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Abstract

The black bear (Ursus americanus) has been present in North America at least during
3 million years ago. Climatic changes from last glaciation drove black bears to seek
refuge in two regions of North America, one in the Pacific side and other in the Atlantic
side, shaping the present genetic structure of this ursid. Literature reports attempting
to confirm these hypotheses have not included samples from Mexico. Therefore, this
research examined the genetic variation of black bear populations from all over its range,
to find out if Mexican populations of the black bear belong to the phylogenetic branch
of the Pacific clade or to that of the Atlantic clade. DNA sequences of the mitochondrial
control region were obtained from scat samples collected in northern Mexico and from
data downloaded from GenBank. Phylogenetic analyses confirmed the existence of one
clade west of the Rocky Mountains and a second clade to the east of the same mountains,
including the mountains themselves. In addition, our data also showed that Mexican
populations of the black bear are nested into the phylogenetic branch of the Atlantic
side. This research thus supports that genetic structure of Mexican black bears may have
been influenced by climatic changes of the last glaciation period. Further research is
needed to better understand genetic distances between eastern and western populations
of Mexican black bears. Conservation efforts to protect black bears in Mexico must
consider their origin and phylogenetic relationships.

Keywords: Carinivore, Conservation, Genetic diversity, North America, Pleistocene
refugia, Ursidae.

Resumen

El oso negro americano (Ursus americanus) ha estado presente en Norteamérica durante
al menos 3 millones de afos. Las fluctuaciones climdticas que se suscitaron durante
la dltima glaciacion forzaron a los osos negros a refugiarse en dos areas geograficas
especificas tanto en el Pacifico como en el Atlantico, lo cual influy6 en la estructura
demografica genética actual de este Ursido. Estudios que han intentado confirmar esta
hipdtesis no han incluido muestras de México. Por lo que este estudio presenta un estudio
filogenético del oso negro a lo largo de toda su distribucién geogréfica, y asi determinar
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si las poblaciones mexicanas del oso negro pertenecen al linaje filogenético del clado
del Océano Pacifico o a el clado del Atlantico. Las secuencias de la region control del
DNA mitocondrial fueron obtenidas de muestras de excrementos recolectadas en el
norte de México y de datos descargados de GenBank. El andlisis filogenético confirmé
la presencia de un clado al oeste de las Montafnas Rocallosas y un segundo clado que
incluyen a las montafas Rocallosas y al este de estas. En adicion, nuestros resultados
sugieren que las poblaciones mexicanas de 0so negro se encuentran inmersas dentro
del linaje del Atlantico. Esta investigacion soporta la hipétesis de que la estructura
genética del oso negro mexicano fue influenciada por los cambios climaticos suscitados
en la dltima glaciacién. Futuras investigaciones son necesarias para tener un mejor
entendimiento de las distancias genéticas presente entre las poblaciones de oso negro del
este y del oeste de México. Los esfuerzos de conservacion para proteger las poblaciones
de 0so negro en México deben considerar su origen y sus relaciones filogenéticas.

Palabras clave: Carnivora, Conservacion, Diversidad genética, Norteamérica, Refugios
pleistocénicos, Ursidae.

Introduccion

El oso negro americano (Ursus americanus) es el Grsido con mayor distribucion en el
Continente Americano y es el carnivoro terrestre de mayor tamafo que se encuentra en
México. Infortunadamente, esta especie sufrié una dramatica disminucion en el nimero
y tamano de sus poblaciones originales a mediados del siglo XX como consecuencia
de las actividades antropogénicas (Servheen et al. 1999). Gracias a la proteccién por
parte de las leyes mexicanas, de algunos rancheros y a un cambio general en la actitud
de la gente hacia este mamifero, en afios recientes se ha observado un fenémeno de
incremento y expansion de sus poblaciones hacia areas de distribucion histérica
(Onorato et al. 2004). Para asegurar la viabilidad y la permanencia de las poblaciones
de esta especie en territorio mexicano, se requiere promover proyectos de conservacion
y mantenimiento a largo plazo para lo cual es necesario considerar el conocimiento de
su diversidad genética y entender los procesos histéricos que influyeron en la estructura
genética de sus poblaciones actuales.

