Revista peruana de biologia 28(2): e16669 (Mayo 2021)

doi: http://dx.doi.org/10.15381/rpb.v28i2.16669
ISSN-L 1561-0837; elSSN: 1727-9933
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

TRABAJOS ORIGINALES

Variabilidad genética del ADN mitocondrial de Vultur gryphus (céndor andino)
en Cusco y Apurimac a partir de plumas de muda

Genetic variability of mitochondrial DNA of Vultur gryphus (Andean Condor) in Cusco

Ramoén Gustavo Quispe Montoya * 2

https://orcid.org/0000-0003-4970-1548
ramon.quispe@unsaac.edu.pe

José Antonio Ochoa*?

https://orcid.org/0000-0001-6580-7268
jose.ochoa@unsaac.edu.pe

Holger Mayta Malpartida 5 ¢

https://orcid.org/000-0001-5306-628x
holger.mayta@upch.edu

*Corresponding author

1 Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
(UNSAAC), Facultad de Ciencias, Escuela Profesional de
Biologia, Av. De la Cultura, Nro 733, Apartado postal
Nro. 921, Cédigo postal 08003, Cusco - Peru.

2 Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad
de Ciencias Bioldgicas Unidad de Posgrado, Lima, Peru.

3 Museo de Biodiversidad del Peru, Urb. Mariscal
Gamarra, A-61, Zona 2, Cusco, Peru.

4 Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).
Laboratorio de Investigacién en Enfermedades In-
fecciosas del Departamento de Ciencias Celulares y
Moleculares. Av. Honorio Delgado 430 San Martin de
Porres. Lima, Peru.

5 Asociacién Benéfica PRISMA, Lima, Peru.

6 Department of International Health, Johns Hopkins

University Bloomberg School of Public Health, Balti-

more, Maryland, United States of America.

Citacion

Quispe Montoya RG, Ochoa JA, Mayta Malpartida H.
2021. Variabilidad genética del ADN mito-
condrial de Vultur gryphus (condor andino)
en Cusco y Apurimac a partir de plumas de
muda. Revista peruana de biologia 28(2):
16669 (Mayo 2021). doi: http://dx.doi.
org/10.15381/rpb.v28i2.16669

Presentado: 08/09/2019
Aceptado: 27/02/2021
Publicado online: 25/05/2021

Editor: Leonardo Romero

and Apurimac from molting feathers

Resumen

La variabilidad genética intrapoblacional de Vultur gryphus (condores andinos) de las
regiones de Cusco y Apurimac fue evaluada mediante amplificacion y secuenciacién
del ADN mitocondrial correspondientes a la regién control y subunidad ribosomal
12S (D-Loop-ARNr12S), y a los genes Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) y NADH
deshidrogenasa subunidad Il (ND2). EI ADN se extrajo a partir de cdlamos de plumas
de muda de ejemplares en cautiverio y silvestres. Se analizaron los principales indices
de diversidad genética como son: la diversidad haplotipica, la diversidad nucleotidica,
el nimero promedio de diferencias nucleotidicas y el nimero de sitios polimorficos.
La tasa de éxito de amplificacion mediante PCR fue de 100% para las tres regiones de
ADN analizadas. Se secuencid 600 pb de la region D-Loop-ARNr12S caracterizandose
cuatro haplotipos, 704 pb del gen COI caracterizandose seis haplotipos y 1090 pb
del gen ND2 caracterizandose cinco haplotipos. El gen COI presento el mayor valor
de diversidad haplotipica (Hd = 0.468), la region del gen D-Loop-ARNr12S presentd
el mayor indice de diversidad nucleotidica (i = 0.00086), mientras que el gen COI
presenté el mayor nimero promedio de diferencias nucleotidicas (K=0.52615). Los
resultados muestran bajos niveles de variabilidad genética en los genes mitocon-
driales de los condores andinos de la zona de estudio, que indicarian una poblacion
con estructura genética homogénea.

Abstract

The intrapopulation genetic variability of Vultur gryphus (Andean condors) from
Cusco and Apurimac regions was evaluated by amplification and sequencing of
mitochondrial DNA corresponding to the control region and 12S ribosomal subunit
(D-Loop-RNAr12S), Cytochrome Oxidase subunit | (COl) genes and NADH dehydro-
genase subunit Il (ND2) gene. DNA was extracted from the calamus of feathers
recollected from captive and wild specimens. The main indices of genetic diversity
such as the haplotype diversity, the nucleotide diversity, the average number of
nucleotide differences and the number of polymorphic sites were analyzed. The
PCR amplification success rate was 100% for the three mitochondrial amplified
sequences. Four haplotypes were identified from the 600 bp sequenced of D-Loop-
RNAr12S region; six haplotypes from the 704 bp sequenced of the COI gene; five
haplotypes from the 1090 bp sequenced of the ND2 gene. The COI gene presented
the highest haplotype diversity (Hd = 0.468), the D-Loop-RNAr12S region presented
the highest index of nucleotide diversity (= 0.00086), while the COIl gene presented
the highest average number of nucleotide differences (K =0.52615). The results show
low levels of genetic variability in the mitochondrial genes of the Andean Condor
in the study area, indicating a population with a homogeneous genetic structure.
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QUISPE MONTOYA ET AL.

