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RESUMEN

Menos de cincuenta condores andinos existen en el territorio del Ecuador, y tan
solo veintisiete individuos fueron identificados exitosamente en el ultimo censo
por foto identificacion, de estos, la mayoria son aves adultas existiendo muy
pocos jévenes para reponer y mantener la especie en el pais. Asi es como se
decide emprender un proyecto con la finalidad de reintroducir al céndor de
nuevo a su territorio antes de que se extinga definitivamente del pais. Los
diecinueve especimenes mantenidos en cautiverio en centros de tenencia de
fauna autorizados y zooldgicos fueron muestreados para realizar analisis en
diversas areas de estudio, como parte del proyecto de reintroduccion. Parte de
este estudio es el analisis de genotipo y caracterizacion de los individuos por
medio de microsatélites con la finalidad de conocer y mantener la diversidad
genética y evitar la endogamia y la deriva genética propia de poblaciones
pequefas o aisladas. Los microsatélites usados fueron disefiados previamente
para el condor californiano, el cual atraviesa por la misma situacion de
conservacion. Se amplifico seis microsatélites en seis loci respectivos, con
variaciones de tamafio de 93 a 220 pb, los microsatélites fueron dos
trinucledtidos, un dinucledtido y tres tetranucleétidos, de estos dos fueron
monomorficos y por tanto no informativos para caracterizar a los individuos. En
los locus C5 y A20 se encontraron cinco alelos en cada uno, en el locus B7 se
encontré 3 alelos, mientras en el locus H115 se encontraron dos alelos. El
andlisis de la variabilidad genética revel6 un nivel de heterocigosidad aceptable
para los cuatro microsatélites. Se encontré6 que tres locus no estaban en
equilibrio Hardy-Weinberg, probablemente por el tamafio de la muestra. La
prueba fue suficiente para diferenciar entre individuos, pero no describe con
alta precision la relacion de parentesco entre los individuos.
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ABSTRACT

Less than fifty Andean condors live in the Ecuadorian territory, and only twenty-
seven individuals were identified in the last census by photo identification, most
of them were adult birds and there was a little proportion of young birds to
replace and maintain the species in the country. In this situation has been
decided to begging a project in order to reintroduce the condor back to its
territory, before finally become extinct in our country. The nineteen condors kept
in captivity in authorized wildlife centers and zoos, were sampled for analysis in
some areas of interest as part of the reintroduction project. Part of this study is
the analysis of individual genotype and characterization of microsatellites, in
order to know and maintain genetic diversity and avoid inbreeding and genetic
drift, typical of small or isolated populations. The microsatellites used were
previously designed for the Californian condor, which is in the same
conservation status. Six microsatellites were amplified in six respective loci,
variations in size were from 93 to 220 bp, two microsatellites were trinucleotide,
one was dinucleotide, and three were tetranucleotide. We found that two were
monomorphic and therefore non-informative to characterize individuals. In the
C5 locus and A20 were found, in each one, five alleles in the B7 locus was
found 3 alleles, while the H115 locus showed two alleles. The analysis for
genetic variability revealed acceptable levels of heterozygosis in our
microsatellites. It was found that three loci were not in Hardy-Weinberg
equilibrium, probably due to the size of the sample. The microsatellite test was
sufficient to differentiate between individuals, but does not describe precisely

the kinship between individuals.



2.21

2.2.2

iINDICE

Introduccidn...................., 1
. Capitulo ..., 3
1.1 Antecedentes ..........coooiiiiiiiiii 3
1.2 JUustificacion ..o 4
1.3 Objetivos de la investigacion ..............c.ooiiiiiinn.n. 6
1.3.1 Objetivos generales ...........ccoooeiiiiiiiiiiiiii, 6
1.3.2 Objetivos especifiCcos .......o.ovieiiiiiiii 6

. Capitulo Il Marco Teérico....................cooeeiin e, 7
2.1 Condor Andino: una descripcidn de la especie .............. 7
2.1.1 Generalidades ........cccueiiiiiiiiii e 7
2.1.2 Distribucién y habitat .........cccooceeiiiii 7
2.1.3 Caracteristicas bioldgicas y etolégicas ........cccccovevveeenneen. 8
2.1.4 ReproduCCiON........ccccuuuiriiieiiiiiiiie e 9
21.41 Biologia reproductiva ...........occueeeriiiiiiiennnenns 9