La variabilidad genética es la materia prima de la evolucién, de la cual depende la
adaptacion y la formacion de nuevas especies. La fragmentacion del hédbitat es un factor
que disminuye dicha variabilidad ya que en las poblaciones pequenas y fragmentadas
presentan muy poco o nulo flujo génico (Amos y Harwood 1998). El oso negro, al igual
que los demas carnivoros grandes, es mas susceptible a la pérdida de variacién genética,
a causa de la fragmentacion del habitat, debido a su amplio ambito hogarefio y amplio
intervalo generacional (Paetkau y Strobeck 1994). Sin duda este aspecto es relevante para
el tema de la genética de la conservacion de este ursido, ya que la erosién del material
genético y del potencial evolutivo que esto puede representar, pone a esta especie en
peligro, volviéndola potencialmente incapaz a adaptarse a los cambios ambientales
(Hartl y Clark 1989). El mantenimiento de la variacion genética incrementa la calidad de
los individuos en una poblacién. Por lo tanto, si se conocen los problemas derivados de
la fragmentacion del habitat y la estructura genética del oso negro en México, se podra
contar con mayor informacién para disefiar acciones que ayuden a su conservacion.
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Figura 1. Distribucion de
los clados continental y
del Pacifico que presenta
el oso negro americano
(Ursus americanus).
Modificado de Wooding
y Ward (1997).
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Infortunadamente, se desconoce la situacién actual de la diversidad genética de
este carnivoro, particularmente en México. Escasos estudios han utilizado marcadores
moleculares para estimar su variaciéon genética en poblaciones mds nortefias. Se ha
propuesto por ejemplo, que existen dos linajes de esta especie en el noroeste americano
(Wooding y Ward 1997). Un linaje se distribuye desde el sur de los estados canadienses
de Alberta y la Columbia Britanica hasta el norte de California y el segundo se extiende
desde el interior de Alaska hacia el sur en Oregon y Nuevo México y del este de Terranova
a Florida (Fig. 1; Cronin et al. 1991; Paetkau y Strobeck 1996; Byun et al. 1997; Wooding
y Ward 1997; Stone y Cook 2000).
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Se piensa que estos linajes pudieron haber sido el resultado de los cambios climéticos
presentes durante el Pleistoceno cuando Canada estuvo practicamente cubierto en su
totalidad por hielo y las tierras colindantes mas al sur presentaron un clima muy arido.
Esto trajo como consecuencia la contraccion de los bosques a dos regiones especificas,
una en el Océano Pacifico y otra en el Océano Atlantico que pudieron haber fungido
como centros de refugio para el oso negro (Wooding y Ward 1997). Una vez reducidos
dichos glaciares hubo una importante reorganizacién en la vegetacién, dandose una
substitucion de las areas abiertas por bosques templados, lo que favorecié la expansion
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demografica de varias especies, entre ellas el oso negro americano (Lessa et al. 2003). Por

desgracia, estos reportes no incluyeron las poblaciones que se distribuyen en territorio
mexicano, por lo que la historia evolutiva de este mamifero es atin desconocida. El

objetivo del presente trabajo es evaluar a qué linaje evolutivo pertenecen las poblaciones

de 0so negro mexicanas mediante la estimacion de la diversidad genética y su analisis
filogenético.

Material
y Métodos

Obtencion de muestras. Se colectaron 291 excrementos frescos de oso negro durante
recorridos a pie por veredas, caminos y cafiadas en los sitios en donde se ha evidenciado

su presencia en los estados mexicanos de Coahuila y Nuevo Le6n. Por otro lado,

se obtuvo hueso turbinal de la nariz de dos ejemplares custodiados en colecciones
cientificas, uno en el Laboratorio de Ecologia de Poblaciones de la Universidad
Auténoma de Hidalgo (CIB-CM-335, ejemplar recolectado del estado de Hidalgo), y

otro (no. 1244) en la Coleccién Nacional de Mamiferos (CNMA), Instituto de Biologia,
Universidad Nacional Autbnoma de México, proveniente del, estado de Chihuahua.
Asimismo se obtuvieron 10 dientes de individuos provenientes de Serranias del Burro

en el Norte de Coahuila, y dos muestras de tejido fresco, una de un oso atropellado en

el Municipio de Monterrey, Nuevo Leén (cedidas por la Secretaria de Medio Ambiente

y Recursos Naturales, México), y otra de un ejemplar de [a CNMA (44498).