Introduccion

En las dltimas décadas el céndor andino (Vultur
gryphus Linnaeus, 1758) ha sufrido un alarmante des-
censo poblacional, probablemente debido a causas an-
tropogénicas como la caza y la expansion de la frontera
agricola, siendo considerada una especie amenazada, ac-
tualmente considerada en el apéndice I de la Convencién
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas
de Fauna y Flora Silvestres (CITES 2020), en el apéndice
II de la Convencién sobre la conservacion de las especies
migratorias de animales silvestres (CMS 2020); en la lista
roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN) es considerado como vulnerable (VU)
(BirdLife International 2020). En el Peru tiene la catego-
ria de especie “En Peligro” (EN) por D.S. N° 004-2014-MI-
NAGRI y la Ley N° 30203 promulgada el 10 de junio de
2014 determina de interés nacional y necesidad publica
la proteccion y conservacion del condor andino.

Se conoce que la reducciéon del nimero de individuos
de una poblacidn silvestre puede conllevar a problemas
genéticos que la ponen en peligro. Uno de los problemas
mas comunes es la pérdida de la diversidad genética que
podrian conllevar a difundirse en la poblacién alteracio-
nes genéticas negativas por la alta endogamia, o que se
produzca una disminucioén e incluso pérdida de alelos, lo
que causaria una reduccién en la viabilidad de los indivi-
duos en futuras generaciones (Hendrickson et al. 2003,
Adams & Villablanca 2007), y la probabilidad de la re-
duccion de las combinaciones posibles de genes capaces
de conferir adaptacion ante las variaciones ambientales
(Pinero et al. 2008).

A pesar que en las ultimas décadas los estudios ge-
néticos han contribuido a las medidas de conservacién
de varias especies (Barrowclough et al. 1999, Asai et al.
2006, Agudo 2011, Arguello & Garcia 2014), son pocos
los estudios genéticos realizados en céndores andinos.
En el Ecuador se realiz6 la determinacién de parentesco
de condores en cautiverio utilizando andlisis de ADN con
la finalidad de reintroducirlos en su territorio y evitar la
endogamia y la deriva genética propia de poblaciones
pequeiias. Asi, el analisis de genotipo y la caracterizacién
de 19 individuos en base a seis microsatélites con varia-
ciones de 93 a 220 pb reveld un nivel de heterocigosidad
aceptable para 5 microsatélites. La prueba fue suficiente
para diferenciar entre individuos, pero no describe con
alta precisidn la relacién de parentesco entre los indivi-
duos (Navarrete 2012).

Con el proposito de evaluar los niveles de variabili-
dad genética entre poblaciones de cdndores andinos a
través de un extenso rango geografico desde Colombia
hasta el centro de Argentina y Chile se examinaron se-
cuencias de ADN mitocondrial realizadndose el secuen-
ciamiento de la region de control en los dominios I y
Il junto con parte del gen de la subunidad ribosomal
12S, en 30 especimenes de V. gryphus identificando un
total de 5 haplotipos diferentes, encontrando una baja
diversidad haplotipica (Hd = 0.64) y una baja variabi-
lidad genética relacionada a mega fauna en peligro de
extincion (Hendrickson et al. 2003).

Alcaide et al. (2010) en su estudio de estimacion no
invasiva de tamafios minimos poblacionales y variabili-
dad del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
en el céndor de los andes, probaron la utilidad de los
perfiles del CMH como una huella genética en V. gryphus,
para dicho fin realizaron el aislamiento de genes poli-
morficos y posiblemente funcionales identificando 80
individuos a partir de 110 plumas de muda recolectadas
en posaderos mediante andlisis de polimorfismos con-
formacionales de cadena sencilla y de secuenciamien-
to directo de genes del CMH sumado a la identificacion
del sexo y evaluaciones de la edad de los especimenes.
El estudio proporciono patrones de variaciéon genética
relevantes en la respuesta inmune frente a patégenos y
demostro6 el uso potencial de los genes del CMH mas alla
de su bien conocido papel en ecologia evolutiva.

En las tltimas décadas el muestreo no invasivo a par-
tir del anadlisis de vestigios biol6gicos como pelos, plu-
mas, excrementos, orina o mudas, ha facilitado el estudio
de especies raras o elusivas (Restrepo 2010), de dificil
monitoreo por su comportamiento. En particular, en las
aves la utilizaciéon de plumas de muda ha sido muy con-
veniente para la evaluacién de poblaciones.

El presente trabajo tiene el objetivo de evaluar la di-
versidad genética de condores andinos (Vultur gryphus)
silvestres y en cautiverio en las regiones de Cusco y Apu-
rimac. Para este fin se caracterizé a los individuos me-
diante secuenciacion de la region control y subunidad
ribosomal 12§, y los genes Citocromo Oxidasa subuni-
dad I y NADH deshidrogenasa subunidad dos del ADN
mitocondrial extraidos de calamos de plumas de muda,
analizandose los niveles de variabilidad genética intra-
poblacional mediante datos moleculares e indices de di-
versidad genética.

