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MEMORIA FINAL

Proyecto: ESTUDIO GENETICO DEL OSO PARDO
CANTABRICO EN ASTURIAS

INTRODUCCION

Los primeros osos conocidos evolucionaron desde los midcidos a partir de un gran
0so con apariencia de cdnido. Este oso vivid en el oligoceno superior hace unos 27
millones de afios. Aproximadamente hace unos 20 millones de afios, durante el mioceno,
se ha citado un pequeiio oso (Ursavis elemensis) en Europa cuando esta tenia un clima
mas célido y humedo que el actual. Sin embargo, los osos modernos (Ursus) aparecen
muy recientemente hace dos millones y medio de afios. Dentro del género Ursus existen
tres diferentes lineas evolutivas. Dos de las lineas se establecieron en Asia y dieron lugar
al oso pardo (Ursus arctos) y al oso negro (Ursus americanus). La tercera linea se
desarroll6 en Europa dando lugar al oso de las cavernas (Ursus spelaeus). El oso de las
cavernas era un animal de gran tamaiio, cuyos machos llegaban a pesar més de 400 kilos y
su alimentacién era omnivora. El oso de las cavernas se extingui6 hace unos 20.000 afios
(Hénni ez al., 1994) siendo sustituido, en su drea de distribucién europea, por el oso pardo

actual (Ursus arctos).

Otro oso, también extinto, Arctodus simus, es conocido como 0so americano de
hocico corto. Sus restos fueron hallados en el sur de California, a donde llegé a través del
Estrecho de Bering, que unia Norteamérica y Asia. Este oso, posiblemente, el mayor que

jamads ha existido, era significativamente mayor al actual oso Kodiak de Alaska y era un
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gran depredador. El oso de hocico corto desaparecié hace 12.000 afios, al igual que los
mamuts, los tigres de dientes de sable y otros grandes mamiferos. Desde entonces su

habitat es ocupado por el oso pardo.

En la actualidad, el oso pardo (Ursus arctos, L. 1758) es una especie con una
amplia distribucion holértica. En Norteamérica vive en Canadd, Alaska y en los estados
de Wyoming, Montana, Idaho, y Washington, ocupando hébitats muy diversos desde
bosques hasta montafias subalpinas y tundra. En Europa y Asia las poblaciones se
encuentran mas fragmentadas distribuyéndose desde el norte de la Peninsula Ibérica hasta

China y Japon (figura 1).

(as

Figura 1.- Distribucién actual del oso pardo (Ursus arctos).

Dentro de esta amplia distribucién, sus poblaciones presentan caracteristicas

genéticas, bioldgicas, ecoldgicas y estados de conservacion muy diferentes.



En Norteamérica el oso pardo se ha diversificado en dos grandes lineas que
constituyen dos subespecies: el oso grizzly (Ursus arctos horribilis), que se distribuye por
el continente norteamericano, y el oso de Kodiak (Ursus arctos midendorffi) que se
distribuye por las islas de Kodiak, Shuyak, y Afognak, en Alaska. El rango que ocupa en
la actualidad el oso pardo en Norteamérica es la mitad que hace cien afios, cuando los
0sos vivian en hébitats favorables en la mayor parte del oeste americano, desde el Océano
Artico hasta el centro de México. Desde que comenzé en 1922 el aislamiento de las
poblaciones por fragmentacion de su hébitat y por la caza, el declive del oso pardo en
Norteamérica ha sido muy rdpido y muchas de las poblaciones que quedaron aisladas por
fragmentacion se han extinguido. Actualmente, el oso pardo en Norteamérica se
concentra a lo largo de Alaska y oeste de Canadd, donde atin es una especie cinegética.
Sin embargo, menos de 1.000 ejemplares sobreviven en cinco subpoblaciones que
permanecen aisladas en los estados norteamericanos de Wyoming, Montana, Idaho y

Washington.

En Eurasia siguiendo el concepto de Unidad Evolutiva Significativa (ESU)
desarrollado por Ryder (1986), podemos distinguir tres grandes lineas evolutivas para el
oso pardo (Taberlet y Bouvet, 1994). Estos ultimos autores estudiaron mediante técnicas
moleculares la filogeografia del oso pardo en Europa encontrando una clara concordancia
entre la distribucion geografica de los animales y sus haplotipos de la regién control

mitocondrial.

Se distinguieron dos linajes. El oriental y el occidental, que a su vez esta dividido
en dos clados. Los dos linajes principales se separaron hace 850.000 afios. Esta
separacion ocurrié en un estado inicial en la historia de la especie y seria debida al

aislamiento geografico en los periodos frios del Cuaternario inferior.

El linaje occidental aparece organizado en dos clados. Uno incluye a osos de

Abruzzo, Trentino, Eslovenia, Bosnia, Croacia, Grecia y Bulgaria. Corresponden a
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poblaciones que quedaron aisladas en un refugio glacial en los Balcanes. El segundo
clado estd compuesto por los osos del Pirineo, la Cordillera Cantdbrica y del sur de Suecia
y Noruega. Se puede asumir que estas ultimas poblaciones se originaron a partir de un
refugio ibérico, y fueron capaces de alcanzar el sur de Escandinavia a través de tierras de
baja altitud durante el dltimo calentamiento post-glacial. Durante el mismo periodo, para
los osos balcdnicos, los hielos de los Alpes pudieron constituir una barrera hacia el norte

y el oeste, de ahi su expansion hacia el este.

La teorfa de Taberlet y Bouvet (1994) asume que no ha existido ninguna

introgresion genética entre las distintas poblaciones de 0sos.

La linea evolutiva oriental incluye las poblaciones de las tundras y de los bosques
de taigas de Rusia y las regiones limitrofes con el norte de Corea, Mongolia y China.
También se han encontrado pequefias poblaciones en China central y en Turquia, y
poblaciones aisladas en la frontera entre China y Rusia, en partes del norte de la India, en
Pakistan, Irdn, Irak, Siria y Japon (figura 1) (Servheen, 1989). Dentro de esta linea
evolutiva, de cinco a seis mil osos sobreviven en el este de Europa, principalmente en
Rumania. Rusia posee la mayor poblacion, superior a 120.000, pero la caza legal e ilegal
mata a un gran nimero de ejemplares cada afio. Aun quedan osos en China y Mongolia,
aunque sus poblaciones estdn en declive, y son raros en India y Pakistdn. Tres pequeiias

poblaciones viven en la isla japonesa de Hokkaido.

Las dos lineas occidentales comprenden las poblaciones europeas (figura 2), las
cuales han sufrido una regresiéon importante en los ultimos siglos. Asi, en Dinamarca,
desaparecieron hace 3.700 afios. En el siglo X se extinguieron en Gran Bretafa, en el este
de Alemania en 1770, en Bavaria en 1836, en Suiza en 1904 y en los Alpes franceses en

1937.
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Figura 2.- Distribucién del oso pardo en Espaiia. En rojo las poblaciones espaiiolas

Una de las lineas occidentales comprende las poblaciones de los Balcanes, los
Alpes y los Abruzzos italianos. En Italia, existen dos pequefias poblaciones, una de entre
cinco y diez animales en los Alpes Trentinos y otra de unos 70 u 80 animales en los
Apeninos, en la zona del Parque Nacional de Abruzzo. En Grecia, las dreas montafiosas
incluyendo la peninsula del Peloponeso, parece que estuvieron ocupadas de forma
continua hasta el siglo XVI. La poblacién ha decrecido rapida y dramdticamente en los
ultimos dos siglos. Actualmente el drea de distribucion del oso pardo en Grecia tiene dos
nucleos de poblacién separados por 200 Km en la parte noroeste (Montes del Pindus) y
nordeste. El tamafio poblacional en el nicleo este se estima en 15 a 20 individuos, y en el
oeste en 95 a 110. En Bosnia Herzegovina, se estima en 1195 osos la poblacion actual y
se encuentran conectados con los de Croacia y Servia. En este pais aln se considera
especie cinegética, se cazan entre 83 y 85 osos anualmente. La guerra ha disminuido su

habitat considerablemente. En Croacia quedan 400 osos, se comunican con Bosnia al
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oeste y Servia al este. Se cazan, al igual que en Macedonia, donde habitan 90 osos que
estan conectados con los de Kosovo, Albania y Grecia. En Montenegro y Servia hay 250

0sos y 180 respectivamente.

La poblacion de osos en el resto de paises del este y norte de Europa se estima en
Eslovenia de 350 a 450, en Austria 25, Eslovenia 400, Albania 500, Noruega 20, Suecia
600, Finlandia 400, Polonia 80, Eslovaquia 600, y Bulgaria 700 ejemplares.

La otra linea occidental incluye las poblaciones de la Cordillera Cantabrica, los

Pirineos y el sur de Suecia (figura 2).

El estado de conservacion de la poblacion del sur de Suecia es muy delicada por
la introgresion genética debida al aumento de las poblaciones del norte y centro de
Suecia, pertenecientes a la linea oriental. De hecho las poblaciones de oso pardo de
Suecia y Noruega se vieron afectadas por una reduccion poblacional entre los afios 1856 y
1893. En 1890 la poblacion escandinava se dividi6 en dos, y entre 1920 y 1930
desapareci6 en todos los condados noruegos excepto en uno, y en toda Suecia excepto en
los tres condados mds nortefios. Desde entonces se puso en marcha una politica a favor de
la especie con el fin de unir las subpoblaciones en las que se habia fragmentado la
poblacién original. Asi, la poblacién llegé a los 700 individuos aproximadamente en 1994
(Swenson et al., 1995), y alrededor de 1000 en 1997 (Sandegren y Swenson, 1997). En la
actualidad se han censado alrededor de 600 . Sin embargo, el nicleo meridional de Suecia
se ha introgresado genéticamente con las poblaciones de Finlandia y Rusia, con lo cual las

caracteristicas genéticas de esta linea evolutiva se han visto alteradas.

Por tanto, las poblaciones ibéricas son las tnicas que conservan el patrén genético
de una de las grandes lineas evolutivas que tiene el oso pardo. La conservacién de esta

linea evolutiva debe ser prioritaria.



Sin embargo, en Espafia la poblacion se ha reducido dréasticamente en los ultimos
aflos. Existen datos histdricos, analizados por Naves y Palomero (1989) y por Nores y
Naves (1993), que confirman la presencia de oso pardo en buena parte de la Peninsula,
incluso en montes proximos a las costas andaluzas, en torno a los siglos XIV al XVI. Sin
embargo en el siglo XVII parece que tiene lugar una regresidon importante, y los 0osos ya
sOlo aparecen en el norte de la Peninsula Ibérica. A partir del siglo XVIII dnicamente
sobreviven las poblaciones de los Pirineos y de la Cordillera Cantédbrica. A principios del

siglo XIX desaparecen los ultimos osos del Pais Vasco.