Extraccion y amplificacion del DNA. EI DNA de los excrementos se obtuvo empleando
el kit comercial QiAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen). En el caso del hueso, se
pulverizaron 25 mg que fueron descalcificados con EDTA (0.5M, pH 8.0) por cinco
dias antes de extraer el DNA con el kit comercial Qiagen DNeasy tissue extraction
kit (Qiagen). La amplificacién del gen de la Regién Control del DNA mitocondrial se
realiz6 usando la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) a partir de
9 ml de Green taq, 0.2 ml de_albdmina sérica bovina al 7.5%, 0.2 ml de CIMg,, 0.3
ml de cada primer (F-CTCCACTATCAGCACCCAAAG y R-GGAGCGAGAGGTACACGT;
Varas et al. 2006), y 5 ml de DNA en un volumen final de 15 ml. El perfil térmico tuvo
una desnaturalizacion inicial de 94 °C por tres minutos, 40 ciclos de 94 °C durante 30's,
30 s de temperatura de alineacién (50° C), 72 °C durante 30 s, seguido por una extension
de 72 °C por 7 min.

Secuenciacion del DNA. Los productos de PCR fueron purificados y sus secuencias
elaboradas utilizando un secuenciador (Bl PRISM 3100, ADN Sequencher, Applied
Biosystems), las cuales se editaron utilizando el software Sequencher 4.6 (Gene Codes
Corporation 2006). Ademas, se efectud un analisis Blast en la pagina Web de la NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar que nuestras muestras correspondian a
las de oso negro, y posteriormente se alinearon (forward y reverse) usando el programa
BiokEdit (Hall 1999).

Adicionalmente, se obtuvieron nueve secuencias de la region norte del estado
de Sonora, México, y 10 secuencias de Arizona, EE.UU. Finalmente se descargaron
de GenBank 32 secuencias del gen Regién Control de oso negro correspondientes a
los haplotipos 1-19 (nimero de acceso de GenBank AF012305-AF012323) descritos
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Figura 2. Ubicacién
geografica de los haplotipos
del gen Regién Control
del DNA mitocondrial
obtenidos para el oso
negro americano (Ursus
americanus), a lo largo
de toda su drea de
distribuciéon actual.  Los
haplotipos descritos por
Wooding y Ward (1997),
se representan con los
ndmeros 1 al 19, los
descritos por Onorato et al.
(2004) con las letras A al E
y los descritos por Van Den
Bussche et al. (2009) con
las letras F al M. El resto de
color azul son haplotipos
encontrados  en  este
estudio y que se muestran
en la red de haplotipos.
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por Wooding y Ward (1997), a los haplotipos A-E (nimero de acceso de GenBank
AY334363-AY334367) descritos por Onorato et al. (2004) y a los haplotipos F-M
(nimero de acceso de GenBank FJ619652-FJ619659) descritos por Van Den Bussche et
al. (2009; Fig. 2).

16 ¥ 17

1,6,17,18 y 19

9,10,12,13y 14

1y17 w’.b gyl0
< P 9y 11
%™
1,2,4,7,17y19 £ ’ ?7
2y — =
16317 '- L \ ""
1,3y5 1 * L~ B'E'FYHBEF ,
,EFy
AZ_PINO2 ByC

AZ_PELO2

Diversidad y estructura genética. Para detectar el polimorfismo entre las poblaciones
mexicanas de oso negro, se utilizo el software DnaSP version 5 (Librado y Rozas 2009)
con el cual se detectaron los niveles de diversidad nucleotidica () y diversidad haplotipica
mitocondrial (h) para cada grupo (excluyendo indels). Los niveles de diferenciacion
poblacional (pairwise FST) y en general la diferenciaciéon genética, se calcularon
utilizando el software Arlequin versién 2.000 (Excoffier et al. 2005). Para estimar las
relaciones genealdgicas entre las secuencias del gen mitocondrial de la Regién Control
se construy6 una red de haplotipos usando el programa TCS (Clement et al. 2000).

Para determinar la estructura genética y la diferenciaciéon de las poblaciones
mexicanas de o0so negro, se realizé una prueba de varianza molecular (AMOVA). La
relacién entre la distancia genética y la distancia geogréfica se analizé utilizando
una prueba de Mantel con 10,000 permutaciones. Ambas pruebas se realizaron con
Arlequin v.3.4.1.3 (Excoffier y Lischer 2010). Se estimé una matriz de distancia genética
ocupando el modelo de evolucién molecular 2 parametro de Kimura (K2P; Kimura 1980)
en el software Mega 4.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis; Tamura et al. 2007).
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La matriz de distancia geografica se obtuvo con el software Geographic Distance Matrix
Generator v.1.2.3.

Andlisis filogenéticos. Para obtener una aproximacion de la historia evolutiva del oso
negro americano en México, las secuencias fueron analizadas con dos diferentes
aproximaciones: maxima verosimilitud e inferencia bayesiana. Para ambos andlisis, se
eligié el modelo evolutivo que mejor se ajustara a nuestros datos usando el programa
JMODELTEST 0.1.1 (Posada y Crandall 2008). El andlisis de maxima verosimilitud se realiz6
utilizando el software RaxMl (Stamatakis et al. 2008). El soporte de los nodos se obtuvo por
medio de los valores de bootstrap (Felsenstein 1985).

