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1. INTRODUCCION

Debido a un reducido niumero poblacional y a una tendencia marcadamente regresiva en los ultimos afos, el 0so
pardo (Ursus arctos L., 1758) es una de las especies de mamiferos considerada en Espafia en la categoria "En
peligro de extincioén" (Blanco y Gonzélez, 1992).

Hoy en dia su distribucion se limita a dos poblaciones (figura 1). La primera de ellas, practicamente desaparecida, se
localiza en los Pirineos y su area de distribucion incluye gran parte de Francia y Espafia. Segtn los tltimos estudios
dicha poblacion se compone de cinco ejemplares adultos, cuatro machos y una hembra (Taberlet ef al., 1996a).

El segundo nucleo de distribucion se localiza en la cordillera Cantabrica cuyo numero de individuos se estima entre
63-90 (Clevenger y Purroy, 1991; Naves y Palomero, 1993). Este nticleo esté dividido en dos zonas que han sido

denominadas poblacion occidental y oriental. La poblacion occidental ocupa 2600 km?. Se extiende por tres
Comunidades Autonomas, Galicia, Castilla y Leon y, Asturias y el numero de ejemplares que se ha estimado en ella

se sittia entre 50 y 60. La poblacién oriental cubre 2480 km? sobre Castilla y Ledn, Asturias y Cantabria, con un
numero estimado de 20 a 25 individuos (Palomero et al., 1993).

La principal amenaza para el oso pardo en Espafia es la caza ilegal, pero ademas la transformacion y humanizacion
del habitat, la construccion de carreteras y pistas, la mineria a cielo abierto, los incendios provocados y el aumento
del turismo constituyen serios problemas para la viabilidad de una poblacién que tiene un nimero muy pequefio de
individuos.

La depresion por endogamia con pérdida de variabilidad genética, son fenémenos que pueden acelerar la extincién
de una poblacién y hacerla inviable. Ello parece ocurrir en la poblacidn pirenaica, estudios genéticos realizados en
este nucleo sugieren una irreparable pérdida de variabilidad genética, como producto de una fuerte depresion por
endogamia (Taberlet ef al, 1996b). Esta pérdida de variabilidad hace muy dificil la viabilidad de la poblacién
pirenaica con los individuos existentes. Por ello se viene realizando un programa de recuperacion de este nucleo
(Taberlet y Bouvet 1.994,) en el que se incluye como medida més importante la introduccion de ejemplares
procedentes de Eslovenia. La poblacion eslovena se seleccion6 como la més conveniente para fortalecer la
poblacion pirenaica, ya que después de un analisis sobre el ADN mitocondrial de las diferentes poblaciones
europeas, resultd ser la mas proxima genéticamente que podia soportar la extraccion de ejemplares hembras sin
peligro para si misma. Para el nicleo cantabrico no se tienen datos genéticos, por lo que desconocemos si la
reduccion del numero de individuos ha provocado una pérdida de diversidad genética. Por otro lado, en el caso de
tener que recurrir a la reintroduccion de ejemplares de otras poblaciones indigenas, es imprescindible (Convenio de
Berna, articulo n® 11, 1979) conocer el acervo genético de nuestras poblaciones cantabricas.

Figura 1.- Localizacion y distribucion geogrdfica de las dos poblaciones cantabricas de oso pardo (segun Naves y
Palomero, 1993)

En el nucleo cantabrico, ademas de la variabilidad genética es necesario conocer el tamafio real de la poblacion, la
proporcion de sexos y su grado de endogamia para conocer su estado genético y para realizar un adecuado plan de
conservacion de la especie.

El principal objetivo se centra en como estudiar estos aspectos sin interferir en poblaciones amenazadas, como es el
caso de las poblaciones espafiolas de oso pardo. Las nuevas técnicas moleculares, habitualmente utilizadas en
medicina forense, se estan mostrando en los Ultimos afios como una herramienta indispensable para la realizacion
de planes de conservacion puesto que permiten individualizar y sexar a los diferentes ejemplares.

El primer problema que se nos ha planteado para la realizacion del presente proyecto ha sido como obtener las
muestras de tejido para proceder a la extraccion de ADN sin poner en peligro la vida de los osos, ni interferir en su

actividad.