Material y métodos

Area de estudio. - Las plumas de muda fueron colec-
tadas en posaderos y zonas de avistamiento de cdndores,
ubicados en zonas alto andinas de los distritos de Cusi-
pata Provincia de Quispicanchis, Mollepata y Limatam-
bo Provincia de Anta, Soraypampa un llano del Distrito
de Mollepata, en la Regién Cusco y los distritos de Co-
tabambas, Coyllurqui Provincia de Cotabambas e Thua-
yllo y Chalhuanca Provincia de Aymaraes, en la Regién
Apurimac. Asimismo, se tomaron muestras de plumas en
los Zoolégicos de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco (UNSAAC), Mundo Andino en Tipén Cus-
coy el Zoolégico de Taraccasa de la ciudad de Abancay en
Apurimac (Tabla 1 y Fig. 1).

Material bioldgico. - Para la colecta de plumas se
utiliz6 una técnica de muestreo no invasiva que no re-
quiere la manipulacion de los céndores y posibilita una
conservacion y almacenamiento simple. En las zonas
seleccionadas para el estudio se buscaron plumas de
muda frescas (aquellas cuya apariencia fisica no ha sido
afectada significativamente por las condiciones climati-
cas) y con tamafios mayores a 15 cm. Las plumas fueron
colocadas dentro de bolsas de polipropileno estériles
con cierre hermético. Se utilizé la diferencia de colores
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de las plumas para distinguir entre las clases de edad,
las aves inmaduras (juveniles y subadultos, hasta 5 - 6
afios) presentan plumas marrdn grisaceas, mientras que
los adultos (> 6 afios de edad) tienen plumas de color
negro (Wallace & Temple 1987). Cada lugar fue visitado
y muestreado solo una vez. Las plumas de zooldgicos co-
rresponden a cada individuo en cautiverio.

El procesamiento de las muestras y los diferentes
andlisis se llevaron a cabo en las instalaciones del Labo-
ratorio de Investigacion en Enfermedades Infecciosas del
Departamento de Ciencias Celulares y Moleculares de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Obtencioén de ADN. - Las muestras de calamos se ob-
tuvieron en condiciones estériles mediante corte y troza-
do de la parte basal del cafién de las plumas. El ADN se
extrajo a partir de 15 muestras de plumas de zooldgico
y 11 muestras de plumas silvestres. Las muestras fue-
ron reducidas a particulas entre 0.5 - 1mm y digeridas,
empleando proteinasa K (20 mg/uL), a 56 °C durante 24
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Figura 1. Mapa de ubicacién de las zonas de muestreo en las regiones de Cusco y Apurimac.

horas. E1 ADN fue aislado utilizando el kit comercial High
Pure PCR Template Preparation, siguiendo las indicacio-
nes del fabricante (Roche Diagnostics, Suiza). E1 ADN ex-
traido se cuantifico por espectrofotometria empleando
el equipo Nanodrop 2000.

Amplificacién por PCR. - Se amplificé la secuencia
parcial del gen de la regién control y la subunidad ribo-
somal 12S (D-Loop-ARNr12S), secuencia especifica para
el condor andino previamente utilizada por Hendrickson
etal. (2003), el gen Citocromo Oxidasa subunidad I (COI)
utilizado para c6digo de barras genético y el gen de la
NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) de amplio uso
en evaluaciones de variabilidad genética en poblaciones
de aves. La reaccidn de amplificacién se realiz6 en un vo-
lumen final de 25 uL conteniendo buffer PCR 1X, 0.2 mM
de dNTPs, 2.5 uM de MgCl,, 0.8 - 1 uM de cada primer,
1.25 unidades de Tag-polimerasa y 3.0 uL. de ADN. La
amplificacidn se realizé empleando el termociclador Pro
Flex PCR System (Applied Biosystems, Estados Unidos).
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Tabla 1. Muestreo de plumas de céndor andino en las regiones de Cusco y Apurimac

Distritos/ Coordenadas geograficas N°de plumas Fecha de N°de
Zoolégicos Latitud Longitud recolectadas recoleccién  individuos
Cusco
Cusipata 13°54'24"S 71°30'10"W 3 11/05/2016 1
Mollepata 13°30'31"S 72°31'39"W 2 12/07/2015 1
Limatambo 13°28'47"S 72°26'36"W 5 04/11/2015 2
Mollepata (Soraypampa) 13°23'18"S 72°34'29"W 3 15/10/2013 1
Zooldgico UNSAAC 13°31'12"S 71°57'34"W 40 é;;giﬁgi: 12
Zoolégico Mundo Andino 13°31'12"S 71°57'34"W 4 07/04/2016 1
APURIMAC

07/07/2012
Cotabambas 13°44'49" S 72°21'22"W 7 29;07§2012 2
Coyllurqui 13°50'15"S 72°25'56"W 5 28/07/2012 2
lhuayllo 14°08'01"S 73°16'04"W 2 09/12/2012 1
Chalhuanca 14°17'40"S 73°14'39"W 3 10/12/2012 1
Zoologico Taraccasa 13°37'29"S 72°51'48"W 6 05/06/2016 2
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La amplificacion de la region D-Loop-ARNr12S se rea-
liz6 empleando los primers L798: 5’-GCAGTTTGCTTTC-
CATTCG-3’ y H1455: 5-GGCTGTGCAAGGTGTCTTG-3’
(Hendrickson et al. 2003). La amplificaciéon se bas6 en
un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94 °C por dos min,
seguido de 40 ciclos cada ciclo consistente de un paso de
desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, alineamientoa 51 °C
por 1 min y extension a 72 °C por 1 min, y un ciclo final
de extensioén a 72 °C por cinco min.