Para el analisis de inferencia Bayesiana se utiliz6 el programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist
y Huelsenbeck 2003). El analisis fue realizado con cuatro iteraciones de Monte Carlo
(MCMC) de cadenas de Markov con 10,000,000 generaciones con una frecuencia de
muestreo de 200, resultando en 50,001 arboles. Una vez terminado este andlisis, se realizd
una inspeccion visual de los valores del pardmetro estimado de MCMC con TRACER 1.5
(Rambaut y Drummond 2009), para comprobar los valores estimados de la ejecucion y
el arbol de consenso fue generado con el software TreeAnotator versiéon 1.6 (Rambaut y
Drummond 2009) después de la eliminacién del 20% como burn-in.

Se gener6 un arbol de consenso de regla de mayoria del 50% en MrBayes con un apoyo
de un clado indicado como probabilidades posteriores. A partir de un burnin del 10%, los
arboles generados fueron enraizados con la secuencia de la Regién Control perteneciente
al panda gigante (Ailuropoda melanoleuca; GenBank HQ540590; Hu et al. 2010), el
0s0 negro asidtico (Ursus thibethanus; GenBank AB013073; Matsuhashi et al. 1999), el
oso malayo (Ursus malayanus; GenBank AB098551; Onuma et al. en prensa); el oso gris
(Ursus arctos; GenBank HQ602653; Kocijan et al. 2011) y el oso polar (Ursus maritimus;
GenBank JF900157; Edwards et al. 2011). Para evaluar la divergencia de las secuencias a
una escala temporal entre las poblaciones de la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre
Oriental en México se utilizé el programa Beast v. 1.6.1 (Drummond et al. 2007).

Resultados
Diversidad y estructura genéticas. En este estudio se analiz6 un total de 78 secuencias del

gene Region Control del DNA mitocondrial de Ursus americanus de 373 pares de bases
cada una. De ellas, 32 haplotipos fueron descargados de la base de datos internacional
GenBank, y 10 secuencias de Arizona y nueve secuencias del norte de Sonora fueron
donados por la Universidad de Arizona, mientras que 27 secuencias de poblaciones
mexicanas del oso negro se amplificaron en este estudio: 26 de la Sierra Madre Oriental y
una, de la Sierra Madre Occidental (Chihuahua; Tabla 1).

Nuestros resultados indican que la diversidad haplotipica varié entre poblaciones,
siendo alta en la Sierra de Zapalinamé, Sierra de Picachos y Sierra los Ajos (h = 0.824,
1y 1 respectivamente), mientras que fue baja en Serranias el Burro y en la Sierra de San
Luis, (h = 0.286 y 0.333 respectivamente; Tabla 2); el promedio total de h = 0.676 fue
moderado.

Se obtuvo una red de haplotipos (Fig. 3) cuya estructura muestra una division en dos
grupos: el primero incluye los haplotipos localizados en la Sierra Madre Oriental, mientras
que el segundo estad alejado del primero por un solo paso mutacional y se encuentra
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integrado por los haplotipos encontrados en las Sierras de San Luis y Los Ajos en el estado
de Sonora, asi como los haplotipos localizados en Arizona, EE.UU.

Las distancias genéticas entre los diferentes haplotipos que se encontraron en
México mostraron que la mayor distancia se encontré entre una muestra de la Sierra
de Zapalinamé y otra de la Sierra de Picachos (21 diferencias entre pares de secuencias
y una diversidad del 60%). En general se observé que dos haplotipos de la Sierra de
Zapalinamé (Zapaliname 08 y Zapaliname 09), muestran valores muy altos de distancia
genética respecto a los demds haplotipos muestreados.

Distribucion

secuencias

Localidad Haplotipo

obtenidas a partir de
la amplificacién de un
fragmento de 373 pb
de la Regién Control
del DNA mitocondrial
obtenidos para Ursus
americanus en México.