4 e

Figura 3.- Distribucién del oso pardo en Espafia

En cuanto a la poblacién pirenaica, en 1979 habia dos poblaciones aisladas, una en
la region central, y la otra en la regién occidental de los Pirineos (figura 3). La primera
desapareci6 a finales de los 80, mientras que en la occidental quedaron cinco individuos.
En 1993, los gobiernos espaifiol y francés decidieron realizar una reintroduccién con tres
osos adultos (dos hembras y un macho) procedentes de la reserva de Medved (Kocevje,

Eslovenia) en los Pirineos centrales, mezclando asi dos lineas evolutivas distintas. Estos



individuos han sido monitorizados, y se ha comprobado que en 1997 nacieron 4

individuos, uno de ellos de madre eslovena pero de padre pirenaico.

La poblacién pirenaica occidental esta constituida actualmente por seis individuos
(figura 4), siendo uno de ellos (Nere) uno de los descendientes de los osos eslovenos
(Ziva), que se instalé en el 2001 en los valles de Ossau y Aspe (Pirineos Atlanticos). En
octubre de este afio se han realizado fotografias a uno de los machos (Camille) en el valle

de Roncal por la Ronda de Ochagavia (Diario de Navarra, 24 Octubre 2003, pag. 20).

En la Cordillera Cantabrica podemos distinguir, en la actualidad, dos Unidades de
Manejo: una oriental y otra occidental. La oriental se encuentra situada en su mayor parte
en Castilla y Leon, incluyendo también las comunidades de Asturias y Cantabria. La
occidental incluye a Galicia, Castilla y Leon y Asturias, siendo en esta tltima en donde se

encuentra la mayor parte de la poblacion.
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Figura 4.- Genealogia de los osos del pirineo occidental.



Tamaiio poblacional

En referencia al nimero de individuos, desde hace cincuenta afios se viene dando
diferentes nimeros. El primero censo publicado (Couturier, 1954) realizado en 1952
estimaba la poblacion de oso cantdbrico en 40 individuos. Estos primeros censos se
realizaban a partir de la informacién de cazadores, como en el caso de Couturier (1954), o
de guardas de caza (Notario 1964, 1970, 1980). En 1979 se realizaron las primeras
encuestas a la guarderia, a partir de datos obtenidos de observaciones en el campo. Todos
los censos coinciden en el desconocimiento del nimero de individuos en la poblacién
oriental y aportaban datos muy diferentes. FAPAS en 1986 realiza el primer censo a partir
de observaciones directas y rastros que permitian individualizar los o0sos. Los resultados

de los censos realizados desde 1952 se resumen en la tabla 1.

AUTOR ANO CENSO P. OCCIDENTAL P. ORIENTAL
COUTURIER (1954) 1952 40
NOTARIO (1964) 1962 77 15-16
NOTARIO (1970) 1969 50 10
BRANA et al. (1979) 1977 41-43 12
GARZON et al. (1980) 1978 38 16
GARZON (1979) 1978 100
NOTARIO (1980) 1979 62 17
CAMPO et al. (1984) 1982 82-103 29-41
CAMPO et al. (1984) 1983 88-117 32-47
FAPAS (en
CLEVENGER y 1986 69-70 13-20
PURROY 1988)
CLEVENGER et al.

? 60-80

(1990)

Tabla 1.- Censos histdricos de la poblacién cantibrica de oso pardo.



Sin embargo, actualmente los censos se realizan mediante el conteo del niimero de
osas vistas con crias. Este método se emplea desde hace tiempo en otras poblaciones de
0so pardo. Los primeros censos conocidos empleando el indice de hembras con crias del
primer afio (hembras COY) se remonta a los afios 70 en las poblaciones de América del
Norte (Cole, 1974). Su utilizacién se ha ido extendiendo debido a que las hembras con
crias se pueden observar y reconocer ficilmente, lo que permite su individualizacidn,
proporcionando una medida del minimo poblacional (Servheen, 1989) aceptable,

estimando que estas son aproximadamente un 10% en poblaciones saludables.

En la Cordillera Cantabrica, el censo de osas con crias se ha llevado a cabo casi
ininterrumpidamente, desde 1982 hasta 1993, aunque existen citas anteriores en
inventarios realizados por el Instituto para la Conservacion de la Naturaleza (ICONA) de
recuento de osas con crias. En 1982, el numero de osas con crias del afio era de 11-12 en
la poblacién occidental, y de 3 en la oriental por lo que se estimaba un tamaiio entre 110-
120 osos en el nucleo occidental y de 30 en la oriental. En 1995 se observaron 7-8 osas
con crias en el nucleo occidental y 1 en el oriental. Lo que significaria 70-80 osos en el

nucleo occidental y 10 en el oriental (figura 5) (Naves et al., 1999).

Estos datos fueron analizados por distintos autores (Blanco y Palomero, 1994;
Naves, 1998; Naves et al., 1999). Todos coinciden en que existe una tendencia negativa
en la poblacién occidental a lo largo del tiempo entre los afios 1982 y 1993. El dltimo
censo provisional de osas con crias (Consejeria de Medio Ambiente del Principado de
Asturias-Junta de Castilla y Ledn), confirman el avistamiento de 6 hembras en Asturias

con 12 crias (Palomero, comunicacion personal).
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Figura 5.- Numero de osas con crias del afio entre los afios 1982 y 1995.

Recientemente también se aplicaron las técnicas genéticas para estimar el tamafio
poblacional del nucleo oriental. Esta estima fue realizada con el estudio del ADN
contenido en pelos y excrementos y la individualizacién de los ejemplares por medio del
estudio de microsatélites. Mediante esta técnica se individualizaron 20 ejemplares y no
fue posible realizar un censo exacto porque se encontraron pocas repeticiones (Rey et al.,
2000). Lo mas preocupante fue encontrar que existe una desproporcién entre los sexos.
Rey et al., (2000) encontraron que de los 20 ejemplares individualizados, 14 eran machos
y tan s6lo 6 hembras. La desproporcion en el nimero de sexos hace poco fiable los
censos realizados con el método de hembras con crias ya que estos parten de la premisa
de que el sex ratio estd equilibrado. Las diferencias entre las estimas realizadas por el
censo de osas con crias y los datos genéticos deben interpretarse como consecuencia de

este desequilibrio en la proporcion de sexos
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Variabilidad genética

Una de las principales preguntas que se suele realizar es si con un nimero
poblacional tan bajo la poblacién cantdbrica tienen problemas derivados de la falta de
variabilidad genética como es la consanguinidad. Para responder a la misma se llevo a
cabo un estudio genético en el nicleo oriental durante los afios 1997 — 2000 (Rey et al.,
2000). Se observé en este estudio que la desproporcion de sexos genera una reduccion
importante de la variabilidad genética, situdndose los pardmetros de este nicleo entre los
mas bajos conocidos. La falta de variabilidad genética, causa a corto plazo depresiéon por
consanguinidad, haciendo poco viable el ntcleo oriental de la Cordillera Cantdbrica. A
largo plazo, puede causar problemas por falta de respuesta a cambios ambientales y frente

a enfermedades.

Del niticleo occidental se carece practicamente de informacion genética y no se
conoce si los mismos factores de erosion genética presentes en la poblacion oriental lo
estan en la poblacion occidental y si la proporcion de sexos y la variabilidad genética son
adecuadas para garantizar su conservacién. Uno de los debates ha sido también si existe
comunicacién entre ambos ntcleos y si existe flujo genético entre ambas poblaciones. La
incomunicacién entre los dos nucleos es achacable a la gran cantidad de infraestructuras y
perdida de habitat en el corredor de Pajares que hacen poco probable la comunicacién
entre ambos (Nores y Naves, 1993). Sin embargo, la distancia entre ambos nticleos no es
excesiva (30 kilometros), y hay indicios para considerar que algunos individuos puedan
franquear esta barrera (Delibes y Obeso, 1999). Ademads, Clevenger y Purroy (1988)
encuentran una dispersion elevada en un macho de oso radiomarcado en la poblacién
oriental, con un domino vital de 224 km>. Sin embargo, al tener las hembras de oso un
comportamiento filopdtrico, situdndose las pocas hembras del nicleo oriental en el
extremo mds alejado del nicleo occidental, es muy probable que no exista intercambio

genético y que puede originar fendmenos de rapida extincion. Saccheri et al. (1998) han
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sefialado que la fragmentacion en poblaciones animales acelera la probabilidad de

extincion.

Naves et al., (1999) analizan el futuro de la poblacion de oso pardo en la cordillera
cantdbrica. En 1995, momento en el que finaliza su estudio, concluyen que “no existe
viabilidad para la poblacién, ... de forma determinista se encuentra condenada a la

extincion”.

Para determinar esta extinciéon inminente, estimaron el Tamafio de Poblacién
Minima Viable (PMV) que se define como “la poblacion aislada mds pequefia posible,
que cuenta con, al menos, un 95% de probabilidades de sobrevivir al menos 100 afos”
(Shaffer, 1983). Considerando que la poblacién de 1995 siguiera la tendencia de la
década de los 90, en cuanto a muertes anuales, incremento de la poblacion y tasa de
mortalidad de hembras, las 25 hembras independientes que constituian la poblacién en
ese momento, no cumplen los criterios de PMV. Para ello seria necesario como minimo
32 hembras independientes. En este caso, se supera el 5% de probabilidades de extincion
en los proximos 100 afios. Segiin las variaciones ambientales de mortalidad que se
consideren, este 5% de probabilidad de extincion podria sobrepasarse en s6lo 50 afios.

Sin embargo, indica que para concluir categéricamente sobre la viabilidad de la
poblacion es necesario tener un mayor conocimiento sobre la genética de poblaciones y la

ecologia de los osos cantédbricos.

En las dltimas décadas se han realizado numerosos trabajos sobre la genética del
oso pardo (variabilidad, conservacion, censos...) en todo el mundo. Entre estos destacan
los realizados en Escandinavia (Taberlet et al., 1995; Waits et al., 2000) y Norteamérica
(Paetkau et al., 1995, Talbot y Shields, 1996; Paetkau et al., 1998). Para la Peninsula
Ibérica se han realizado trabajos en Francia (Taberlet et al., 1997) y en el nicleo oriental

de la Cordillera Cantdbrica (Rey et al., 2000).
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Todos ellos se han mostrado utiles para individualizar ejemplares y estimar los
problemas de variabilidad genética de las poblaciones. Pero sobre todo la proliferacion de
los trabajos genéticos se debe no sélo a la informacién que producen si no a que su
obtencién se realiza mediante métodos no invasivos que les ha hecho de gran utilidad
para poblaciones amenazadas. Entre estos métodos el mds exacto para censar las
poblaciones es el de Woods et al. (1999) que realiza los censos mediante el empleo de
trampas de pelo. Sin embargo, en la Cordillera Cantdbrica, este sistema de censo tiene
problemas derivados de su delicado estado de conservacion, ya que las trampas de pelo al
utilizar cebos de olor puede fijar ciertas pautas o desplazar artificialmente el area de
campeo de los individuos, aumentando las probabilidades de furtivismo. Ademads, este
método requiere un numero elevado de personas vigilando las trampas para evitar

contaminaciones.

