadas se seleccionaron 12 muestras que pertenecen a individuos distintos segun la foto

identificacion.

2.2 Extraccion, cuantificacion y analisis de calidad de ADN

Se identificaron pelos con foliculos mediante un estereomicroscopio. De los pelos
seleccionados, se recortd aproximadamente 0,5 cm incluyendo el foliculo y se los inserté en un
tubo Eppendorf de 1,5. mL. Se usaron 7 pelos por muestra. La extraccion de ADN se la realizo
mediante el protocolo de purificacion de ADN Sherlok AX (A&A biotechnolgy). Se cuantificé y
analizo la calidad del ADN mediante espectrofotometria utilizando un Nanodrop 2000™ (Thermo
Scientific™) y Qubit 3.0 (Invitrogen™). Debido a las bajas concentraciones no se realizaron

diluciones. Se busco confirmar la presencia de ADN mediante un gel al 1 % (p/p), con el uso de



15

SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™), y de un fotodocumentador Biorad Gel Doc XR
(BIORAD). Adicionalmente, la amplificacion del ADN fue evaluada con el uso de marcadores

universales COl y CytB.

2.3 Amplificacion de la region mitocondrial D-Loop

Se emplearon los primers Tormt2F (5’-TAGCTCCACCATCAACACCC-3’) y Tormt2R
(5’-ACTGCGACGAGACCTTTACG-3") desarrollados por Bruque (2016), posteriormente
validados por Cueva (2018). Los primers Tormt2F y Tormt2R permiten amplificar la region
hipervariable 1l de la region D-Loop de Tremarctos ornatus mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para el protocolo de PCR se implement6 un volumen total de 25
uL con 1 U de Platinum Taq Polimerasa (Invitrogen, Waltho, MA, EE. UU.), buffer de PCR 1X,
cloruro de magnesio 1,5 mM, 0,2 mM dNTPs, 0,75, mM primer reverse, 0,75 mM primer forward
y aproximadamente 3 ng/ul de ADN molde. El protocolo de amplificacion fue el siguiente:
denaturacion inicial por 7 minutos a 94 °C seguida de 55 ciclos de 30 segundos de denaturacion a
94 °C, 30 segundos de hibridacién a 68 °C y 1 minuto de extensién a 72 °C, seguido de una
extension final durante 5 minutos a 72 °C. Las amplificaciones resultantes se revelaron en geles
de agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) 1.5 % (p/p) y SYBR™ Safe (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE. UU.), usando un programa de 45 minutos a 80 V. Los resultados se revelaron en un
fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los productos de amplificacion
fueron sellados con Parafilm en tubos Eppendorf de 0,2 mL, y fueron enviados para su

secuenciacion en ambas direcciones a Macrogen Inc., Corea. en un secuenciador ABI 3730 XL.

2.4 Procesamiento de datos y analisis de secuencias mitocondriales
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Se curaron las secuencias mediante los programas PreGap y Gap 4 presentes en el paquete
informaético Staden (Staden, 1996). De cada individuo, se obtuvo una secuencia consenso a partir
de la informacion de las dos hebras secuenciadas. Posteriormente, se recort6 aquellos extremos no
informativos de las secuencias y se igualaron a un mismo tamafio para los analisis subsecuentes.
Las secuencias obtenidas se alinearon en MEGA 7.0 mediante el método de Clustal (Kumar et al.,
2008). Se gener6 un archivo con formato .fasta de las secuencias alineadas y se lo transformoé a
formato .nexus mediante el software online HIV Sequence Database (NCBI, n.d.). El archivo con
extension .nexus se cambié manualmente a .nex para ser leido por el Software Network v10.2
(Fluxus Technology Ltd, 2020). Usando este programa se generd una red de haplotipos basado en
el método de median-joining (MJ). Los indices de diversidad nucleotidica () y de haplotipos (Hd)
se estimaron utilizando el software DNAsp v5.10.01 (Rozas, 1995). Los indices de neutralidad Dt
de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fuy Li (Fu, 1997) se los obtuvo empleando el software Arlequin

v3.5.2.2 (Excoffier et al., 2007).