Sierra de Zapalinamé, Coahuila

Serranias del Burro, Coahuila

1,2,4,5,13,18,19,27,33,43,58,62,66,A,B, Cy15

2,6,7,8,9,10, Muzquiz, A, B, Cy 15

Sierra de Picachos, Nuevo Ledn 23,27,28,37

Hidalgo Hidalgo

Monterrey, Nuevo Le6n Monterrey

Sierra San Luis, Sonora 1,2,3,4,59,29, D, Ey 1
Sierra Los Ajos, Sonora 6,7,D,Ey1

Chihuahua Chihuahua

La segregacion geografica de las poblaciones mexicanas de oso negro puesta a prueba
con el analisis AMOVA, reconocié una diferenciacién entre las poblaciones situadas
en la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental. Los datos indican que la
poblacion de Arizona tiene valores de diferenciacion significativos respecto a todas las
poblaciones mexicanas (Tabla 3). Ademas, el valor global de F_ fue de 0.49 (P < 0.05),
que implica una alta diferenciacion entre poblaciones, segin la escala de Nei (1987)
cuando F_ > 0.25. Se encontr6 que la mayor varianza en la diversidad genética, con un
valor de 50.83%, esta dada por las diferencias dentro de las poblaciones. El segundo
componente que aporta una considerable cantidad de variacién engloba las diferencias
entre poblaciones, con un 47.66%. Por otro lado, se encontré que existe una relacion
directa entre las distancias genéticas de los osos y la distancia geogréfica de sus lugares
de residencia. Inclusive, este resultado fue consistente con un modelo de aislamiento
por distancia (r, = 0.69, P = 0.005, a = 0.05).

Andlisis filogenético. El modelo evolutivo que arrojé un arbol de consenso por mayoria
del 50% fue el GTR+G. La topologia del arbol obtenido para las poblaciones de oso
negro muestra la presencia de dos linajes principales, uno distribuido desde el sur de
Alberta y la Columbia Britdnica a lo largo del Pacifico hasta California, previamente
descrito por Wooding y Ward 1997, y el cual se prolongé en este estudio hasta Arizona
(Fig. 4). El segundo linaje se encontré en el interior del continente y se dividié en dos
subclados, uno “Central” donde se incluyé la mayoria de las poblaciones de osos de
la Sierra Madre Occidental México, Arizona, y las Rocallosas, Estados Unidos y otro
subclado del “Este” en el que se incluyeron las poblaciones de la Sierra Madre Oriental
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en México, y Texas, Arkansas, Minnesota y Louisiana en Estados Unidos (Fig. 4). A partir
del andlisis para calcular el tiempo de divergencia entre los clados de la Sierra Madre
Occidental y la Sierra Madre Oriental, se estimé una divergencia de 1.09 millones de
anos.

Localidad N k h T
Sierra de Zapaliname 14 2964 0.824 0.00898
Serranias del Burro 7 0.286 0.286 0.00128
Sierra de Picachos 4 8.167 1 0.00246
Sierra de San Luis 6 0.333 0.333 0.00108
Sierra Los Ajos 2 2.000 1 0.00647
Hidalgo 1 _ - -
Monterrey 1 - - -

Casas Grandes 1 - - )

Total 36 4.437 0.676 0.02958

Tabla 2. Diversidad
genética de las
diferentes poblaciones
de 0so negro americano
de la  Sierra Madre
Oriental y Sierra Madre
Occidental,  México.
Se muestra el tamano
de muestra (N), nimero
promedio de diferencias
nucleotidicas  (k), la
diversidad haplotipica
(h =0286 - 1)y la
diversidad nucleotidica
(m 0-00108
0.00898).

Discusion

El muestreo no invasivo del DNA fecal es una alternativa recomendada para los estudios
de biologia molecular de especies silvestres evasivas o que se encuentren en alguna
categoria de riesgo de extincién para favorecer su conservacion, como es el caso de
los grandes carnivoros (Maldonado 2006). Varios estudios han presentado con éxito
datos obtenidos del DNA aislado de excrementos que han demostrado una forma
eficaz de obtener informacién sobre poblaciones silvestres animales, sin la necesidad
de capturar u observar a los individuos (Wasser et al. 1997; Kohn et al. 1999; Ernest
et al. 2000). De forma similar, nuestro estudio pudo obtener informacién biolégica
valiosa de excrementos del oso negro. Por lo tanto, los datos de este trabajo demuestran
que la colecta no invasiva de muestras fecales para la obtencién de DNA mitocondrial
puede tener implicaciones importantes favorables para enriquecer el conocimiento y
conservacion de este Ursido.