La amplificacién del gen COI se realiz6 empleando
los primers Bird F1: 5’-TTCTCCAACCACAAAGACATTGG-
CAC-3’ y Bird R1: 5-ACGTGGGAGATAAT TCCAAATCCT-
GG-3’ (Hebert 2004). La amplificacion consistié en un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por dos min,
cinco ciclos cada ciclo consistente de un paso de desna-
turalizacién a 94 °C por 1 min, alineamiento a 45 °C por
1 min 30 s, extensién a 72 °C por 1 min 30 s, seguido de
30 ciclos cada ciclo consistente de un paso de desnatura-
lizacién a 94 °C por 1 min, alineamiento a 51 °C por 1 min
30 s, extensién a 72 °C por 1 min 30 s, y un paso final de
extensién a 72 °C por cinco min.

La amplificacion del gen ND2 se realizé empleando
los primers L5143: 5-GAACCTACACARAAGRGATCAAA-
AC- 3’ y H6313: 5’-ACTCTTRTTTAAGGCTTT GAAGGC-3’
(Lerner & Mindell 2005). La amplificacion consistio de
un ciclo inicial de desnaturalizaciéon a 94 °C por 1 min,
seguido de 40 ciclos cada uno consistente de un paso de
desnaturalizaciéon a 95 °C por 1 min, alineamiento a 53 °C
por 1 min, extensién a 72 °C por 1 min, y un paso final de
extension a 72 °C por 5 min.

Los productos de amplificacién fueron analizados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
(p/v) preparados en buffer TAE 1X, tefiidos con bromuro
de etidio y observados con luz ultravioleta. Los produc-
tos de amplificacién fueron secuenciados por la empresa
Macrogen (Rockville, Maryland, USA. https://www.ma-
crogenusa.com), y estan depositados en el GenBank con
numeros de acceso del MW588503 al MW588580.

Los electroferogramas de las secuencias de ADN fue-
ron analizadas empleando el software SeqTRACE (Stuc-
ky 2012) y el programa DNA Baser version 4.36.0.2 (He-
racle BioSoft www.DnaBaser.com), luego la identidad de
la especie fue corroborada empleando la herramienta
BLAST del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi). Posteriormente se realizo el alineamiento multiple
de las secuencias usando el programa Clustal W integra-
do a Mega 6 (Tamura et al. 2013).

Anadlisis de datos genéticos. - Se estim¢ la diversi-
dad haplotipica (Hd) (Nei 1987), la diversidad nucleoti-
dica (m) (Nei & Li 1979), el nimero promedio de dife-
rencias nucleotidicas (K) (Tajima 1993) y el nimero de
sitios polimorficos, variables o segregantes (S). Asimis-
mo, se estimaron datos moleculares como el niimero de
transiciones (Ts), el nimero de transversiones (Tv), la
composicion nucleotidica, el nimero de sitios parsimo-
niosamente informativos (es decir se infiere homologia
filogenética por ancestrfa comin como la explicacién
mas sencilla de la variacién) y el nimero de mutaciones

(n). Los parametros se estimaron con el paquete esta-
distico Arlequin version 3.1.1. (http://cmpg.unibe.ch/
software/arlequin35/) (Excoffier & Lischer 2010), y el
software DnaSP version 5.1.1 (Librado & Rozas 2009).

Resultados y discusion

Extraccion de ADN. - Se obtuvo en promedio una
concentraciéon de ADN de 31.22 ng/uL, con un rendi-
miento promedio de 147.44 ng por mg de muestra para
coéndores en cautiverio y una concentracion promedio
de ADN de 52.38 ng/uL, con un rendimiento de ADN de
339.68 ng por mg de muestra para condores silvestres.

Amplificacion del ADN mitocondrial. - La amplifi-
cacion de las tres secuencias mitocondriales (la region
control mitocondrial y la subunidad ribosomal 125, el
gen citocromo oxidasa subunidad I y el gen NADH des-
hidrogenasa subunidad 2) provenientes de muestras de
calamos de plumas de condores en cautiverio y silves-
tres, dio como resultado bandas unicas, claras y defini-
das, con productos de amplificaciéon de 600; 704 y 1090
pb, respectivamente (Figs. 2, 3 y 4).

Los resultados demuestran que el ADN mitocondrial
sobrevive al proceso de queratinizacién siendo las plu-
mas de muda del cdndor andino una fuente util y valiosa
para el andlisis genético mediante PCR. Ademas la ampli-
ficacién del 100% de los casos constrasta con las afirma-
ciones de Segelbacker (2002) quien sefald que el éxito
de la amplificacién es mayor en plumas frescas que en
las plumas de muda.