2.5 Confirmacion de haplotipos

Se realiz6 una segunda secuenciacion en aquellos individuos que sugerian la presencia de un
nuevo haplotipo para su confirmacién. Se siguié el mismo procedimiento de amplificacion,
secuenciacion y analisis de datos antes mencionados. Se tomaron como referencia 3 individuos
(C5LA, D5LBC, 14C) para el haplotipo HTOZ1 y 3 individuos (A4LA, A2CL1, R2LAZ2I) para el
haplotipo HTOZ2. Se alinearon las nuevas secuencias con las obtenidas en primera instancia

confirmando asi la presencia de los dos haplotipos.
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3 RESULTADOS

3.1 Concentracion y calidad de ADN

El rango de concentraciones de ADN de las 12 muestras fue bajo, con valores entre 4,3 y
23,9 ng/ul, de las cuales el 50% presento valores menores a 10 ng/ul. Los indices de calidad se
midieron mediante las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, con un promedio de 1,7 y
0,47 respectivamente. El indice 260/280 present6 valores cercanos al ideal de 1,8 mientras que el
indice 260/230 mostr6 valores por debajo de 1 en todas las muestras, lo que indicaria una alta
presencia de contaminantes organicos (Thermo Scientific, 2000). Se observo una amplificacion de

los marcadores universales COIl y CytB en las muestras de 0sos de anteojos analizadas.

3.2 Amplificacion y secuenciacion de la region D-loop

Todas las muestras amplificaron con los primers TORmt2F y TORmt2R especificos para la
region hipervariable 1l (HVRII). Todas las amplificaciones dieron como resultado bandas
alrededor de los 600 pb, en concordancia a lo reportado por Bruque (2016) y Cueva (2018). Tras
la limpieza de las secuencias se obtuvo como resultado secuencias de 396 pb usadas para los

analisis posteriores.

3.3 Analisis de haplotipos, indices de diversidad y pruebas de neutralidad

Se encontrd un total de 2 haplotipos en los 12 individuos de 0sos analizados provenientes de
la provincia de Zamora (Tabla 1, Tabla 2, Figura 1). Dichos haplotipos no habian sido reportados
hasta la fecha y se les otorgo el nombre de HTOZ1 y HTOZ2, siguiendo la nomenclatura otorgada
por Cueva (2018). Las secuencias se encuentran disponibles en NCBI con nimeros de accesion
MZ191063 y MZ191064 para HTOZ1 y HTOZ2, respectivamente. Dentro de los 12 individuos,

7 pertenecen al haplotipo HTOZ1 mientras que 5 pertenecen al haplotipo HTOZ2.



18

En el andlisis de las secuencias se encontro tan solo una mutacion entre los individuos de
Zamora, a comparacion de las 2 y 7 reportadas por Cueva (2018) y Moreta (2020) en el DMQ y
Loja, respectivamente (Tabla 2). Este cambio Unico se observa en la posicion 160 presentando una

insercion/delecion de una timina (T).

En base a estas secuencias se realizaron los andlisis de diversidad, los cuales reportaron una
diversidad de haplotipos (Hd) de 0,530 y una diversidad nucleotidica (z) de 0,00115. El promedio
de diferencias nucleotidicas por pares fue de 0,6. Este valor se obtiene al calcular una media
aritmética, que demuestre en un solo dato, la cantidad de cambios presentes (Lowe et al., 2004).
Por otro lado, las pruebas de neutralidad que permiten determinar cambios poblacionales como
reducciones o expansiones por razones demogréaficas (Lowe et al., 2004), presentaron valores de
1,381 para la prueba de Dt con un valor p de 1,00, mientras que el estadistico de Fs fue de 1,152

con un valor p de 0,64 (Tabla 4).
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4 DISCUSION
4.1 Calidad de las muestras