Dadas las condiciones del estudio que nosotros proponemos parece mejor eleccion
el uso de excrementos y pelos dejados en el campo de manera natural para estudiar la
variabilidad genética, a pesar de presentar mayores dificultades metodoldgicas. Sin
embargo se interfiere menos en la poblaciéon y en la conservacion, ademds de

proporcionar estimas de las poblaciones precisas.

El proposito de este trabajo es por tanto aplicar técnicas no invasivas que permitan
conocer el nimero de individuos, la variabilidad genética y otros pardmetros genéticos de
la poblacion de osos para compararlos con los datos de otras poblaciones, y evaluar asfi las
posibilidades de conservacién de la poblacién occidental, que no ha sido objeto de

estudio siendo la mas numerosa de la Peninsula Ibérica.
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OBJETIVOS

El presente proyecto pretende complementar los estudios realizados con
anterioridad centrdndose en la poblacién asturiana de esta especie.

Los objetivos concretos son:

e Estima del nimero de individuos existentes, utilizando un método repetible que
permita realizar posteriores seguimientos de la evolucién de la poblacion.

® Proporcién de sexos, utilizando como marcador una region del cromosoma Y.

e Variabilidad genética, ya que estd relacionada de forma muy directa con el riesgo
de extincion de una poblacion pequeia (Shaffer, 1981).

e Grado de parentesco o indice de endogamia, otro de los factores indicadores de la
probabilidad de supervivencia (Wright, 1977).

e Genealogia, puesto que el uso de un ndmero elevado de microsatélites puede
permitir identificaciones paternas con una probabilidad de error pequefia.

* Movimientos, mediante las recapturas del mismo ejemplar en distintas
localizaciones.

e [dentificaciéon de los ejemplares causantes de dafios a la agricultura y a la

ganaderia y de los cazados ilegalmente.
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MATERIAL Y METODOS

Muestreo

La recoleccion del material fue llevado a cabo por la guarderia del Principado de
Asturias, en todo el drea de distribucion del oso pardo en Asturias. El nimero de personal
asignado en este trabajo fue de 25 guardas a partir de mayo de 2002 hasta junio de 2003,
es decir, un periodo de algo mds de un afio. Una vez por semana la guarderia realiz6
transectos por areas distribuidas al azar dentro del drea de distribucion potencial del oso
pardo en Asturias. Cada vez que se encontraba material bioldgico de oso pardo,
normalmente heces o pelos, se indicaba la localizacién exacta, el tiempo y distancia
recorrida y en muchos casos se adjuntd cartografia en la que figuraban los recorridos y
zonas donde se encontré material. Una vez transcurrido seis meses del comienzo del
trabajo de campo se revisaron las dreas de muestreo y se procedié a corregir los posibles
sesgos provocados por la movilidad de la guarderia, intensificando los trabajos de campo
en las dreas menos prospectadas previamente. Asi mismo, cuando se visualizd una osa
con cria se procedid a visitar el lugar de campeo y coger muestras. Del mismo modo se

recogié material en los lugares donde existian dafios provocados por el oso pardo.

Para evitar contaminaciones, se proporciond a los guardas guantes desechables,
mascarillas y pinzas estériles. Para la recoleccion de heces se utilizaron tubos estériles
con silicagel (figura 6) que absorbe la humedad y que sirve como método de conservacion

in situ. Para los pelos se emplearon sobres (figura 7).

Una vez en el laboratorio se procedié a la completa deshidratacion de las muestras
de heces en un horno a 60° C durante 24 horas. Los pelos se conservaron en sobres a

temperatura ambiente.
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Figura 7.- Recogida de pelos en sobres de papel.

Extraccion del ADN

El ADN de las heces se obtiene de las células epiteliales que se desprenden y que

quedan adheridas al excremento al pasar este por el intestino.

Para la extraccion con las heces se siguid el método de la silica propuesto por Boom
et al. (1990). A cada muestra se le afiade 1.5 ml de buffer de extraccion L6, y se deja toda

la noche a 60° C en constante agitacion.

Posteriormente se transfiere el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
con 50pl de silica, afiadiendo 1 ml de L6 fresco. Se agita en vortex durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifuga a 12300 rpm durante 3-4 minutos, se descarta el
sobrenadante y se lava el pellet de silica tres veces con 1 ml buffer L2, centrifugando 1
minuto y eliminando el sobrenadante entre lavado y lavado. Después se lava una vez con

0.5 ml de etanol 100% y otra con 1 ml de acetona. Después de eliminar el sobrenadante se
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deja secar a 65° C durante 20 minutos. Posteriormente se anade 200 ul de TE y se
mantiene a 65° C durante 10 minutos més. Se centrifuga 10 minutos y se traspasan 160 pl
del sobrenadante a un eppendorf nuevo. Para asegurarnos de que no nos llevibamos
ninguna particula de silica, se centrifuga 5 minutos y se traspasan 140 pl a otro eppendorf

nuevo.

Este proceso se realiza por triplicado para cada muestra, con el fin de obtener la
suficiente cantidad de ADN (al menos dos de los tres intentos positivos) para poder

realizar posteriormente el andlisis con todos los microsatélites.

Otro método realizado, modificado de este ultimo, fue la limpieza del extracto
obtenido con el protocolo de silica. Para ello se pasé el volumen total de muestra a través
de columnas de purificacion de productos de PCR (QIAquick, QIAGEN), con lo que se
consigue eliminar una mayor cantidad de inhibidores enzimdticos que impiden la

amplificacion del ADN.

En el caso de los pelos, el ADN se extrae de las células epiteliales que quedan
adheridas a la raiz del pelo al ser este arrancado. Para ello se realizé el método descrito
por Walsh et al. (1991) del Chelex, una resina por la que el ADN tiene gran afinidad. Una
vez que se observaba a la lupa le presencia de raiz, se corta la base del pelo y se introduce
en un tubo con Chelex y agua. Este se mantiene a 60° C toda la noche. Posteriormente se
calienta a 100° C durante 10 minutos y se conservan a 4° C para ser usados

posteriormente.

También se realizaron extracciones de pelos siguiendo el método tradicional de

fenol-cloroformo (Sambrook et al., 1989).

Tanto en la extraccidon de heces como en la de pelos se realiza un control negativo,
es decir, un tubo con todos los reactivos empleados pero sin la muestra, con el fin de
cerciorarse de que ningun resultado positivo sea debido a una contaminacién en los

productos empleados en la extraccion.
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Para comprobar que las extracciones han sido positivas, se realiza una PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) con el microsatélite UarMU64, especifico de oso.

El producto de la PCR se hace migrar en geles de agarosa al 1.5%.

Amplificacion del ADN

Se estudiaron 8 microsatélites descritos por Taberlet (1997) y analizados por Rey et

al. (2000), (tabla 2).

Locus N°de Acceso Forward Reverse

G10C- U22085 F CAACAAAAGGTTGAAGGGAG Rpet AAACACCGAGACAGCAGG

GI1A U22095 Fned TCCAGTGTCCTCCCTTTCT R GCACTGTCCTTGCGTAGAAGTGAC
MU26  Y09646 F GCCTCAAATGACAAGATTTC Rpet TCAATTAAAATAGGAAGCAGC
GIOL  U22088 Flfam ACTGATTTTATTCACATTTCCC R CAGAAACCTACCCATGCG

GI10B  U22084 FIned TGCTAATATTTTCTTGAGGACT R AGGACAAATCACAGAAACCT
G10X  U22093 Fivic CCCTGGTAACCACAAATCTC R ATCTGTGAAATCAAAACAAACA
G10J  U22087 Ffam GCTTTTGTGTGTGTTTTTGC R TACTGGGAAAATCACTCACC

GID 022094 F ATCTGTGGGTTTATAGGTTACA Rivic CTACTCTTCCTACTCTTTAAGAG

Tabla 2.- Secuencias de los primers utilizados para la amplificacién los microsatélites y fluorocromos

empleados (FAM, NED, PET y VIC).

El nimero de microsatélites analizados es directamente proporcional a la precision
con la que se puede identificar un individuo. Este juego de marcadores es el mismo
utilizado por Taberlet et al. (1997) para rastrear e identificar los osos de la poblacién del
Pirineo. Con estos microsatélites encontraron una variabilidad suficiente para identificar
inequivocamente a cinco de los seis 0sos que componen esta poblacion. El polimorfismo
hallado es ligeramente inferior al encontrado para los mismos marcadores en los osos de
las islas Kodiak, una poblaciéon también de muy baja variabilidad genética. Por tanto, para

el estudio de una poblaciéon con mds nimero de ejemplares y mayor variabilidad genética,
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que la pirenaica, consideramos que 8 microsatélites es un numero suficiente de

marcadores para la individualizacion de las muestras, y sus correspondientes andlisis.

Con las extracciones positivas se realizaron pruebas con 10 microsatélites distintos

(tabla 3) de los 8 microsatélites usados en los estudios anteriores realizados en el Museo

Nacional de Ciencias Naturales (Rey et al., 2000). Estos microsatélites nuevos ya han

sido empleados en otros trabajos de caracteristicas similares a este con buenos resultados

(Paetkau et al., 1998). Como ya se ha indicado esta ampliaciéon en el nimero de

microsatélites pretende aumentar la probabilidad de que la asignacién de los padres de un

individuo concreto sea correcta. Para ver la diferencia entre los alelos de unos y otros, se

ha utilizado el microsatélite G10L usado en Rey et al. (2000).

Locus  N°de Acceso Forward Reverse

Gl1A U22095 ACCCTGCATACTCTCCTCTGATG GCACTGTCCTTGCGTAGAAGTGAC
MU26  Y09646 GCCTCAAATGACAAGATTTC TCAATTAAAATAGGAAGCAGC fam
GIOLT U22088 ACTGATTTTATTCACATTTCCC fam CAGAAACCTACCCATGCG

GIOLP U22088 GTACTGATTTTATTCACATTTCCC fam  GCATGGGTAGGTTTCTGTATCTTC
G10B U22084 GCCTTTTAATGTTCTGTTGAATTTG GGATGGAGGTTTCTGTGATTTGTC
G10J U22087 GATCAGATATTTTCAGCTTT GAAGTGGAGTGTGAGGGGTT
GIOH  U22086 CAACAAGAAGMCCACTGTAA TATCCTACTTGGTGGTCTCT

GIOM  U22089 TTCCCCTCATCGTAGGTTGTA CCTGGGATGCATTTAAATTATT
G100  U22090 TGGTTATGAATCAGGATATTGA CATCTTTGGATTGTTCTGTTG
G10P U22091 ATCAGAGTTTTACATAGGAGGAAGAAA TTCAGAGTATTTNCC

G10U  U22092 CTSCAGTGTCAGTTGTTAGGAA ATCACTTAGGGCATTGGAAATA

Tabla 3.- Primers utilizados inicialmente para las pruebas de polimorfismo.