El andlisis y manejo de dichas secuencias de DNA permiti6é explorar y analizar la
controversia que existe en la literatura respecto a las relaciones filogenéticas existentes
entre oso el negro americano (Ursus americanus), el oso negro asidtico (Ursus tibetanus)
y el oso malayo (Ursus malayanus).
proteinica indican que el oso malayo y el oso negro asidtico son especies hermanas
(Goldman Giri y O Brian 1989), y que en conjunto son especies hermanas del grupo que
conforma el oso gris (Ursus arctos) y el oso polar (Ursus maritimus; Zhang y Ryder 1994;
Waits et al. 1999). Por otro lado, resultados del analisis de DNA nuclear sugieren que
el 0so negro americano es grupo hermano del oso negro asiatico (Talbot y Shields 1996;
Yu et al. 2004; Hou et al. 2007; Krause et al. 2008); ademas, otras investigaciones que
reportan estudios con ADN mitocondrial y nuclear muestran que el oso negro americano
y el oso malayo son taxones hermanos (Zhang y Ryder 1993; 1994). Los resultados
de nuestro estudio apoyan esta Gltima propuesta, pues el clado que contiene todas las

Por un lado, resultados basados en variacion
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Figura 3. Red de haplotipos
para las secuencias del
gen Regién Control del
DNA  mitocondrial  del
0S0  negro  americano
(Ursus americanus) de
México y Arizona. Los
circulos  negros sobre
las lineas corresponden
al ndmero total de pasos
mutacionales; donde
no se aprecia un circulo
sobre la linea, implica
un solo paso. Se aprecia
que los haplotipos de la
Sierra Madre  Oriental
tienden a agruparse entre
si, a excepcion del dnico
haplotipo recolectado
de Chihuahua, mientras
que los haplotipos de la
Sierra Madre Occidental

se agrupan con las
poblaciones de Arizona
(agrupadas dentro  del
circulo rojo).
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muestras del oso negro tiene como grupo hermano al oso himalayo con soportes de
rama apropiados; los otros osos del género examinados U. thibetanus, U. arctos y U.
maritimus se aglutinan en un clado hermano. Por lo tanto, la posicion filogenética del
linaje evolutivo de las poblaciones de oso negro de México queda claramente marcada.

En este estudio se determiné que los haplotipos D y E reportados por Onorato et
al. (2004) que corresponden a un segmento del citocromo B y de la Region Control,
no presentaron variacion en el fragmento correspondiente solo a la Regién Control,
por lo que se consideraron como un mismo haplotipo y el cual coincidié con con el
haplotipo 1 reportado anteriormente por Wooding y Ward (1997); éste se registr6 en las
Sierras de San Luis y Los Ajos en el norte del estado de Sonora, México, dentro de la
Sierra Madre Occidental. Los haplotipos A, B y C reportados por Onorato et al. (2004)
también corresponden a un Unico haplotipo para la Regién Control y coincide con el
haplotipo 15 encontrado por Wodding y Ward (1997); esta secuencia se registr6 en la
Sierra de Zapalinamé y Serranias del Burro en el estado de Coahuila sobre la Sierra
Madre Oriental.

@
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&

Monterrey

08

11

OSierra de Zapalinamé @ Sierra de Picachos @ Serraniasdel Burro @Sierra San Luis @Sierra los Ajos

Por su parte, nuestro analisis filogenético de las secuencias del gene Regién Control
del DNA mitocondrial de las poblaciones de oso negro americano confirmé que el
linaje evolutivo de esta especie estda compuesto de dos ramas. Una de ellas es la que
presenta una distribucién geogréfica a lo largo de la vertiente del Pacifico; la otra, se
refiere al linaje Continental. Este hallazgo coincide con los resultados reportados por
Wooding y Ward (1997), quienes sugirieron que dichas ramas se originaron a partir de
dos refugios pleistocénicos, uno al norte de California (rama Pacifico), y otro de Florida
(rama Continental).

La existencia de estos refugios se sustenta a partir del registro fosil del polen que revela
que aunque los bosques actuales se extienden ampliamente en toda Norteamérica, su
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distribucion durante el Pleistoceno estuvo restringida a dos pequefias regiones, una en el
Océano Pacifico y otra en el Océano Atlantico (Webb et al. 1993). Asi mismo, el estudio
filogeografico realizado para otras especies nearticas como el pdjaro carbonero boreal
(Parus hudsonicus), el pajaro carbonero de lomo castaio (P. rufescens), la zorra gris
(Urocyon cinereargenteus), la ardilla voladora nortefa (Glaucomys sabrinus), la zorra
roja (Vulpes vulpes), el ratén meteorito de cola larga (Microtus longicaudus), la marta
americana (Martes americana) y la ardilla de pino amarillo (Tamias amoenus) presentan
linajes con distribucién similar a los propuestos para el oso negro americano (Wooding
y Ward 1997; Arbogast 1999; Demboski et al. 1999; Demboski y Sullivan 2003; Aubry
et al. 2009; Conroy y Cook 2000).