Con el afén de generar el menor estrés posible en los 0sos analizados, se utilizd una técnica
de muestreo no invasiva que consiste en la recoleccion de pelos de o0so dejados en corrales trampa
(Figura 2). Estas técnicas presentan ciertas limitaciones, entre éstas, riesgos de contaminacion y
rapida degradacién del material genético (Kelly et al., 2012). Es por esta razon que, normalmente,
las concentraciones de ADN son bajas y los indices de calidad no son siempre los esperados
(Taberlet et al., 1999). Las 12 muestras evaluadas en este estudio presentaron concentraciones
bajas de ADN e indices de calidad no 6ptimos. Koetsier et al. (2019), sugieren que estos indices
(280/260 y 260/230) pueden presentar una alta variabilidad en concentraciones de ADN menores
a 20 ng/ul. No obstante, las concentraciones resultantes fueron similares a las obtenidas en
proyectos previos con muestras de pelo y heces provenientes de 0sos (Bruque, 2016; Cueva, 2018;
Moreta, 2020).

El presente estudio se enfocd en el analisis de ADNmt. Este tipo de ADN sobrepasa las
100.000 copias por célula (Mcwilliams & Suomalainen Anu, 2019). Su alto nimero de copias
favorece su facil aislamiento y amplificacion, superando asi las limitaciones del método de
muestreo de este estudio, es decir, las bajas concentraciones y pobres indices de calidad. Esto hace
del ADNmt una molécula extensamente utilizada en estudios filogeograficos de especies de 0sos
como el 0so pardo, Ursus arctos (Taberlet & Bouvet, 1994) y el oso andino (Cueva, 2018; Moreta,

2020).

4.2 Diversidad de haplotipos y de nucledtidos
Se encontraron dos haplotipos, HTOZ1y HTOZ2, en los 12 individuos de 0sos provenientes

de la provincia de Zamora-Chinchipe. Un estudio similar realizado en el Distrito Metropolitano de
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Quito (DMQ) por Cueva (2018), describié 4 haplotipos en 38 individuos (HTOQ1, HTOQ2,
HTOQ3, HTOQ4). En la provincia de Loja, Moreta (2020), con 26 individuos, obtuvo 2 haplotipos
previamente reportados por Cueva (HTOQ3 y HTOQ1), ademas del haplotipo HTOL1.

La diversidad de haplotipos (Hd) se define como la probabilidad de que, al escoger dos
individuos al azar, estos presenten un haplotipo distinto (Lowe et al., 2004) La diversidad de
nucleétidos (z) se define como la probabilidad de que, al escoger dos sitios homdlogos de la
secuencia en dos individuos al azar, estos presenten nucledtidos distintos (Lowe et al., 2004)

Tanto Cueva (2018) como Moreta (2020) reportaron una mayor diversidad de nucledtidos
que la encontrada en el presente estudio (z =0,0011), con z =0,0019 y = = 0,0069, respectivamente.
Por otro lado, la diversidad de haplotipos en las muestras de o0sos de la provincia de Zamora fue
moderada con Hd = 0,530, la cual resulté ser muy similar a la reportada en Loja con Hd = 0,526,
pero menor en relacién con la presente en el DMQ con Hd = 0,750 (Tabla 3). En este estudio, asi
como los logrados por Cueva (2018) y Moreta (2018) se reportan pocos cambios entre las
secuencias (Tabla 3), lo que explicaria los moderados indices Hd y bajos indices de z obtenidos.
Estos cambios se reflejan en la red de haplotipos (Figura 3).

Por otro lado, Ruiz-Garcia et al. (2020), en un estudio realizado en 0sos de anteojos a lo largo
de Ecuador, present6 valores mas altos para los indices analizados (Hd = 0,845 y 7= = 0,014). Esto,
en cambio, podria deberse al nimero de locus mitocondriales e individuos estudiados. Se ha
evidenciado en estudios previos en 0sos pardos (Ursus arctos), que, a mayor nimero de locus
analizados, mayor cantidad de informacion encontrada. Con esto se amplia la posibilidad de hallar
nuevos y mayor cantidad de cambios genéticos en las secuencias, lo que podria resultar en valores

mas altos para los indices de diversidad (Hd y =) (Keis et al., 2013).
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Estudios mitocondriales de la regién D-loop en 0sos pardos en regiones como Iran y Norte
América presentan indices moderados o altos para Hd, pero bajos para = (Ashrafzadeh et al., 2016;
Miller et al., 2006), como lo encontrado en este estudio. Este patrdn de valores de Hd y = pueden
indicar una rapida y reciente expansion poblacional (Avise, 2000; Ashrafzadeh et al., 2016; Miller

et al., 2006).