Las reacciones de PCRs se realizaron en un volumen final de 25ul. (1X buffer, 1,5

mM de MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,3uM de cada primer, 0,1mg/ml de BSA, 0,625 unidades

de Taq Polimerasa) con Sul del extracto de ADN.
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Marcadores moleculares para determinar el sexo

Para poder determinar el sexo se utilizaron dos genes, uno especifico de mamiferos
machos denominado SRY (Sex-determining Region del cromosoma Y) y uno nuclear,
especifico de osos, MU64. El gen SRY es el responsable de la iniciacién de una cascada
de expresiones en el tejido gonadal del feto que hace que se comiencen a formar los
testiculos (Koopman et al., 1990). Los cebadores utilizados para esta amplificacion se
definieron a partir del alineamiento de las secuencias publicadas de hombre, ratén y
conejo (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990). El gen SRY es una secuencia

altamente conservada (Coriat ef al., 1993) en mamiferos.

Los cebadores utilizados para amplificar el sexo son los publicados por Taberlet et

al., (1993).

Se ha aplicado un tipo de PCR especial denominado “PCR booster” segin el
protocolo de Ruano et al., (1989), debido a que el ADN extraido es muy escaso. Esta
técnica propone el uso de dos fases: una primera fase en la que los productos de
amplificaciéon se afiaden con concentraciones muy diluidas y una segunda fase en el
mismo tubo en el que los cebadores se incorporan con una concentraciéon normal. Con
este método se consigue aumentar la eficacia evitando la aparicion de artefactos
originados por el solapamiento de los cebadores y se obtiene mayor rendimiento de ADN

amplificado.

La identificaciéon del sexo en un gel de agarosa es relativamente sencilla; si
aparecen dos bandas, correspondientes a los genes MU64 y SRY, significa que el
individuo es un macho. Si s6lo aparece la banda correspondiente al gen MU64, estaremos
en presencia de una hembra, pudiendo asi distinguir a las hembras de las muestras en las

que la PCR no haya funcionado correctamente, en cuyo caso no aparecerian bandas.
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Controles de confianza

Existen principalmente dos tipos de errores asociados a esta clase de estudios al
realizar el genotipado de las muestras: la no deteccion de uno de los alelos en un

individuo heterozigoto (drop out), y la aparicion de falsos alelos.

Dado que la cantidad y calidad del ADN con el que trabajamos son muy bajas, cabe
la posibilidad de que, a la hora de pipetear, solamente se coja uno de los alelos de un
individuo heterozigoto. Al realizar la PCR so6lo se amplificaria ese alelo, lo que
supondria la asignacion incorrecta de un homozigoto para ese microsatélite. Este tipo de
error ha sido ampliamente estudiado por Taberlet et al. (1996), que realizé una
simulacién matemadtica para averiguar el nimero de repeticiones necesarias de un
experimento para realizar una identificacion genética fiable (tubos multiples). Segin su
estudio y bajo las condiciones en las que trabajamos (figura 8), es necesario realizar siete
experimentos independientes para identificar a un individuo homozigoto con el 99% de

confianza.

Para evitar la formacion de “falsos alelos”, asi como para poder realizar 60 ciclos
sin perdida de eficacia de la PCR, se ha empleado una Taq polimerasa especial, la
AmpliTaq Gold (Applied Biosystem), que estd asociada a una sustancia quimica que
impide su actividad. Cuando se alcanzan los 95° C, el inhibidor se disocia, dejando la
polimerasa funcional. La cantidad de polimerasa que se activa es proporcional al tiempo
que permanezca a la temperatura de activacion, lo que permite un mayor rendimiento de

la PCR al haber polimerasa atn actividndose en los ultimos ciclos.
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Figura 8.- Relacién de la cantidad de ADN molde en la PCR frente a la probabilidad de obtener un
genotipo correcto.

También se ha realizado una estima a priori del nimero de muestras necesarias
para lograr individualizar a todos los ejemplares de una poblacion tedrica compuesta por
100 individuos. Mediante una curva cuyos puntos se ajustan a una funcion logaritmica
que llega a su asintota en 100 individuos. El resultado es que, todos los individuos
genotipados a partir de las 180 primeras muestras analizadas, serdn repetidos. Es decir, no

aparecerd ningin nuevo individuo.

Genotipado

El genotipado de las muestras se realiz6 en un secuenciador capilar automéatico ABI
PRISM-377 (Applied Biosystems). Se emplearon cuatro fluorocromos diferentes para
marcar un primer de cada locus (tabla 2). Segin los tamafos de los productos
amplificados se asignaron los colores de manera que pudieran ser combinados sin que se
solapen dos loci con un mismo color y rango de tamafios. De esta manera se pueden

analizar todos los loci de un mismo individuo en una sola carrera del capilar.
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Los resultados fueron analizados con el programa GeneScan Analysis 3.5.1

(Applied Biosystems, 2000).

Anadlisis de datos

Los principales factores que afectan a la supervivencia de poblaciones pequefias y
aisladas pueden ser la pérdida de variabilidad genética (Shaffer, 1981), y el incremento de
la endogamia debido a efectos de cuello de botella en la poblacién y la disminucién del

flujo genético (Wright, 1977).

La variabilidad genética se estimé usando los pardmetros usados normalmente en
este tipo de estudios: nimero medio de alelos por locus (A), heterozigosis media
observada (Ho) y heterozigosis media esperada (He) segun la ley del equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los valores de He y Ho se
emplea el test de Chi cuadrado. Las diferencias entre las heterozigosis pueden deberse a
estructuracion de la poblacién, endogamia o procesos de hibridacion. El cdlculo de todos
estos pardmetros y test de significacion se realizaron con el programa Gimlet v. 1.3.2

(Valiere, 2002).
Algunos estadisticos analizados han sido:

Fst, o indice de fijacion, determina la diferenciaciéon genética entre pares de
poblaciones. Valores significativamente diferentes de O indican escaso flujo génico o

interrupcion del mismo conforme se acerca a 1.

Fis, determina el grado de endogamia de la poblacién. Valores positivos indican

déficit de heterozigotos y valores negativos un exceso.

También fue calculado el nimero de migrantes (Nm) segtin el método de “alelos

propios” (Barton y Slatkin, 1986).
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Para comprobar si existen diferencias significativas en las frecuencias alélicas, para
cada locus, entre el nicleo occidental y oriental se ha empleado GENEPOP-3.2.1c

(Raymond y Rousset, 1995) online (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/).

A su vez se utilizé el programa ARLEQUIN ver.2.000 (Schneider ez al. 2000) para
realizar una AMOVA y ver si existen diferencias significativas en la variabilidad genética

dentro de la poblacién occidental.

El nimero de ejemplares existentes se estimé mediante el cdlculo de la asintota de
la ecuacion de una curva de rarefaccion, método desarrollado por Kohn et al. (1999) y
revisado por Chessel y por Eggert ef al. (2003). Este tipo de estimas se basan en la
cantidad de muestras analizadas y el nimero de genotipos que aparecen repetidos a lo
largo del periodo de recoleccién. De las tres posibles ecuaciones, hemos elegido la
ecuacion de Chessel, debido a los problemas de amplificacion de los microsatélites
tenidos, lo que ha originado la existencia de numerosos missing data. Esta falta de
informacion propicia que los programas sobreestimen el nimero poblacional. Es por ello

que nos hemos decantado por adoptar la ecuacién mas conservadora.
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RESULTADOS

Muestreo

En el presente proyecto se han obtenido un total de 878 muestras, 229 de pelos y
649 de excrementos que cubren todo el drea asturiana de distribucion del oso pardo

(figura 9 y 10).

TINEO

BELMONTE o &

Figura 9.- Mapa representativo de los puntos de muestreo realizados desde mayo de 2002 hasta junio de
2003 en el nicleo occidental.

Del nicleo oriental se obtuvieron un menor nimero de muestras que del nicleo
occidental (figura 10), localizadas estas en los concejos de Morcin (3), de Lena (6), de

Quirds (7) y de Amieva (11).

Extracciones positivas

Para el material de pelos los dos métodos de extraccion tuvieron resultados muy
similares. Para el método de Chelex se obtuvo un el 40% de resultados positivos. Para el
método de fenol- cloroformo se obtuvo un rendimiento del 37.5 %. En total con ambos

métodos se intentd la extraccion de 53 muestras (23,14% de las muestras de pelos
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AMIEVA

Figura 10.- Mapa representativo de los puntos de muestreo realizados desde mayo de 2002 hasta junio de
2003 en el nicleo oriental.

recibidas). La presencia de mucho material en el que se recogié un sélo pelo y la
dificultad que esto entrafia para obtener cantidad de ADN suficiente para el estudio de
los microsatélites fue la causa de que no se intentaran mds extracciones. De las 53
muestras 20 fueron positivos lo que supone un 37.7% del total.

Para el material de heces, se ha intentado extraer ADN de 333 muestras (51.23%
de las muestras de heces recibidas). Se obtuvieron resultados positivos en 137 casos
(figura 11), lo que supone el 41.14%.

Todos los resultados positivos, tanto para heces como para pelos, se obtuvieron
en los municipios de Ibias, Degafa, Cangas de Narcea, Somiedo y Belmonte en el
nucleo occidental (figura 11) y en Amieva y Ponga en el niicleo oriental (figura 12). El
positivo de Ponga no aparece en el mapa por no disponer de la localizacion exacta de la

muestra.
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Figura 11.- Mapa con la localizacién de las muestras en el nicleo occidental en las que la extraccion de
ADN ha resultado positiva. En verde las muestras en las que s6lo se ha logrado una
extraccion positiva; en rojo, dos 0 mds extracciones positivas.

AMEYA

Figura 12.- Mapa con la localizacién de las muestras del nicleo oriental en las que la extraccién de ADN
ha resultado positiva. En verde las muestras en las que sélo se ha logrado una extraccién
positiva; en rojo, dos 0 mds extracciones positivas.

También se recibieron muestras de los concejos de Morcin, y Quirds pero no se

obtuvieron extracciones positivas.