O 48 0% gdh P 4P Sl g ® P N0 N KD D b A0
?Q'l« ?{l« Qq‘l« QQ’I« ?{L ?Q‘L Q(l' ?Q‘L ?Q‘L ?Q’lr Qq‘lv Qq‘l« ?Q‘l' Q{l« Q{l«
13 14 15 C

100pb
Figura 2. Variabilidad genética del ADN mitocondrial de Vultur gry-
phus en Cusco y Apurimac a partir de plumas de muda. Productos
de amplificacién del gen D-Loop-ARNr12S. M: marcador de peso
molecular, C: control negativo.

N ok o> b ® @ Lot L 4 A AN AL D A aD
& & G G GV P

100 pb

Figura 3. Variabilidad genética del ADN mitocondrial de Vultur gry-
phus en Cuscoy Apurimac a partir de plumas de muda. Productos de
amplificacion del gen Citocromo Oxidasa subunidad I. M: marcador
de peso molecular, C: control negativo.
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Figura 4. Variabilidad genética del ADN mitocondrial de Vultur gry-
phus en Cusco y Apurimac a partir de plumas de muda. Productos
de amplificacion del gen NADH deshidrogenasa subunidad Il. M:
marcador de peso molecular, C: control negativo.

Analisis de la diversidad genética.- La identidad ta-
xonémica molecular de las tres secuencias fue verificada
mediante la busqueda de similitud con las secuencias de
referencia en la base de datos del NCBI GenBank, encon-
trando un 96% de identidad para el segmento D-Loop-
ARNr12S y un 98% de identidad para los segmentos
COIl y ND2 con los genes de V. gryphus de las accesiones
AY129646.1, KF446142.1 y KX534724.1 respectivamen-
te. Esto permite comprobar el potencial de los primers
utilizados para la identificaciéon y caracterizacion del
condor andino.

Las secuencias fueron comparadas encontrando
que el segmento D-loop-ARNr 12S presenta una com-
posicién nucleotidica promedio con mayor cantidad
de A (40.65%) seguido de C (25.87%), T (22.79%) y G
(10.68%), en cambio el gen COI presenta mayor cantidad
de C (30.83%) seguido de T (27.12%), A (25.57%) y G
(16.48%), mientras que el gen ND2 presenta mayor can-
tidad de C (34.31%), seguido de A (31.46%), T (23.86%)
y G (10.37%). Se puede observar que el contenido de A+T
es mayor que el de G+C en todos los casos con valores en
la matriz general de 57.15% frente a 42.85%, respectiva-
mente. Con relacién a las sustituciones nucleotidicas, se
encontr6 que en dos de los genes hay un mayor nimero
de transiciones que de transversiones, asi, en el segmen-
to D-Loop-ARNr12S los dos sitios polimoérficos encontra-
dos fueron transiciones, en el gen ND2 encontramos tres
transiciones y dos transversiones, mientras que en el gen
COI hay una transicién y cuatro transversiones.

Analisis de sitios polimdrficos y cambios nucleo-
tidicos. - El alineamiento de los 600 pb de la regién D-
loop-ARNr12S reveld cuatro haplotipos (D1, D2, D3, D4),
registrandose dos sitios polimdrficos en las posiciones
36 y 96 del amplicon, en estos sitios se presentaron dos
cambios T - Cy dos cambios A - G, es decir que ocurrieron
cuatro transiciones. El haplotipo D1 es el mas frecuente
(73.08%), seguido del haplotipo D3 (19.23%) mientras
que los haplotipos D2 y D4 son los menos frecuentes
(3.85%). El haplotipo D1 incluye tanto individuos silves-
tres (n=9) como en cautiverio (n=10) y se encuentra en
mayor proporcion en los individuos de Cusco, el haploti-
po D2 solo se encuentra en Apurimac (n=1), el haplotipo
D3 se presenta mas en individuos en cautiverio (n=4),

mientras que el haplotipo D4 solo se encuentra en un in-
dividuo en cautiverio de las localidades de Cusco.

La secuencia del fragmento del gen COI mostré cin-
co sitios polimdrficos, en las posiciones 40, 61, 65, 73 y
605 del amplicén. Se observé un cambio C - A, un cam-
bio C - G, dos cambios A - C, un cambio T - C. El nime-
ro de haplotipos obtenidos fue de seis (C1 - C6), siendo
el haplotipo C1 el mas frecuente (73.08%), seguido de
los haplotipos C3 y C4 (7.69%) y los haplotipos C2, C5
y C6 los menos frecuentes (3.85%). El andlisis de estas
secuencias revela que el haplotipo C1 se encuentra mas
en individuos en cautiverio (n=12) que en los silvestres
(n=7), y mas abundante en Cusco que en Apurimac. El
haplotipo C2 solo estd presente en un individuo silvestre
de Apurimac, el C3 solo presente en individuos silvestres
de Apurimac (n=2), el haplotipo C4 se encuentra tanto
en individuos silvestres (n=1) como en cautiverio (n=1),
de la region Cusco. El haplotipo C5 se encuentra en un
individuo en cautiverio de Cusco y el haplotipo C6 solo
en un individuo en cautiverio en Apurimac.