4.3 Eventos demograficos

Para entender mejor el significado de los indices de diversidad de Hd y = encontrados en
este trabajo es importante analizar los resultados de las pruebas de neutralidad. Estas permiten
evaluar posibles escenarios de expansion o reduccién poblacional basados en el principio de
neutralidad (Perfectti et al., 2009). Este postulado indica que, en condiciones normales, la mayoria
de las mutaciones que contribuyen a la variacion genética son mutaciones neutrales y no
adaptativas, causadas por eventos demogréficos (Li et al., 2003).

Para ADNmt los estadisticos mas utilizados son Dt de Tajimay Fs de Fu y Li. Estos se basan
en el namero de variantes haplotipicas y nucleotidicas (respectivamente), en relacion con un
modelo neutral de evolucion (Fu, 1997). En ambos estadisticos, valores positivos sugieren una
posible reduccion poblacional, mientras que, valores negativos sugieren una posible expansion
poblacional (de Jong et al., 2011).

Los valores obtenidos en esta investigacion fueron positivos para Dt(1,381) y Fs (1,152), lo
que sugeriria una posible reduccion poblacional. Cueva (2018) y Moreta (2020), también
obtuvieron valores positivos (Tabla 4). Por otro lado, en un estudio realizado por Ruiz-Garcia
(2020), se presentaron valores negativos tanto para Dt (-2.37) como para Fs (-44,51), aludiendo a
una posible expansion poblacional del oso andino a lo largo del territorio ecuatoriano. En ese

estudio argumentan que esta expansion se deberia al aumento de tierras de cultivo y ganaderia, las
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cuales han incrementado las fuentes de alimento para el 0so en los ultimos siglos. Ademas,
proponen que la disminucion de los bosques andinos podria promover la migracion del oso de

anteojos hacia nuevos territorios.

4.4 Fragmentacion del habitat y su impacto en el oso andino

Se conoce que los Andes han sufrido modificaciones por influencia humana por mas de
7.000 afos, especialmente en el dltimo siglo (Peters et al., 2013). Para el afio 2008, el sur
ecuatoriano habria perdido un 46% de su vegetacion original debido a yacimientos de petrdleo,
mineria y la construccion de carreteras (Tapia-Armijos et al., 2015). De estos, las carreteras han
aumentado exponencialmente en los Gltimos afios (Figura 5) (Peters et al., 2013). Morrell et al
(2021), demostré con estudios satelitales, que la densidad poblacional del oso andino disminuye
en relacidn con su cercania a carreteras. Asi mismo, Barkmann et al. (2013), al analizar los parques
Podocarpus y Yacuambi reportan que una sola via puede afectar sustancialmente la conectividad
entre distintas poblaciones de 0sos. Desde este punto de vista, los valores positivos de neutralidad
obtenidos en este estudio podrian ser el reflejo del alto grado de fragmentacién de habitat en la
provincia de Zamora (Figura 4). A pesar de esto, debido a la baja significancia estadistica de los
indices de neutralidad, no es posible concluir la presencia de un cuello de botella (Tabla 4).

De esa manera, es necesario continuar con estudios de diversidad genética del oso andino
tanto en Zamora como en diferentes regiones del pais, para esclarecer la situacion de las
poblaciones de 0sos de anteojo en el Ecuador. Ademas, seria interesante aumentar el nimero de
muestras y probar marcadores moleculares mas sensibles como los microsatélites, o que podria
contribuir a estimar con mayor resolucion la diversidad genética y estructura poblacional del oso

andino (Selkoe & Toonen, 2006).
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5 CONCLUSIONES
Se reportaron 2 nuevos haplotipos (HTOZ1 y HTOZ2) para la provincia de Zamora-
Chinchipe al analizar la region hipervariable 2 (HVRII) del D-Loop mitocondrial. Estos se
diferencian por una insercion/delecion a los 160pb.
Se obtuvieron indices de diversidad genética moderada/alta en relacion con la diversidad de
haplotipos (Hd=0,53) y baja para la diversidad de nucleétidos (z=0,0011).