Microsatélites amplificados

En las poblaciones cantdbricas encontramos polimorfismo para 12 de los 20

microsatélites analizados inicialmente, de ellos se seleccionaron 8 con los que se ha
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trabajado de forma rutinaria (GIA, GID, GI0B, GI10C, G10J, GI0L, G10X, MU26).
Craighead et al. (1995) determinaron genotipos Unicos para la poblaciéon de osos de
Alaska analizando 8 microsatélites (61 alelos sobre una muestra de 30 animales) de
ellos 7 son idénticos a los utilizados por nosotros: GIA, GID, GI0B, GI10C, G10J,
GI0L, G10X. El otro MU26 ha sido utilizado por Taberlet et al. (1996) para los osos del
Pirineo. De la combinacion de estos ocho microsatélites se debe obtener un genotipo
Unico para cada animal, tal como ocurre en otras poblaciones de osos. La probabilidad
de que dos individuos tengan un mismo genotipo para estos 8 microsatélites es muy
baja. Se analizaron ademds un mayor nimero de microsatélites que estan publicados en
el Gene Bank incluyendo los utilizados para identificar los individuos introducidos
desde Eslovenia en el Pirineo (Taberlet, inf. ined.) que no resultaron ser polimérficos
para las poblaciones cantdbricas.

No se logré ninguna amplificacién del locus G10X en ninguna muestra, por lo
que no se ha incluido en los anélisis.

El locus MU26 en las muestras occidentales analizadas aparece como
monomorfico para el alelo 191. Ya que este locus no aporta ningin tipo de informacion,
se ha decidido retirarlo de los analisis.

No se obtuvieron resultados positivos para todos los microsatélites en todos los
individuos analizados debido a que no hubo amplificacion del locus o el extracto de
ADN se agotd, aunque ello no afecté a la individualizacién de los mismos. Como se ha
dicho anteriormente para comprobar si las extracciones eran positivas se ha amplificado
el microsatélite MU64, pero como se puede observar no se refleja en las tablas y esto se
debe a que sus cebadores pueden colocarse en dos lugares de la secuencia y en

ocasiones se han obtenido cuatro alelos para un tnico locus.

Identificacion de ejemplares

En las tablas 4 y 5 se especifican los ejemplares individualizados. El resultado
de prospectar todo el drea de distribucién en Asturias fue la identificaciéon de 51
ejemplares diferentes en el nicleo occidental y 3 del nicleo oriental durante el periodo
comprendido entre mayo de 2002 y junio de 2003, que corresponden con la primera y la

ultima extraccion positiva.
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Nimero  Localidad U™ Sexo  G10J G10L G10B G1A G10C G1D
2000 Belmonte ?

2193 Belmonte 29TQH717437 4786182 @ 101111 150/150  125/125  227/229 145/145 1771177
2319  Somiedo 29TQH716763 4780787

2034 Belmonte 29TQH7214 47867 3 11 150/150  123/125 -
2479 Belmonte 29TQH721243 4786205 93/103 150/172  125/125 -
2022 C. Narcea 29TPH6928 47616 IS 91/111 150/152  125M27  227/227 145/145

2025 C. Narcea 29TPH6933 47606 111111 150/150 - 145/145 -
2053 C. Narcea 29TPH688 4765

2160 Ibias 29TPHE896 47586 111111 144/144 1250127  227/229 145147 1771177
2056 C. Narcea 29TPH688 4762 Q@ 101/111 1501152  125/127  227/227 145/145 -
2063 C. Narcea 29TPH699 4760 91/101 150/150 - 227/227 145/145 -
2064 C. Narcea 29TPH699 4760 3 89/101 150150  125M127  227/229 -
2081 C. Narcea 29TQH7083 47643 101/101 150152 127127  227/229 -
2089 C. Narcea 29TQH707 4765 101/101 150/150  129/129 -
2104 C. Narcea 29TPH688 4767 3 101/101 150/150  125M125  227/227  145/15 -
2109 C. Narcea 29TQH707 4765 93101 135/135 153/153 -
2127 C. Narcea 29TPH686 4764 101/109 - -
2146 C. Narcea 29TQH707 4770 Q 91/101 1521152 125/125  227/229 -
2172 C. Narcea 29TQH708918 4764688

2264 C. Narcea 29TQH708317 4764831 3 1 150/150  125/125  227/229 145/147 -
2266 C. Narcea 29TQH708317 4764831

2173 C. Narcea 29TPH690843 4760618 3 91/91 - 125/125 -
2180 C. Narcea 29TQH707535 4770576 911101 1521152  125/125  229/229 145/147 171177
2201 C. Narcea 29TPH697852 4767167

2931 Belmonte 59TQH718461 4786401 3 101/101 150/150  125/125  227/229 145/145 1771177
2208 C. Narcea 29TQH704135 4766351 101/111 148/150  125/125  227/227 -
2246 C. Narcea 29TQH708022 4765550

2392  C. Narcea 29TQH707252 4766590 111111 144/150  125/125 145147 1771177
2269 C. Narcea 29TQH708317 4764831 111111 144/150  125/125  225/227 175177
2399 C. Narcea 29TQH707377 4766738 3 101/111 - 125/125  229/229 -
2423 C. Narcea 29TQH703373 4763999 Q 911111 152/152 1271129 -
2428 C. Narcea 29TQH702755 4763982 Q 91/111 150/152  127/129 -
2429 C. Narcea 29TQH702746 4763972 Q 101/101 1501152  127/127  227/227 145/145 -
2481 C. Narcea 29TQH702705 4764284 Q@ 101/101  144/144 1271127  227/229 145/145 -
2503 C. Narcea 29TQH701774 4763185

2689  Somiedo 59TQH717766 477185 91/111 150/152  125/127  227/229 145/145 177/177
2002 Degana 29TPH6926 47609 3  91/101 150/152  125/125  227/227 145/147 -
2049 Degana 29TPH6978 47561

2262 C. Narcea 29TQH708645 4764644 a 111/111 150/150 125/125  227/227 147147 173/177
2393 C. Narcea 29TQH705428 4767101

2050 Degana 29TPH6978 47561 111/111  148/150 - - -
2083 Degana 29TPH6896 47591 91/101 144/152  123/127  227/229 145/147 -
2094 Degana 29TQH7035 47568 @  91/101 152/152 1271127 227/227 143/145 -
2008 Ibias 29TPH6857 47686 91/111 138/150  125/125  225/227 -
2038 Ibias 29TPH6792 47684 101/111  150/150  123/125 - 145/145 -
2059 Ibias 29TPH6789 47683 101/111  150/150 127127  227/227 145/145 -
2060 Ibias 29TPH6894 47587

2113 C. Narcea 59TPHE87 4764 a4 91/101 144/152  123/125 - 1451147 -
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2093 Ibias 29TPH6871 47583 125/131 - - - - -

2178 Ibias 29TPH683524 4768199 @ 9l 138/150 1251125  225/229 - -
2241 Ibias 29TPH681856 4763071 49U/l 138/150  125(125  227/229 1451147 177/177
2085 Somiedo 29TQH7243 47711

2123  Somiedo 29TQH7227 47735 101/111  150/152  125/125  227/229 1451145 177/177
2291 Somiedo 29TQH726850 4772550

2106  Somiedo 29TQH7173 47724 101/101  152/152 1271127 - - -
2135  Somiedo 29TQH7283 47715 89/101 138/152 127127 229/229 - -
2137  Somiedo 29TQH7273 4773 4 91/101 138/152 127127 227/227 145/147 -
2154  Somiedo 29TQH7173 47786

2214  Somiedo 29TQH717817 4783682 4 101111 150/150 125125  227/229 145147 177/177
2355  Somiedo 29TQH725468 4783404

2157  Somiedo 29TQH717789 4771842 4 101/111 - 1231125 227/227 - -
2168  Somiedo 29TQH717736 4777235 4 101/111  150/150 1271127 229/229 - -

2223  Somiedo 29TQH719143 4779459 - 150/150 125125  227/227 - -
2539  Somiedo 29TQH722686 4774775 - 152/152 123125  229/229 - -
2564  Somiedo 29TQH702769 4763919 101/101  144/152 - 227/229 - -
2759  Somiedo 29TQH722 4775619 101/111  150/152 127127 227/229 1451145 177/177

Tabla 4.- Individualizacion de osos en el nicleo occidental.

Nimero Localidad UTM Sexo G10J GIOL GI10B GIA G10C
2463 Leon 30TUN333468 4776523 & 93/93152/152127/129223/229 147/147
2061 Amieva 93/93 - 149/149 - -
2164 Amieva 30TUN332076 4786129 91/91 - - - -
2021 Ponga 85/85 - - - -

Tabla 5.- Individualizacion de osos en el nicleo oriental.

Existen algunos ejemplares en los que la amplificacion de ciertos microsatélites
ha sido positiva, pero sin embargo no ha sido posible su individualizacién o su
asignacion a un individuo concreto por la falta de alelos categdricos. Estos datos no han

sido tenidos en cuenta por el posible ruido que podrian introducir en los anélisis.

El ndimero de repeticiones, es decir de 0osos que aparecieron mds de una vez en
los resultados, que se encontraron para un minimo de cinco microsatélites analizados, en
el nicleo occidental fue de 15. Realizando una aproximacién con el método de capturas
acumuladas, para 10000 iteraciones, el nimero minimo de osos que debieran de existir

en el nicleo occidental es de 81, segtn la ecuacién de Chessel (y =a - a [l — (1/a)]"x).

Niter Min Median Mean Max Sd
10000 81.527 117.012 118.503 185.531 14.5969

Tabla 6.- Resultados de la estima poblacional para el nicleo occidental utilizando la ecuacién de Chessel.
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Para la zona donde mayor nimero de recapturas obtuvimos que fue en el concejo
de Somiedo se realiz6 también una estima que es simplemente aproximada ya que no se
trata de una poblacién cerrada con el fin de valorar el niimero estimado para el total de
la poblacion ya que este es muy dependiente del nimero de recapturas. La estima fue

de un nimero minimo de 12 y aproximado de 21 individuos

Niter Min Median Mean Max Sd
1000 12.1927  20.2496 21.0390 38.3085 4.79673

Tabla 7.- Resultados de la estima poblacional para el concejo de Somiedo utilizando la ecuacién de
Chessel.

Determinacion del sexo

El sexo de los 28 ejemplares previamente individualizados en los que se logré
obtener el sexo fue de 10 hembras y 18 machos. No hemos tenido en cuenta en este
andlisis los ejemplares que no han podido ser individualizados pero que sin embargo si
que han sido sexados. Incluyendo estos ultimos, tendriamos 16 (42%) hembras y 22
(58%) machos, similares a los porcentajes encontrados por Doadrio et al.(ined.) para

esta misma poblacion (41% hembras y 59% machos).

Parametros de variabilidad genética

Sélo se realizaron andlisis para el ndcleo occidental debido a que los datos para
el ndcleo oriental fueron muy escasos.