Para el grupo de secuencias del gen ND2 se registran
cinco sitios polimérficos en las posiciones 97, 123, 1002,
1050 y 1052 del amplicén. En los cuales se observé dos
cambios A - G, un cambio G - T, dos cambios C - T y un
cambio A - C, obteniéndose cinco haplotipos (N1 - N5).
El haplotipo N1 fue el predominante (84.62%), mientras
que los haplotipos N2, N3, N4 y N5 fueron los menos fre-
cuentes (3.85%). El haplotipo N1 fue predominantemente
en los individuos en cautiverio (n=13) de la regiéon Cusco,
los haplotipos N2 y N4 solo se presentan en individuos en
cautiverio de Cusco (n=1), el haplotipo N3 esta solo en un
individuo silvestre de Cusco y el haplotipo N5 esta presen-
te en un individuo silvestre de Apurimac. Cabe destacar
que los haplotipos D1, C1 y N1 se presentan con mayor
frecuencia en los individuos procedentes de Cusco.

Las regiones estudiadas presentaron escaso nimero
de haplotipos restringidos, solamente el haplotipo C3 es
un haplotipo restringido en los céndores silvestres de
Apurimac, mientras que el C4 es un haplotipo restrin-
gido a los individuos procedentes de Cusco. Asimismo,
el bajo numero de haplotipos compartidos indica bajos
niveles de flujo génico y es indicio de que no hay expan-
sién poblacional. La distribucién en la zona de estudio
de los haplotipos D1, presente en todas las localidades
de muestreo incluidos todos los zooldgicos, C1 presente
en todas las localidades con excepcién de Mollepata en
Cusco e Thuayllo en Apurimac y N1 presente en todas las
localidades con excepcion de Cusipata en Cusco, indica-
ria que en el pasado hubo un alto nivel de flujo génico en
las poblaciones de condor andino lo cual se evidencia en
la actualidad por la alta frecuencia que presentan estos
haplotipos.

La Tabla 2 muestra las secuencias variables en genes,
edad y localidad de los individuos analizados tanto en
cautiverio como silvestres considerando la determina-
ciéon de la edad por coloracion de las plumas y la locali-
dad de las muestras. Tomando en consideracion la infor-
macién genética obtenida de las secuencias de los tres
genes utilizados se logré caracterizar 11 genotipos dife-
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rentes encontrando que hay tres grupos idénticos, asi, el
primero agrupa a las muestras PS03 y PS06, el segundo
a las muestras PS05, PZ06 y PZ09 y el tercer grupo y el
mas numeroso agrupa a las muestras PS07, PS09, PS10,
PS11, PZ02, PZ04, PZ05, PZ07, PZ08, PZ11, PZ12, PZ13y
PZ14,las demas muestras se encuentran como genotipos
Unicos. Se observa que el primer grupo esta solo presen-
te en individuos silvestres mientras que en el segundo
y tercer grupo se encuentran tanto individuos silvestres
como en cautiverio.

El alineamiento multiple mostré que el gen COI presen-
t6 la porcién mas variable del ADN analizado permitiendo
una evidente diferenciaciéon de las muestras, comproban-
do que es un material informativo muy conveniente para
estudios a nivel poblacional e intraespecifico en el coéndor
andino. Examinando la distribuciéon de la variabilidad en-
tre las posiciones de los alineamientos, se encontré que las
zonas conservadas se localizan en las posiciones mediales
mientras que las zonas con mayor proporcién de polimor-
fismo se localizan en los bordes de los alineamientos.

Diversidad molecular de genes mitocondriales de
condor andino. - El andlisis de las secuencias de la frac-
cioén de 600 pb de la region D-Loop-ARNr12S alineadas
con la secuencia de referencia AY129646.1 mostré dos
sitios parsimoniosamente informativos, dos mutaciones
puntuales y dos sitios polimérficos, los cuales fueron
100% transiciones, que definieron cuatro haplotipos.
La diversidad haplotipica fue de 0.443, la diversidad nu-
cleotidica de 0.00086, y el numero promedio de diferen-
cias nucleotidicas de 0.51692.

Del total de 704 pb correspondientes a la region
del gen COI alineadas con la secuencia de referencia
KF446142.1 mostroé la presencia de dos sitios parsimo-
niosamente informativos, cinco mutaciones puntuales
y cinco sitios polimdrficos, de los cuales el 80% fueron
transversiones y el 20% fueron transiciones, que re-
velaron 6 haplotipos, con una diversidad haplotipica
de 0.468, una diversidad nucleotidica de 0.00075, y
un ndmero promedio de diferencias nucleotidicas de
0.52615.

Tabla 2. Caracterizacion de la variacion genética de Vultur gryphus en las regiones

de Apurimacy Cusco en el sur del Peru.