Los indices de neutralidad fueron positivos para Fs (1,152) de Fu y Liy Dr (1,381) de
Tajima, lo que sugiere una reduccion poblacional. Estos valores podrian ser el reflejo de las altas
tasas de degradaciéon de habitat presente al sur del Ecuador, sin embargo, los valores P (de
significancia) no soportan dicho evento demografico.

Se sugiere analizar un mayor nimero de muestras en diferentes regiones del Ecuador
ademas de utilizar marcadores moleculares méas sensibles como los microsatélites que permitan

esclarecer la situacion de las poblaciones de 0sos de anteojos en Zamora y resto del pais.
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Tabla 1. Informacion de las secuencias de los haplotipos y nimero de individuos por haplotipo.
Las secuencias reportadas se encuentran disponibles en el NCBI.

Haplotipo

Secuencia

Accesion
NCBI

N°
muestras

HTOZ1

TCCCCGAACAAGGAAACCTTTC/TTTTTTTTCCCCCCT
ATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATAT
AAGCATGTACATACCTTGCTTGGTTTTACATGAGGAC
ATGGACTTCAAAAACTCGTTCTGAAGACGTAGTCTGC
AAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAGTCACC
AGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTA
TACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGG
TTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTAC
TTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTA
ACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTA
ATCAGCCCATGATCACACATAACTG

MZ191063

HTOZ2

TCCCCGAACAAGGAAACCTTTCTTTTTTTTTCCCCCCT
ATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATAT
AAGCATGTACATACCTTGCTTGGTTTTACATGAGGAC
ATGGACTTCAAAAACTCGTTCTGAAGACGTAGTCTGC
AAGCATGTATTTCACTTAGTCCGGGAGCTTAGTCACC
AGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTA
TACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGG
TTTCTATACTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTAC
TTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTA
ACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAATGACTA
ATCAGCCCATGATCACACATAACTG

MZ191064
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Tabla 2. Numero de muestras, codigo, zona de recoleccion, haplotipo al que pertenecen las

muestras analizadas y numero de individuos por haplotipo.

. Zona .
# Muestras Cddigo recoleccion® Haplotipo | #
1 C5LADO A C5LA 5 HTOZ2
2 C5LADOB C5LB 5 HTOZ2
3 D5 L-B CORRAL D5LBC 4 HTOZ2 5
4 14 CEBO 14C 3 HTOZ2
5 D5 LADO A (A) D5LAA 4 HTOZ2
6 A4 LETRERO (A) A4LA 6 HTOZ1
7 ARENAS 2 CEBO A2C 1 HTOZ1
8 ARENAS 2 A2B2 A2A2B2 1 HTOZ1
9 ARENAS 2 LADO C2 A2LC2 1 HTOZ1 7
10 ARENAS 2 LADO C1 A2LC1 1 HTOZ1
RIO NEGRO 2 LADO A ALAMBRE 2
11 IZQUIERDA 1 R2LA2I 2 HTOZ1
12 ARENAS 2 Al A2A1 1 HTOZ1

*Ver Figura 1
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Tabla 3. Resumen de los haplotipos, frecuencias por haplotipos y mutaciones presentes en los haplotipos reportados en el Distrito
Metropolitano de Quito (DMQ), Loja 'y Zamora-Chinchipe.