Para el conjunto del nicleo occidental de Asturias el nimero medio de alelos por
locus (A) fue 5.17. En cuanto al polimorfismo (P), a pesar de que en el estudio que nos
ocupa se seleccionaron aquellos microsatélites polimoérficos empleados en otros

estudios, se observo la presencia de un locus monomoérfico (MU26).

Nuamero medio Porcentaje de  Heterozigosis Heterozigosis

de alelos por loci media media
locus polimoérficos observada esperada
OCCIDENTAL 5.17 85.71 0.32 0.51

Tabla 8: Pardmetros de variabilidad genética
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En cuanto a la heterozigosidad observada (Ho), fue baja 0.32. La
heterozigosidad esperada (He) fue mas alta 0.51. En el andlisis de Chi cuadrado, para
determinar si los loci se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, aparecen
diferencias significativas en los loci G10B (p<0.0001, s.d.<0.0001) y G10C (p=0.0476,
s.d.=0.00057), entre la heterozigosis esperada y observada. Estas diferencias se debieron
siempre a un déficit de heterocigotos.

En la figura 13 se presentan los gréficos de las frecuencias de los alelos de los

distintos loci.

0,4
0.6 ’ G10J

G1A 0.3

0,4
0,2
0,2 0,1
0 - ‘ ‘ ‘ 0

505 207 209 89 91 93 101 103 109 111 125 131
0,6 0,61
G10B G10L
0,4 0,41
0 ¥ = 0.
123 125 127 129 135 138 144 148 150 152 172
1+ G1D

0,81
06 G10C 0.8-
’ 0,61
0,41 0,41
0,21 0,2
F 0

‘ ‘ ‘ ‘ 171 173 175 177

143 145 147 153

Figura 13.- Frecuencias alélicas de los distintos loci aparecidos en la poblacién occidental.

En la poblacion analizada, se puede observar como el unico microsatélite

realmente polimoérfico es el G10J, puesto que las frecuencias de sus alelos no superan en
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ningin momento el 50%, siendo el alelo 101 y el 111 los més frecuentes, con unas
frecuencias del 38.8% y de 35.7% respectivamente.

Sin embargo, en el resto de loci se aprecia la existencia de un alelo predominante
cuya frecuencia supera el 50%. Asi, en el locus G10L, el alelo 150 tiene una frecuencia
de aparicién del 52.2%; en el G10B, el alelo 125 aparece en el 55.6% de los casos, y en
el G1A, el alelo 227 es el mas frecuente, con un 59.7% de frecuencia. Es en el caso de
los loci G10C y G1D donde se obtienen las frecuencias mds altas para un solo alelo
(74.1% para el alelo 145 del locus G10C y 87.5% para el 177 en el locus G1D),

indicando que estos loci son muy poco polimorficos.

Debido al escaso ndmero de muestras analizadas del ndcleo oriental, no se
pueden establecer comparaciones concluyentes entre ambas poblaciones. Se observa la
presencia de alelos propios que no aparecen en la poblacién occidental.

Se ha realizado un andlisis AMOVA para comprobar si se ha producido algiin
tipo de estructuracién de la poblacién occidental dentro de los distintos concejos. El

resultado fue que no existe ninguna estructura dentro de los distintos municipios.

Grado de parentesco o indice de endogamia

Se ha calculado para el nidcleo occidental el indice Fis para ver el grado de

fijacién de los alelos en los distintos loci.

Locus F(S) F(ST) FAT)
G10J 0.0353 -0.0107 0.0250
GI0L 0.2348 -0.0139 0.2241
GI10B 0.5167 -0.0171 0.5084
GIA 0.0360 -0.0146 0.0219
GI10C 0.1111 -0.0210 0.0924
GID -0.0476 -0.0413 -0.0909

Media 0.1728 -0.0187 0.1573

Tabla 9.- Estadistico de F para cada uno de los loci y la media de todos ellos del niicleo occidental.

Los valores de Fis (tabla 9) fueron negativos para el locus GID, indicando un

exceso de homozigotos. En los demds loci se aprecia un déficit de éstos.
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Se puede ver que los valores de Fit son bajos para todos los loci a excepcion del

GI10B, lo que indica que, menos este locus, la variabilidad de los marcadores es
pequena.

Se ha efectuado un andlisis entre los dos nucleos usando para la

poblacion oriental los datos obtenidos en el informe del proyecto previo realizado entre

los afios 1997 — 2000 para la Direccion General de Conservacion de la Naturaleza. Se

hicieron las modificaciones oportunas para que fueran comparables los diferentes alelos.

También se calculd el nimero de migrantes entre las dos poblaciones, mediante
el uso de alelos exclusivos, tal y como recomiendan Barton y Slatkin (1986),
implementado en el programa Genepop Web v. 3.1c. Se obtuvo como resultado un Nm
de 0.105.

Para el conjunto de las poblaciones occidental y oriental se calcularon las Fst

que dieron un valor medio no muy alto Fst=0.48 (tabla 10).

Locus F(ST)
G10J 0.3442
GI0L 0.3001
G10B 0.4877
MU26 0.5164
G10C 0.5679
GID 0.8178

Media 0.5125

Tabla 10.- Valores de Fst para cada uno de los loci y la media de todos ellos para los dos nicleos de oso
pardo cantdbrico.

Genealogia

Por el andlisis de algunos microsatélites es facil excluir a un individuo como
potencial padre (test de exclusion) en cambio es mucho més dificil obtener la filiacion
(test de inclusién). Para obtener un alto grado de confianza a la hora de establecer la
paternidad de un individuo en poblaciones con baja variabilidad genética, como es el

caso de las poblaciones ibéricas, se necesita un mayor nimero de loci de los analizados.

Esta probabilidad puede ser estimada de manera extremadamente precisa a

condicién de conocer las frecuencias alélicas de la poblacion de origen. Estas
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frecuencias alélicas pueden ser estimadas a partir del analisis de al menos una treintena
de individuos no emparentados.

Con estas premisas a lo largo del estudio no se ha podido comprobar ningin
caso de correspondencia genética entre madres e hijos, puesto que el nimero de
microsatélites polimorficos amplificados no permite realizar un test de exclusion.

Se han calculado también las Probabilidades de Identidad (PI) de los loci que
permiten saber la probabilidad de que un individuo escogido al azar posea un genotipo
idéntico a otro ya genotipado con los loci empleados. Los resultados estdn expresados

en la tabla 11.

LOCUS unbias./loc. sibs/locus
G10J 1,407e-01  4,425e-01
G10L 1,789e-01  4,830e-01
G10B 2,225e-01  5,150e-01
GlA 3,243e-01  5,778e-01
G10C 3,812e-01  6,454e-01
G1D 5,852e-01  7,860e-01

Tabla 11.- Pardmetros de probabilidades de identidad para cada locus.

Movimientos

A lo largo del estudio se han producido 15 recapturas, es decir, que se ha
encontrado el mismo genotipo de un ejemplar individualizado con anterioridad. Estas
recapturas pertenecen a 10 individuos, y se han producido en fechas y lugares distintos.
Esto permite realizar un seguimiento de una parte del area de campeo del individuo.

Asi, la hembra cuyo nimero de catdlogo es el 2000 y que fue capturada por
primera vez en Belmonte, fue localizada posteriormente en Belmonte nuevamente
(27/6/02) y en Somiedo (14/8/02).

También se obtuvo el genotipo del individuo 2053 (9/3/02) en Cangas de Narcea
por primera vez, y en mayo del 2002 nuevamente en Ibias (muestra 2160).

El 2172 fue hallado por primera vez en Cangas de Narcea en junio del 2002, y se

volvié a encontrar en la misma zona un mes después (2264 y 2266).
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En el caso del macho individualizado como 2201 (junio del 2002), localizado
por primera vez en Cangas de Narcea, se volvié a encontrar su genotipo en Belmonte un
mes después (2231).

En general, no hay mucha distancia geografica en las distintas relocalizaciones
de un mismo individuo, ni tampoco existe una gran distancia temporal entre ellas,
pasando como media uno o dos meses entre localizacion y relocalizacién (anexo I), con
excepciones como el individuo catalogado como 2503, capturado por primera vez el 30
de octubre del 2002 en Cangas de Narcea y recapturado a mediados de abril del 2003 en
Somiedo (2689).

Si observamos el sexo de las muestras en las que se han producido
relocalizaciones, vemos que han sido localizados de nuevo 5 machos, frente a una sola
hembra y 4 individuos sin sexar.

Todos los movimientos realizados por los distintos ejemplares cuyo genotipo ha

vuelto a ser encontrado con posterioridad, pueden verse en los mapas del anexo 1.
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DISCUSION

Aspectos metodolégicos

El empleo de técnicas no invasivas, para caracterizar los individuos de una
poblacién, estimar el censo de las misma y conocer la variabilidad genética, ha
aumentado enormemente en los dltimos afios debido al desarrollo de técnicas cada vez
mds eficientes para la extraccion de ADN a partir de muestras muy pequefias y la
utilizacion de microsatélites. Este tipo de técnicas se muestra a veces como la Unica
alternativa posible en especies muy amenazadas. Sin embargo, el método a partir de
excrementos y pelos no es facil, debido a que el ADN obtenido suele ser escaso y muy
fragmentado.

Por este motivo, a veces un individuo heterocigoto no se detecta, ya que uno de
los alelos se puede perder debido a la poca concentraciéon de ADN. Para solucionar este
problema se realizan multiples replicas de cada andlisis (Taberlet et al., 1996; Taberlet et
al., 1997; Schwartz et al., 1998). Sin embargo, puede ocurrir que la cantidad de ADN sea
tan pequefla que sea imposible realizar todas las replicas necesarias, cuyo 6ptimo ha sido
establecido en siete repeticiones (Taberlet et al., 1997). Algunos autores como Woods et
al. (1999) solucionan este problema incorporando muestras con alta cantidad de ADN, es
decir, muestras recientes recogidas de trampas de pelo en las que se emplean varias
raices.

Nosotros no hemos utilizado el método de trampas de pelo por necesidades de
conservacion de una poblacion como la cantdbrica con bajo numero de individuos. Las
trampas con pelo pueden alterar los habitos alimenticios del oso pardo y fijar individuos a

un drea determinada y por tanto ser objeto de caza ilegal.
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El método empleado de transectos se muestra igual de efectivo que el sistema de
trampas para conocer el tamafio de la poblacién y su estructura genética. Esto es debido a
que fueron realizados en un periodo de un afio, recogidos regularmente y aleatoriamente
por un territorio, y en una poblacion pricticamente cerrada, ya que se estima que son
pocos los individuos que realizan todo su ciclo vital fuera del area de estudio (si
exceptuamos el nucleo oriental).