Convencionalmente las muestras que se han usado para este tipo de trabajo han sido sangre, higado o piel. La
extraccion de ADN a partir de este tipo de tejidos completos es una técnica ampliamente utilizada, pero su
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obtencion implica la captura del animal y la necesidad de aplicar un anestésico general para el manejo del mismo.
Todo ello impone una agresion y un alto riesgo para la supervivencia del individuo manejado, por lo que no debe
realizarse, en una poblacion, como la del oso pardo con un bajo nimero de ejemplares.

En nuestro estudio se decidi6 utilizar para la extraccion de ADN, los pelos y heces encontrados sobre el terreno de
campeo de la poblacion analizada. Este tipo de restos no provocan ningtn dafio fisico del animal, ni molesta su
ritmo de vida o su actividad diaria, requisitos muy importantes para la conservacion del oso pardo. Para la
recoleccion de estos restos so6loes necesario revisar la zona de campeo, cuando los animales se han retirado de la
misma. El mayor inconveniente es que su uso impone un mayor esfuerzo en el analisis de laboratorio, puesto que
las condiciones ambientales, hasta la recoleccion de las muestras, influyen decisivamente en la degradacion de las
células que contienen y por lo tanto en la cantidad de ADN existente.

La extraccion de ADN a partir de pelo es una técnica sencilla y rutinaria desde principio de los afios noventa
(Taberlet y Bouvet, 1992 y 1994, Morin y Woodruff, 1992; Morin et al., 1995). La extraccion a partir de heces es
una técnica menos usual, que en la actualidad se esta revelando como muy interesante en estudios de especies en
peligro de extincion y dificil manejo (HGss ef al., 1992; Gerloff et al., 1995)

Para el sexado de los individuos se ha utilizado una técnica consistente en amplificar una secuencia especifica de
los machos situada sobre el cromosoma Y. En los mamiferos, este cromosoma juega un papel critico, puesto que
provoca el desarrollo testicular (Berta et al., 1990; Jager et al., 1990; Koopman et al., 1990).

Los microsatélites son los marcadores genéticos elegidos para individualizar los osos pardos fundamentalmente por
dos razones: son altamente variables a nivel individual (Queller ef al., 1993) y son facilmente amplificables a partir
de ADN parcialmente degradado (Rassman et al., 1991). Los microsatélites son secuencias repetidas en tandem, un
numero de veces no determinado, cuya secuencia de repeticion es de uno hasta cinco pares de bases. Ademas,
presentan dos caracteristicas fundamentales para este tipo de estudios y para la deteccion de paternidad: son
codominantes y se heredan segun un modelo estrictamente mendeliano.

La informacioén sobre los microsatélites procede de estudios realizados en poblaciones humanas y su tasa de

mutacion se estima entre 10-2 a 10-> por generacion (Edward et al., 1992) y los cambios en el nimero de
repeticiones de las copias se piensa que pueden ser debidos a errores de mal apareamiento. Las mutaciones
observadas en el pedigree tipicamente incluyen la ganancia o la pérdida de una o pocas unidades de repeticion
(Valdes et al., 1993).

Sin embargo, son pocos los estudios llevados a cabo en otros mamiferos a pesar de que la técnica de los
microsatélites parece ser muy adecuada para estudios de conservacion de fauna silvestre en peligro. El uso de estos
marcadores para el estudio de osos esta siendo utilizado en la actualidad fundamentalmente por dos grupos de
investigacion, el primero de ellos dirigido por el Dr. D. Peatkau en Canada (Paetkau y Strobeck, 1994; Craighead et
al., 1995) y el segundo dirigido por los Drs. J. Bouvet y P. Taberlet en Grenoble, Francia (Taberlet ez al., 1996).
Este segundo grupo de investigacion ademads es pionero en el uso de estos marcadores sobre cantidades muy
pequefias de ADN obtenidas a partir de heces.

Todos los analisis realizados en esta memoria han sido hechos en el laboratorio de sistematica molecular del Museo

Nacional de Ciencias Naturales, (CSIC), Madrid y en el Laboratoire de Biologie de Populations d' Altitude de la
Universidad Joseph Fourier de Grenoble.
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