Tabla 3. Medidas de
diferenciacion genética
pareada  entre las
poblaciones de Ursus
americanus basado en
el Andlisis de Varianza
Molecular  (AMOVA).
Calculos basados
en el andlisis de un
fragmento de 373 pb
de la Region Control
mitocondrial.

Zapalinamé Burros Picachos San Luis Los Ajos

Sierra de
Zapalinamé
Serranias
ol Bume 0.387 + 0.043
Sierra de

! 0.144 £ 0.041  0.576 + 0.041
Picachos
Sierra de 0.000 + 0.000*  0.000 + 0.000*  0.009 = 0.009*
San Luis
/i'gsra Los 0.000 + 0.000*  0.036 + 0.015* 0.153 +0.033  0.423 + 0.040
Arizona

0.000 £ 0.000*  0.000 + 0.000*  0.000 + 0.000* 0.000 + 0.000* 0.000 + 0.000*

En este estudio el linaje del Pacifico se extendié mas al sur de lo que habia descrito
Wooding y Ward (1997), debido a que nuestro estudio registr6 un haplotipo de dicha
rama en Arizona; sin embargo, se requiere un tamafo de muestra mayor de esa regién
para sustentar verazmente su presencia. Similarmente, es interesante mencionar que el
haplotipo registrado para Casas Grandes, Chihuahua, en la Sierra Madre Occidental,
qued6 como parte del subclado del Este y no dentro del subclado Central como era
de esperarse, por lo que es necesario aumentar el muestreo para evaluar la veracidad
de nuestros resultados. De confirmar este hallazgo se podria sugerir que a pesar de
la distancia geogréfica que existe entre la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre
Occidental, existe un flujo génico entre las diferentes poblaciones a través de las “islas
de cielo” que permiten el flujo genético de las especies de acuerdo con un modelo de
islas. Existe informacion publicada que demuestra que los osos son capaces de atravesar
barreras fisicas como los desiertos extensos (Onorato et al. 2004; Atwood et al. 2011).
El estudio de la diversidad genética es imprescindible para el desarrollo de estrategias
de conservacién a corto y a largo plazo. Por ejemplo, un estudio realizado con el
lobo mexicano (Canis lupus baileyi), subespecie de lobo gris extinta en su ambiente
silvestre en México, demostr6é que los individuos de las poblaciones cautivas pueden
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Figura 4. Arbol  de
probabilidades posteriores
construido con secuencias
de la Regién Control del
0s0 negro americano bajo
el modelo de sustitucién
de nucledtidos GTR+G.
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entrecruzarse para aumentar su diversidad genética y evitar la consanguinidad sin que
se vea comprometida su pureza (Garcia-Moreno et al. 1996). Estos hallazgos resultan
afortunados sobre todo si se considera que los niveles normales de variabilidad genética
intraespecifica en los carnivoros son generalmente bajos (Avise et al. 1998). Nuestros
resultados, en el caso del oso negro, produjeron valores de intermedios a altos (Tabla 2),
por ejemplo, en el caso de Serranias del Burro en el norte de Coahuila y en la Sierra de
San Luis en Sonora, los niveles fueron intermedios, lo que probablemente se debi6 a que
el tamano de muestra fue pequeno. Estos datos son comparables con poblaciones de
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0so negro de latitudes mas nortenas calculadas a partir del uso de microsatélites, como
es el caso de Terranova, Canada (36%; Paetkau y Strobeck 1994), de Florida (27%; Dixon
et al. 2006), de la Isla de Kodiak en Alaska (36%; Paetkau y Strobeck 1994) y de Mobile
River Basin, Alabama (31.6%; Edwards 2002), asi como en el limite entre Alabama y
Mississippi (38%-42%; Warrillow et al. 2001) Estados Unidos.

Por otro lado, las poblaciones de oso negro provenientes de la Sierra de Zapalinamé,
Coahuila, y Sierra de Picachos, Nuevo Ledn, presentaron valores de diversidad genética
alta (82.4%-100%), comparables con los valores reportados al sur de Quebec, suroeste
de Alberta (Paetkau y Strobeck 1994) y costa media y sureste de la Columbia Britanica en
Canada (62%-81%; Woods et al. 1999; Marshall y Ritland 2002), asi como en el oeste
de Arkansas (72.8%,; Csiki et al. 2003), norte de Wisconsin (> 0.77%; Belant et al. 2005),
norte de Idaho (79%; Cushman et al. 2006), norte de Florida (71%; Dixon et al. 2006)
y costa norte de California (63%; Brown et al. 2009), Estados Unidos, al igual que entre
el limite de Coahuila, México y oeste de Texas, Estados Unidos (71.7%; Onorato et al.
2007).