El nimero de muestras recogidas ha sido mayor que en cualquier estudio previo
realizado para el oso pardo cantdbrico y sélo ha podido ser estudiada, en el periodo de
duracion de este proyecto, una parte de las mismas.

La existencia de varias muestras recogidas en diversos puntos del territorio y
pertenecientes a un mismo individuo validan los resultados de este proyecto.

Dentro de los métodos de extraccion realizados el rendimiento obtenido fue muy
parecido. Para pelos se utilizaron dos métodos: Chelex y fenol-cloroformo. El método de
Chelex es ampliamente utilizado en la bibliografia (Taberlet y Bouvet, 1994; Gagneux et
al., 1997; Taberlet, 1997; Marshall y Ritland, 2002) porque el ADN muestra una
preferencia para pegarse al mismo, y por tanto parece en principio mas eficiente para
muestras con baja calidad de ADN. El tiempo requerido para realizar la extraccién del
ADN con el método de Chelex es relativamente corto. Sin embargo este método tiene la
desventaja de que, una vez extraido, el ADN se conserva mal en el medio y se degrada
mads rdpidamente que en otros tampones (aproximadamente un afio de duracion a —20° C).

El método fenol-cloroformo, el mas comin utilizado en trabajos con buena
calidad de ADN, mostr6 en este estudio resultados muy similares (37.5% frente al 40%
del Chelex) y se muestra mucho mds estable conservandose el ADN durante periodos mas
largos de tiempo. Como conclusiones de este trabajo se valora este método como mas
adecuado por su mayor estabilidad con rendimientos similares.

También se ha comprobado que la limpieza del ADN de inhibidores de la PCR
mediante columnas produce una mejora sustancial en el rendimiento de la amplificacion
de los microsatélites, permitiendo genotipar muestras sobre las que no se habian obtenido

resultado alguno. Ademads, la aparicion de extra-bandas inespecificas permite ver la
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cantidad y calidad de ADN contaminante existente en este tipo de muestras, ademds de
poder discriminar el ADN perteneciente a oso pardo del resto.

También se ha comprobado que el método de la silica para extraer ADN a partir
de las heces es muy efectivo, obteniéndose porcentajes algo mayores de lo esperado
(41.14%) si tenemos en cuenta trabajos similares como el de Taberlet et al. (1997) con un
16.2%, Frantzen et al. (1998) con un 64%, Rey et al. (2000) con un 24.8% o Marshall y
Ritland (2002) con un 44.3%. En la actualidad, ciertas casas comerciales estin
desarrollando nuevos sistemas de extraccion de ADN a partir de muestras de mala
calidad, como heces y tejidos muy degradados.

El nimero de extracciones positivas ha sido aceptable teniendo en cuenta el tipo
de material empleado como fuente de ADN. Pero mds importante es el hecho de haber
obtenido positivos de practicamente toda la zona de muestreo, lo que permite un analisis
mds completo.

De las muestras pertenecientes al nicleo oriental se lograron muy pocos positivos.
Las posibles causas de estos resultados son la gran diferencia genética existente entre los
dos ntcleos (como se verd mds adelante) y la existencia de pocas muestras a causa de la
escasa presencia de 0sos por esas zonas.

El hecho de que de una muestra no se obtenga ADN de oso no supone, en algunos
casos, un fracaso. Es el caso de las muestras catalogadas con los nimeros 2194-2196, de
la que se dudaba si su procedencia era o no de oso. Tras 14 intentos de extraer ADN, se

puede asegurar que el ADN encontrado en esa muestra no pertenece a 0so pardo.

Individualizacion y tamaiio poblacional

La individualizacién de los ejemplares ha permitido identificar en el nucleo
occidental 51 ejemplares y tres en el nicleo oriental entre mayo de 2002 y junio de 2003.
La estima del tamafio poblacional para el nicleo occidental, realizada a través de la curva
de rarefaccion, proporciona un nimero minimo de 81 individuos y un tamafio medio

estimado para esta poblacion de 118 individuos. Estos valores son similares a los valores
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estimados a principios de los afios ochenta (Campo et al., 1984), pero superior a las
estimas mediante el método de osas con crias realizado en los tltimos diez afios. El
método de osas con crias para estimar un censo parte de dos premisas que dificilmente
cumple el nicleo occidental. La primera de ellas es una proporcion de sexos equilibrada,
que no es soportada en principio por nuestros datos, ya que la poblacion parece estar
desplazada a favor de los machos, aunque en menor medida que en el nicleo oriental
(Rey et al., 2000). La segunda es que todas las osas con crias son identificadas, que
parece poco probable.

Ademas, el altimo censo de osas con crias estableceria un ndmero minimo de 70
osos en el nidcleo occidental, lo que no es muy diferente de los 81 estimados en este
trabajo si tenemos en cuenta el desplazamiento del sex-ratio a favor de los machos. La
diferencia estriba en que con el método de osas con crias no se infiere el error de
muestreo y por tanto no es posible estimar un nimero medio probable. El método de
recapturas en una poblacién cerrada y al azar llevado por nosotros si puede estimar un
nimero probable. Sin embargo, todavia el nimero de extracciones positivas (137) no es
muy alto y la varianza por este motivo es grande. El andlisis de un mayor nimero de
muestras a lo largo de los proximos meses sin duda hard mucho mads fiable el nimero

aqui estimado.

El célculo del tamafio efectivo para que una poblacion sea viable ha dado lugar a
numerosos debates y puede depender del organismo. Para los osos pardos se han dado
estimas de poblaciones minimas viables entre 50 y 125 (Shaffer y Samson 1985; Suchy et
al., 1985), unos valores préximos al nimero estimado por nosotros para el ntcleo
occidental. Una poblaciéon minima viable fue definida por Shaffer (1983) como: la que
cuenta al menos con un 95% de probabilidades de sobrevivir al menos 100 afios.
Siguiendo este concepto, Naves et al. (1999) encuentran que con 25 hembras de mdés de
un afio y en diferentes escenarios ambientales, la poblacion occidental cantdbrica no es
viable. Para que sea viable se estima un nimero minimo de 32 hembras independientes

(Naves et al., 1999). Aunque, no se conocen las edades de los individuos aqui censados,
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esta cifra seguramente se alcanzaria con una proporcion de sexos equilibrada. Por este
motivo serdn esenciales los resultados de identificacién de sexos que se realicen en los

préximos meses.

Sexado

La determinacion del porcentaje de sexos (1.8 a favor de los machos o 1.37 si
tenemos en cuenta aquellos individuos en los que todavia no se han determinado todos
los microsatélites) es menor a la hallada por Rey et al. (2000) para la poblacién oriental.
En un estudio previo de unos pocos osos del nicleo occidental, la proporcién de sexos
fue més equilibrada (Doadrio et al., ined.). Un posible error en la determinacién del sexo
masculino es debido a contaminaciones de las muestras si las personas encargadas de su
recogida son varones. Sin embargo, en nuestro caso debemos considerar que todo el
personal encargado de recoger material fue cuidadosamente instruido y equipado para
evitar dicho problema, utilizando mascarillas y frascos especialmente disefiados para este
fin. También es cierto que el nimero de ejemplares sexados es bajo en relacién con el
numero de ejemplares analizados, lo que puede haber sesgado los resultados a favor de un
sexo. De ahi que no podamos ser concluyentes al analizar la proporcién de sexos y que
probablemente la desproporcién observada no sea tan acentuada. Si la desproporcion de
sexos, aunque menos acentuada, queda confirmada en los andlisis posteriores, puede ser
un problema para la recuperacion por diversos motivos. Entre estos cabe destacar la
presencia de pautas de infanticidio (Swenson et al. 1997).

Esta misma desproporcién a favor de los machos fue observada en el oso pardo en
el Pirineo (Taberlet ef al. 1997). En otras poblaciones de oso pardo tanto de Europa como
de Norteamérica y en diferentes ecosistemas, el sex ratio al nacer esta equilibrado, cuando

las muestras estudiadas son grandes (Couturier, 1954; Le Franc et al., 1987).
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Variabilidad Genética

El hecho de que uno de los microsatélites analizado (MU26) haya resultado
monomorfico para esta poblacion, hace pensar que se estdn dando lugar procesos de
fijacion de alelos, lo que supondria una importante disminucién en la variabilidad
genética del nucleo occidental. Ya en el estudio realizado entre 1997 y 2000 se podia
observar que este locus presentaba una variabilidad y un nimero de alelos muy bajos (tres
alelos para la poblacion oriental y s6lo dos para la occidental; Doadrio et al., ined.). La
fijacion de alelos es un fenémeno indicativo de pérdida de variabilidad, debida a la falta
de flujo génico que aporte nuevos alelos y a un elevado nivel de endogamia.

La falta de flujo entre el nicleo occidental y el oriental queda demostrada por el
valor de Nm obtenido, 0.105. Esto significa que el nimero de migrantes por afio es de
0.105 individuos y se interpreta como una interrupcion del flujo génico entre estos
nicleos.

El nimero medio de alelos por locus en la poblacién occidental (A= 5.2) es mayor
que el encontrado en el nucleo oriental (A= 3.4; Rey et al., 2000). Si los dos nucleos
constituyeran una tnica poblacidn, el nimero medio de alelos por locus seria A= 7.16,
debido a que existen alelos que no estdn compartidos por las dos poblaciones. Se puede
observar por tanto una pérdida de variabilidad en las dos poblaciones cantdbricas
especialmente en la poblacién oriental.

El valor en el nimero medio de alelos por locus es muy alto, a nivel global, y esta
dentro de los valores maximos encontrados en la literatura (tabla 11). Estos altos valores
pueden estar relacionados con fendmenos histéricos, como son los procesos de
colonizacién y la existencia de refugios en determinados periodos. La existencia de un
numero alto de alelos (A= 7.16) si consideramos todas las poblaciones, a pesar del bajo
nimero de ejemplares, podrian confirmar la hipétesis de que la Peninsula Ibérica fue un
refugio para la especie en la dltima glaciacion. Si esta hipdtesis fuera cierta la existencia
de una mayor variabilidad en los centros de dispersion con respecto a las dreas de

recolonizacion es un fendmeno bien conocido en las poblaciones animales.
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Hay que tener en cuenta que la heterozigosidad esperada segin la ley de Hardy-
Weinberg puede estar supervalorada, ya que parte de la asuncién de que las poblaciones
son panmicticas. En la poblacién cantdbrica de osos, con una proporciéon de sexos (1.8 o
1.37) desplazada a favor de los machos y en el que no todos los individuos tienen la
misma oportunidad de reproducirse y por tanto contribuir con su genotipo a la
variabilidad total de la poblacién, no se cumplen las condiciones de una poblacién
panmictica y parece mas correcto analizar el valor de la heterozigosidad observada.