Secuencias variables en genes

Ne Cod. Edad Localidad
D-LOOP col ND2
Silvestres
01 PSO1 TA CCAAT GAATC Subadulto Cusipata
02 PS02 TA CCCAT GGCCT Adulto Cotabambas
03 PS03 TA CCAAC GAACC  Adulto Coyllurqui
04 PS04 CG CCAAT GAACC  Adulto Coyllurqui
05 PS05 CA CCAAT GAACC  Adulto Cotabambas
06 PS06 TA CCAAC GAACC  Juvenil Ihuayllo
07 PS07 TA CCAAT GAACC  Juvenil Chalhuanca
08 PS08 TA ACAAT GAACC  Adulto Mollepata
09 PS09 TA CCAAT GAACC Adulto Soraypampa
10 PS10 TA CCAAT GAACC  Subadulto Limatambo
11 PS11 TA CCAAT GAACC  Adulto Limatambo
Zooldgicos
12 Pz01 TG CCACT TAACC  Juvenil UNSAAC
13 Pz02 TA CCAAT GAACC  Adulto UNSAAC
14 Pz03 TA CCAAT GGACC  Adulto UNSAAC
15 Pz04 TA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
16 PZ05 TA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
17 PZ06 CA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
18 Pz07 TA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
19 Pz08 TA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
20 Pz09 CA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
21 Pz10 CA ACAAT GAACC Adulto UNSAAC
22 Pz11 TA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
23 Pz12 TA CCAAT GAACC Adulto UNSAAC
24 Pz13 TA CCAAT GAACC Adulto Tipon
25 Pz14 CA CGAAT GAACC Subadulto Abancay
26 Pz15 TA CCAAT GAACC Adulto Abancay
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Tabla 3. Diversidad molecular de genes mitocondriales de Vultur gryphus en el sur del Peru

D-Loop

-ARNr12S col ND2
Datos moleculares
Numero de secuencias (N) 26 26 26
Numero de haplotipos 4 6 5
Numero de mutaciones (Eta) 2 5 5
Sitios parsimoniosamente informativos 2 2 1
Numero de sitios polimorficos (S) 2 5 5
Diversidad genética
Diversidad haplotipica (Hd) 0.443 0.468 0.289
Diversidad nucleotidica (r) 0.00086 0.00075 0.00042
Numero promedio de diferencias nucleotidicas (K) 0.51692 0.52615 0.45538

En base a las secuencias del fragmento de 1090 pb
del gen ND2 alineadas con la secuencia de referencia
KX534724.1 se encontr6 la presencia de un sitio parsi-
moniosamente informativo, cinco mutaciones puntuales
y cinco sitios polimorficos, de los cuales el 60% fueron
transiciones y el 40% fueron transversiones, que detec-
taron cinco haplotipos. Ademas, la diversidad haplotipica
fue de 0.289, la diversidad nucleotidica fue de 0.00042,
el nimero promedio de diferencias nucleotidicas fue de
0.45538 (Tabla 3).

Los valores de diversidad haplotipica encontrados en
el presente estudio son muy bajos, lo que sugiere que el
total de la muestra de céndores andinos presenta una
baja diversidad genética. Cuando un haplotipo especifico
es abundante en una poblacién, es de esperar que dicha
poblacion presente una baja diversidad haplotipica. Tam-
bién, a menor proporciéon de lugares polimoérficos obser-
vados en una poblacién, menor resultara la cantidad de
diferencias a pares entre los haplotipos, de este modo
siempre sera menor la diversidad nucleotidica. Considera-
mos que un mecanismo que contribuye al descenso de la
variabilidad en la poblacién es el reducido tamafio efecti-
vo de dicha poblacién causando esta baja variabilidad me-
diante procesos genéticos poblacionales convencionales
como la pérdida no selectiva de alelos por deriva genética
aleatoria tal como lo menciona Crow y Kimura (1970).

Diversidad molecular del condor andino por fac-
tores evaluados. - De forma complementaria se realiz6
el andlisis de la diversidad genética del condor andino
en base a los dos factores: condicién de vida y ubicacidn,
analizados en forma independiente. Asi, al observar los
datos moleculares e indices genéticos seguin el factor
condicién de vida se lograron evaluar 11 secuencias sil-
vestres y 15 secuencias en cautiverio, encontrando tres
haplotipos para el gen D-Loop-ARNr12S, cuatro haplo-
tipos para el gen COI y otros tres haplotipos para el gen
ND2 en ambos casos. Asimismo, se presentaron no mas
de cuatro mutaciones como sitios polimérficos y no mas
de un sitio parsimoniosamente informativo en ambas
condiciones de vida.

En el caso del gen D-Loop-ARNr12S, los cdndores cau-
tivos presentaron mayor diversidad haplotipica (0.514)
y; nucleotidica (0.00092), asi como un mayor promedio
de diferencias nucleotidicas (0.55238) en relacién a los
condores silvestres. En cambio, en el caso de los genes
COI y ND2 los céndores silvestres presentaron mayor
diversidad haplotipica, nucleotidica y promedio de dife-
rencias nucleotidicas. Nuestros resultados sugieren que
los individuos de céndores silvestres presentan mayor
diversidad genética que los condores que se encuentran
en cautiverio y para ambas condiciones de vida, encon-
tramos que las estimaciones de diversidad haplotipica,
nucleotidica y nimero promedio de diferencias nucleoti-
dicas son bastante bajos, con intervalos de 0.257 a 0.600
de Hd, 0.00024 a 0.00098 de my 0.26667 a 0.72727 de K.