Como es conocido para otras especies de la fauna silvestre, también la diversidad
genética de las poblaciones mexicanas de oso negro pudieron ser afectadas por la
fragmentacion de los ecosistemas debido a perturbacién antropoldgica, ya que en
México en particular durante el siglo XX, la distribucién histérica del oso negro se
redujo hasta en un 20% (SEMARNAT 2010). Asi mismo, como se ha documentado
para otros vertebrados (Herndndez-Bolanos et al. 2007), la presencia del Desierto
Chihuahuense podria representar una barrera biogeografica que limita el flujo génico
entre las poblaciones presentes en Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental,
ocasionando que se fijen alelos Gnicos para ciertas poblaciones aisladas.

Dicha restricciéon a la migracién de este Grsido entre ambas sierras es evidente al
observar que las poblaciones de oso negro de la frontera México-Texas y Sierra Madre
Oriental presentan haplotipos Gnicos para cada Sierra, lo cual coincide con lo encontrado
por la red de haplotipos que justamente distingue a los dos grupos, separados por un
paso mutacional. Esto también tiene sentido si se considera que los resultados de la
prueba de Mantel apoyan la hipétesis de un flujo génico restringido, indicando que existe
una correlacién concordante con el modelo de aislamiento por distancia geogréfica,
ya que la distribucién es distinta de lo que se esperaria por azar. Sin embargo, esta
interpretacion debe tomarse con precaucion debido a que este estudio fue hecho con
un solo marcador molecular mitocondrial, por lo que resulta recomendable utilizar
marcadores moleculares adicionales.

De acuerdo con los datos del reloj molecular, los sublinajes de la Sierra Madre Oriental
y Sierra Madre Occidental, México, se separaron al inicio de una nueva glaciacion (el
Nebrasquiense hace 1.1 millones de anos; Dort 1966), lo que podria explicar en parte
la distribucion geogréfica actual de los haplotipos. Se ha documentado que durante los
periodos glaciares, en el norte de México prevalecié un decremento en la temperatura
ambiental, existiendo un aumento en las lluvias, lo que produjo ambientes abiertos mas
templados, caso contrario a lo que sucedi6 durante los periodos interglaciales, donde
prevalecié un aumento de la aridez de los desiertos (Metcalfe et al. 2000; Lozano-Garcia
y Vazquez-Selem 2005; Metcalfe 2006); es conocido también que el oso negro prefiere
ambientes boscosos con cobertura densa. Por otra parte, también se ha documentado



Conclusiones

que la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental fungieron como corredores
biogeograficos con el territorio actual de Estados Unidos durante el Pleistoceno (Ceballos,
Arroyo-Cabrales y Ponce 2010). Sin duda, esas evidencias histéricas apoyan nuestros
resultados genéticos que ponen de manifiesto movimientos poblacionales del oso negro
durante la conformacioén de su linaje.

El conocimiento de la historia evolutiva del oso negro y sus caracteristicas genéticas
indica que las poblaciones mexicanas son distintivas y tienen una relacién cercana
de parentesco filogenético con las poblaciones de latitudes mas nortenas con quienes
comparten ancestros desde mediados del Pleistoceno. En particular, los osos negros
de México pertenecen a la rama del linaje continental por lo que cualquier plan de
conservacion de esta especie debe considerar sus niveles de diversidad genética y su
ancestria. Es evidente de este estudio que cualquier accion de generar barreras no
naturales en su area de distribuciéon, como el muro fronterizo entre México y Estados
Unidos, puede impactar negativamente el flujo genético y el proceso natural de
diferenciacién de las poblaciones del oso negro americano.
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En conclusién, esta investigacién reporta por primera vez la diversidad genética de
poblaciones mexicanas del oso negro (Ursus americanus), en donde destaca la obtencién
de DNA a partir de técnicas de campo no invasivas. Asimismo, la informacion filogenética
generada apoya la hipétesis de que los osos Ursus americanus 'y U. malayanus divergieron
evolutivamente como taxones hermanos. Se destaca, ademas, que las poblaciones del
0s0 negro en México manifiestan niveles altos de diversidad genética cuya historia
evolutiva indica que dichas poblaciones pertenecen al linaje continental de este taxon.
El cambio climdtico y sus consecuencias en el paisaje influyeron ampliamente en la
diferenciacion genética del oso negro en México. Esta informacion serd una referencia
para planear acciones de conservacion de este taxén.
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