Por tanto, tenemos que tener en cuenta que la pérdida de variabilidad en las
poblaciones cantdbricas puede ser mds acusada de lo que se desprende al comparar los
valores en la literatura, ya que puede estar enmascarada por la existencia de una alta
variabilidad inicial, es decir, antes de que se produjera el declive actual.

En cuanto a la heterozigosis observada tanto en el nucleo occidental (Ho= 0.32),
como en el oriental cantdbrico (Ho= 0.39) y en el Pirineo (Ho= 0.39) son muy bajas, si las
comparamos con las obtenidas para los microsatélites de oso pardo, en poblaciones
europeas y americanas (Tabla 11) que se consideran en buen estado de conservacion,
como son la de Alaska Ho = 0.780 (Paetkau et al. 1998) o de diferentes regiones de
Canadd y Estados Unidos Ho = 0.763-0.656 (Waits et al. 1998). Hay que resaltar que
estos datos son comparables ya que se utiliza una misma base de datos, es decir un

numero similar de microsatélites y la misma metodologia de analisis.

Poblacion N A(se) H, H.(se)
Kluane 50 7.38 (0.56) 0.788 0.761 (0.025)
Richardson Mts. 119 7.50 (0.63) 0.766 0.755 (0.030)
Brooks Rge. 148 7.63 (0.50) 0.774 0.749 (0.019)
Escandinavia NS 108 6.20 (0.17) 0.660 0.700 (0.17)
Escandinavia NN 29 5.50 (1.87) 0.660 0.690 (0.16)
Flathead R. 40 6.50 (0.71) 0.694 0.694 (0.027)
Escandinavia S 156 5.40 (1.42) 0.760 0.680 (0.11)
Kuskokwim Mts. 55 6.13 (0.44) 0.700 0.682 (0.026)
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Escandinavia M 88 5.80 (1.70) 0.650 0.670 (0.12)

W. Slope 41 6.38 (0.56) 0.668 0.678 (0.036)
E. Slope 45 7.00 (0.82) 0.644 0.670 (0.062)
Paulatuk 58 5.75 (0.88) 0.657 0.650 (0.058)
Coppermine 36 5.75 (1.03) 0.611 0.605 (0.073)
Yellowstone 57 4.38 (0.60) 0.553 0.554 (0.081)
Kodiak I. 34 2.13(0.35) 0.298 0.265 (0.098)
Espaia oriental 25 3.4 (0.3) 0.394 0.438 (0.071)
Espaia pirineo 6 2 (0.0) 0.389 0.333(0.075)

Tabla 12.- Poblacién y nimero (N) de muestras analizadas, nimero medio de alelos por locus (A),
Heterozigosis media observada por locus (H,), Heterozigosis media esperada por locus (H,).
Datos obtenidos de Paetkau ef al., 1998, Rey et al., 2000 y Wait et al., 2000.

La poblacion del Parque Yellowstone, calificada en peligro y con censos que no
superan los 200 ejemplares, presenta una Ho = 0.55 (Paetkau y Strobeck, 1998) mayor
también que la encontrada en las poblaciones espafiolas. La tinica poblacién conocida con
valores de heterozigosidad mds bajos es la poblacién de las islas Kodiak, que presenta
una variabilidad genética (Ho) de 0.265 (Waits et al., 1998).

Por tanto hay que resaltar que la variabilidad genética de las poblaciones
espafiolas de oso pardo, en términos de heterozigosidad, es la menor de cualquier
poblaciéon conocida si exceptuamos las islas Kodiak. En Yellowstone se recomienda
como medida de gestion imprescindible el aumento de la poblacion para restablecer el
flujo genético si los corredores de migracion de esta poblacién con las restantes no
pueden ser restablecidos (Waits et al., 1998).

La pérdida de variabilidad genética afecta de manera muy similar a las
poblaciones cantdbricas y en todas ellas se aprecia una sensible erosion genética.

Generalmente se acepta que la variacion genética juega un papel muy importante
en la capacidad de respuesta de las poblaciones frente a los cambios del entorno (Soulé,
1980). En animales domésticos y en poblaciones de zooldgico la pérdida de variabilidad

genética tiene unos efectos bien conocidos: disminuye la fertilidad, la resistencia a las
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enfermedades, la productividad y la supervivencia (Wright, 1977). En el caso concreto
del oso pardo existen referencias acerca de la disminucién del nimero de crias por
consanguinidad en poblaciones mantenidas en cautividad (Laikre et al., 1996).

En la actualidad no hay muchos estudios donde se hayan observado sus efectos
sobre poblaciones naturales aunque se asume que impide la recuperacion de las especies

amenazadas y acelera su extincion (Lacy, 1993).

Recientemente algunos autores han demostrado en poblaciones animales que los
riesgos indeseables de una baja variabilidad genética se manifiestan drasticamente cuando
el nimero poblacional disminuye debido a una fragmentacién de la metapoblacion. Ast,
Saccheri et al. (1998) establece una relacion directa entre extincion de una poblacion
natural y la pérdida de variabilidad genética por endogamia en las poblaciones de la
mariposa Bicyclus anynana. Similares son las conclusiones obtenidas en el ave

Tympanuchus cupido (Westemeier et al., 1998)

Las poblaciones cantdbricas parecen haber seguido un patrén de regresién por
fragmentacién en su distribucién que ha conducido a la situacién actual de dos tunicas
poblaciones con un bajo nimero de individuos cada una de ellas. Este modelo es muy
parecido al que describen Saccheri et al. (1998) y Westmeier et al. (1998). En este
modelo, un factor determinante es el nimero poblacional, lo cual parece concordar con la
situacion actual de las poblaciones cantédbricas y se aleja del modelo presente en Kodiak,
con un drea de distribucién continua y con un alto nimero poblacional. Por tanto la baja
variabilidad genética en las poblaciones cantdbricas constituye un riesgo real para su
viabilidad.

Los efectos nocivos de la pérdida de variabilidad genética parece que pueden ser
corregidos en poblaciones cerradas con la introduccién de ejemplares externos que
contribuyan de forma efectiva en la reproduccion. En una poblacion cautiva de peces del
género Aphanius, establecida para programas de cria en cautividad, se observo a lo largo

del tiempo una erosién de la variabilidad genética que fue rdpidamente restaurada con la
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reintroduccion de individuos procedentes del stock salvaje (Schonhuth et al., en prensa).
Esta misma recuperacion de la variabilidad genética fue comprobada en la poblacion de
lobos de Escandinavia que durante mds de diez afios estuvo formada por una unica
manada, con bajos valores de variabilidad genética y depresion por consanguinidad. La
llegada de un solo lobo macho procedente de otra poblacién mejoré su variabilidad y en
apenas una década se increment6 la poblacion en 10-11 manadas (Vila, 2003).

Por todo ello, aunque el nimero de osos en la poblacién cantabrica occidental
parece suficiente para su recuperacion, sobretodo si en posteriores estudios la proporcién
de sexos se equilibra, la pérdida de variabilidad genética es acusada. La unién de los dos
nucleos contribuiria a recuperar la variabilidad genética debido a la presencia de alelos
muy diferentes en ambos nicleos. De la misma forma que la fragmentacion acelera los
procesos de extincidn, la union de nucleos poblacionales acelera de forma considerable la
recuperacion de una especie. Estd fue la medida principal tomada para la recuperacion del
0so pardo en Suecia y que se mostro extraordinariamente efectiva (Swenson, 1995).

Por todo ello se recomienda trabajar en el corredor de separacion entre ambos

nucleos de forma urgente para que se establezca el flujo genético entre poblaciones.

MOVIMIENTOS

Se ha podido observar que los machos se recapturan en mayor proporcion que las
hembras (5:1), posiblemente debido a que las hembras presentan un comportamiento
filopétrico y no se alejan demasiado del lugar donde nacieron (Canfield y Harting, 1987),
lo que hace que sus dreas de campeo sean menores. También parece que los 0sos tienen
un comportamiento recurrente en cuanto a las zonas en las que suelen estar, siendo estas,
zonas ya visitadas anteriormente por el animal (Quenette et al., 2000).

Este hecho puede producir ciertos sesgos a la hora de calcular la proporciéon de
sexos, haciendo que se sobreestime el sexo mds facilmente localizable, en nuestro caso el
masculino. Y serdn mdas sesgados los resultados cuanto menor sea el numero de

ejemplares individualizados del total de la poblacidn.
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Clevenger y Purroy (1988) observaron que ciertos ejemplares del nticleo oriental
recorrian grandes distancias. En este estudio hemos comprobado que la distancia
existente entre las recapturas de un mismo individuo no es excesivamente grande (ver

anexo I).
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CONCLUSIONES

La guarderia realiz6 un muestreo al azar por todo el territorio asturiano ocupado

por el oso cantdbrico entre mayo de 2002 y junio de 2003.

Se ha intentado extraer ADN de 333 muestras de heces (51.23% recibidas) y 53
muestras de pelos (23,14% de las muestras recibidas). Se obtuvieron resultados

positivos en 137 casos para las heces (41.14%) y en 20 casos para los pelos (37.7%)

El nimero de ejemplares individualizados en el nicleo occidental de oso
pardo cantdbrico entre mayo de 2002 y junio de 2003 fue de 51, de estos se sexaron 28
individuos de los cuales 10 fueron hembras y 18 machos. Si se estiman que las muestras
para las que no se han estudiado todos los microsatélites pertenecen a individuos
diferentes, encontrariamos 22 machos y 16 hembras. El nimero de individuos sexados
es todavia pequefio y existen algunos datos para pensar que esta desproporcion no es tan

grande como la previamente observada.

Se ha estimado por el método de capturas acumuladas que el niimero
minimo de osos en el nicleo occidental es de 81 y el nimero medio estimado para la
poblacién de 118. Son valores ligeramente mas altos que los dados para el nicleo

occidental en los dltimos afos mediante el censo de osas con crias.

La aparicion de individuos en muestras con localidades y fechas

diferentes, implica que se pueden conocer las pautas de dispersion.

Los osos machos recorren mayores distancias que las hembras, siendo por ello
mas probable la recoleccion de muestras de este sexo. Sin embargo, las distancias

recorridas no son excesivamente grandes.

La variabilidad genética de la poblacion occidental fue de Ho=0.32 'y
He= 0.51. Esta variabilidad fue pequeiia si la comparamos con otras poblaciones de 0so

pardo conocidas.
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Entre los dos nucleos se observaron diferencias importantes en los alelos
presentes, asi como una interrupcién del flujo genético entre los nicleos, medido a
través del pardmetro Nm. Si se recuperara el flujo, se favoreceria la recuperacion de la

variabilidad genética y la probabilidad de supervivencia aumentaria considerablemente.
Se hace necesario, que exista el intercambio genético inmediato entre

ambos nucleos para ello debe realizarse la mejora del habitat y eliminar las barreras

artificiales existentes en la zona situada entre ambos nucleos.
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