El analisis de la diversidad genética del condor andi-
no segun su ubicacién, mostro en los individuos del Cus-
co la presencia de tres haplotipos en la regién D-Loop-
ARNr12Sy el gen COl y cuatro haplotipos en el gen ND2,
mientras que en Apurimac se encontr6 tres haplotipos
en laregidon D-Loop-ARNr12S, cuatro en el gen COl y dos
en el gen ND2.

Los condores muestreados en la regién Apurimac
presentan mayores valores de diversidad haplotipica,
nucleotidica y promedio de diferencias nucleotidicas
para los tres fragmentos de genes evaluados con valores
maximos de 0.750 de Hd, 0.00132 de my 0.92857 de K
para el gen COI. Mientras que en la regién Cusco la di-
versidad haplotipica de los condores alcanzé un valor
maximo de 0.386, una diversidad nucleotidica maxima
de 0.00068 y un valor maximo en el promedio de dife-
rencias nucleotidicas de 0.40523, todos estos valores
para el gen D-Loop-ARNr12S.

Para el ADN mitocondrial encontramos que las esti-
maciones de diversidad haplotipica y de diversidad nu-
cleotidica son menores de 0.5 y 0.0008 respectivamente.
Asimismo, el nimero promedio de diferencias nucleoti-
dicas entre los haplotipos son menores de 0.6 tanto en la
estimacion de diversidad genética para cada gen, como
para cada condicién estudiada. Esto indica niveles de va-
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riabilidad genética baja en los condores analizados, sugi-
riendo que es una poblacién con estructura genética ho-
mogénea que esta sufriendo una pérdida del potencial de
adaptabilidad lo que supone un riesgo a su sobrevivencia
y conservacion de la especie en la region sur del Pert.

Esta situacion probablemente se deba en parte a que
el céndor andino presenta la caracteristica de ser un ave
grande que genera una sola cria, anida una vez cada dos
afios y no alcanza la madurez sexual hasta los ocho afios
(Wallace & Temple 1988, Temple & Wallace 1989); sin
embargo, es posible también que las diferentes amena-
zas que viene sufriendo la poblacién de céndor en el sur
del Pertl sea un factor que contribuya a la baja variabili-
dad genética. Asimismo, esta condicién estaria implica-
da en un lento restablecimiento de su situacién de cuello
de botella a causa de la baja poblacién evidenciado por
la baja variabilidad genética que presenta. Asi, la masa
corporal grande y la reduccién del indice metabdlico
asociado podrian retrasar el almacenamiento de nuevas
variantes genéticas disminuyendo los indices de muta-
cion (Bleiweiss 1998, Mindell et al. 1996, Martin & Pa-
lumbi 1993). También mutaciones nuevas se esparcirfan
en forma lenta a través de una poblacién escasamente
distribuida y los fenémenos alternantes propios de las
mitocondrias podrian disminuir la variabilidad por uno
0 mas mecanismos.

Consideraciones sobre la variabilidad genética y
conservacion en el condor andino.- La baja variabili-
dad genética encontrada en los condores en el presente
estudio, se puede interpretar como la presencia de sen-
sibilidad de este organismo a la posible declinacién de
su poblacion en Cusco y Apurimac y por ende encontrar
un estado de vulnerabilidad en esta especie. Si bien no
se cuenta con estudios poblacionales detallados a nivel
nacional, se estima que la poblacién en el Pert viene dis-
minuyendo, situacién que la ubica actualmente en la ca-
tegoria de En Peligro (EN) (Piana 2018). Esto acarearia
efectos graves en la eficacia biol6gica desde la reduccion
de la fertilidad, la endogamia hasta un incremento en la
probabilidad de extincién (Lacy 1997).

El conocimiento de la diversidad genética de las po-
blaciones de V. gryphus proporciona una base cientifica
y una herramienta adicional para poder desarrollar po-
liticas de ordenamiento que posibiliten la proteccién de
los ambientes en los cuales se desarrolla esta especie
considerando su longevidad y madurez tardia; asimis-
mo, aplicar la legislacion nacional y efectuar acuerdos de
cooperacion internacional debido a las migraciones que
realiza con el fin de disminuir la declinacion de la pobla-
cién actual.

En el contexto de la planificaciéon de proyectos que
consideren medidas de conservacion in situ y ex situ,
seria importante: localizar las zonas relevantes para la
especie a través del mapeo de nidos, dormideros y po-
saderos, definir la existencia efectiva del alimento consi-
derando a los competidores para establecer la cantidad
conveniente de condores que posibiliten salvaguardar el
potencial reproductivo en cada region, evaluar parame-
tros poblacionales precisando los factores de mortalidad

e indices de supervivencia por edad y region, otro aspec-
to importante es la urgente necesidad de la realizacion
de un censo a nivel nacional, que permita conocer la si-
tuacion de las poblacionales actuales.
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