Redglon Haplotipos _ Porcentaje Mutaciones Nume_ro de _
e encontrados Frecuencia (%) 1 168 318 mutaciones Referencia
estudio totales
HTOQL 15 3947 tRNA-Pro | - A
HTOQ2 7 18,42 tRNA-Pro | - G
8_“{',,)‘89) HTOQ3 13 34.21 tRNA-Pro | T A 2 Cueva, 2018
HTOQ4 3 7.89 tRNAPro | T G
Total 38 100,00
1 104 | 168 | 236 | 237 | 270 | 286 | 318
HTOL1 17 6538 tRNAPro | T - T C C C G
Loja HTOQL 3 11,54 tRNA-Pro | C - C T T T A ! Moreta, 2020
(n=26) HTOQ3 6 23,08 tRNA-Pro | C T C T T T A
Total 26 100,00
1 160
HTOZ1 7 58,33 tRNA-Pro | - . oresente estudi
Z(sr_“fzr;‘ HTOZ2 5 41,67 tRNA-Pro | T resente estudio
Total 12 100,00
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Tabla 4. Resumen de indices de diversidad reportados en el DMQ, Loja y Zamora-Chinchipe. Se reportan los indices de diversidad de
haplotipos (Hd), diversidad de nucleétidos (x), e indices de neutralidad Dt de Tajimay Fs de Fu y Li, con sus respectivos valores P de

cada region.
Poblacion Diversidad de Diversidad de Nucledtidos . (Fs) de Fu .
estudiada Haplotipos (Hd) () (D1) de Tajima | Valor p yLi Valor p Referencia
(r?y:%) 0,705 0,00197 0,975 0,87 0,356 0,58 Cueva, 2018
(anjge) 0,526 0,00691 2,268 0,98 5,914 0,98 Moreta, 2020
(Znar:“‘z'g 0,53 0,00115 1,381 1,00 1,152 0,64 | Presente estudio
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7  FIGURAS
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Figura 1. Zonas de muestreo en Zamora-Chinchipe para el presente estudio. A) Mapa del
territorio ecuatoriano, se resaltan por codigos de color las provincias de Pichincha, Lojay Zamora-
Chinchipe en donde se han realizado estudios de diversidad del oso andino. B) Provincia de
Zamora-Chinchipe, se observa la zona de recoleccion de las muestras, correspondientes al canton
Paquisha. C) Numero y zona de recoleccion exacta de las muestras y ecosistemas presentes en la
region. Los mapas se generaron mediante el software ArcGis 10.5 con capas del Ministerio del
Ambiente Ecuatoriano (MAE)
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Figura 2. Diagrama del proceso no invasivo de recoleccion de muestras de pelo en osos andinos. EI método de recoleccion no
invasivo utilizado en este estudio busca generar el minimo estrés posible en el animal. A pesar de esto, éste presenta limitaciones como
baja concentracion y calidad de ADN.
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D Muestras pertenecientes a la provincia de Zamora HTOQ1 .
f

- Muestras pertenecientes a la provincia de Loja X

‘ HTOQ4 . HTOQ3
. Muestras pertenecientes al DMQ y X
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HTOL1 . O HTOZA

”<
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Figura 3. Red de haplotipos generado en Phylogenetic Network v10.2 representado como
Median-Joining construido bajo el método de Maximum Parsimony La red de haplotipos
generada por el método Median-Joining presenta los haplotipos descritos en este estudio junto con
los reportados previamente por Cueva (2018) y Moreta (2020). Cada division entre las ramas
representa un cambio de nucle6tido entre los haplotipos. Los haplotipos HTOZ1 y HTOZ2 tienen
1 cambio. El punto en rojo hace referencia a un haplotipo desconocido del cual se derivaron los
haplotipos encontrados en este estudio.
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Figura 4. Mapa de fragmentacion de habitat en Zamora-Chinchipe en los altimos 30 afios.
Se observa la fragmentacion de habitat en Zamora durante los ultimos 30 afios. La fragmentacion
del habitat se representa en gris. Esta se muestra de acuerdo con los diferentes afios en los que ha
ocurrido. También, se observan las zonas de muestreo en relacion con estas regiones fragmentadas
y la distancia entre muestras. Este mapa se gener6 mediante el software ArcGIS 10.5 con capas
del Ministerio del Ambiente Ecuatoriano (MAE).
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Andes (> 1200 m a.s.l.) —— major road ——— minor road

Figura 5. Carreteras y vias del Ecuador en el ultimo siglo (Peters et al., 2013). Se observa la
red de vias y carreteras a lo largo del Ecuador en los ultimos 100 afios (aproximadamente), sobre
todo, la aparicion de éstas en ecosistemas Andinos y demostrando la alta fragmentacion de
hébitat.
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