21.4.2 Etologiay reproduccCion .......ccccccceeeeiiiiiiicnnnnes 10

2.1.5 Evolucion y filogenia .........ccccooiiiieiiiniiii e 11
2.1.6 Situacion actual .........ccooeeiiiiiiii .13
21.61 EnSudameérica ..........ccccovmiiiiiiiniieeie e 13

21.6.2 EnelEcuador ... 14

2.1.6.3 Razones para que el condor andino este en
peligro de extinCion .........ccccceeev e 15
2.2 Genética y Biologia de la conservacion......................... 16

El Papel de la Genética en la Conservacion de especies 17
2211 Genética poblacional y el problema de la
endogamia en parques zooldgicos .................. 18
2.21.2 Depresion por Endogamia y Deriva genética.. 19
Microsatelites ........coooiieiiiiiee e 21



2.2.21 Uso de microsatélites en parentesco,
paternidad y conservacion de especies .......... 22
2.2.3 Experiencia en el Condor californiano .............cccccceeeeenn. 23
2.2.31 Libreria de Microsatélites para el Condor
Californiano ... 25
2.2.3.2 Aplicacion al condor andino ..........c.ccceeeeenneee. 25
3. Capitulo lll Metodologia..................ooooeeien 27
3.1 Propuesta investigativa .........cccccevvviiiiciiiin 27
3.2 ODJELIVOS .ovvieeiiii e .27
3.3 Materiales y meétodos .........ccoovviviiiiiiiiiiiiciii e 27
3.3.1 MUESIIEO ..o 28
3.3.2 Técnicas de Biologia molecular ............ccccccoeeviiieiiiinnnnene. 30
3.3.21 Extraccion de ADN ..........cccooiiiiiiiiieeeeees 29
3.3.2.2 Analisis cuantitativo y cualitativo de ADN
EXEraidO ...eeeeiieieiii e 32
3.3.2.3 PCR (Polymerase Chain Reaction) .................. 33
3.3.24  Microsatélites .........cccoovviniiiiiiiee e 33
3.3.2.5 Protocolos de PCR para amplificacion de
Microsatélites ...........ooovviiiiiiiiieee e 35
3.3.2.6  Analisis de Fragmentos ........c.cccceeeieniiienneenns 36
3.3.3 Analisis estadistiCO ......cccvvrieiiiiiiiiiiiiee 39
3.3.3.1  Frecuencias alélicas y genotipicas ................. 39
3.3.3.2 Prueba de bondad de ajuste: Hardy-Weinberg y
Chi-cuadrado ..........coocooiiiiiiiiee e 39
3.3.3.3 Medidas de variabilidad genética .................... 41
3.3.3.4  Poder de inclusion y discriminacion ................ 41
3.3.3.5 Matriz de alelos compartidos ............cccceeeerrnnn. 42
4. CapituloIV Resultados................c......ii 43
41 Extraccion de ADN ........cccocoiiiiiiiiiiieeiceeee et 43



4.1.1 Cuantificacion de ADN ... 43

4.2 Determinacion del genotipo .........ccccocivniiiiiiiiiiiiieieneee. 44
4.21 PCR para Microsatelites 45
4211 OO e e 45
4.21.2  A20 i 46
4.21.3 BT e 47
4.21.4  H3 .o 47
4.21.5 HI15 o 48
4.21.6  H269 .....c.ooooii i 49
4.2.2 Analisis de Fragmentos .........cccccocuiiiiiiiii i 50
4.2.21  Cbhi e 51
4.2.2.2 A0 ... 54
4.2.2.3 BT o 60
4.22.4  H3 .o 62
4.225 HI15 (e 62
4.22.6 H269 .....coooee e 64
4.2.3 Genotipos por iNdiVIAUOS .......ccccvvvviiieeeiin e 65
4.2.3.1 Frecuencias alélicas y genotipicas .................. 69
4.2.3.2 Prueba de bondad de ajuste: Hardy-Weinberg y
Chi-cuadrado .........ccccoecvieiiiiiiiiieeec e 71
4.2.3.3 Medidas de variabilidad genética .................... 73
4.2.3.4 Poder de inclusion y discriminacion ................ 74
4.2.3.5 Matriz de alelos compartidos .........ccccceeeuuneeenn. 74
5. Capitulo V Discusidn ..............c.cccceeeiiiiiiiiininnnnnn, 76
5.1 Recomendaciones para el mantenimiento de la diversidad
GENELICA ...oeiiiieiiii e s 82
6. Capitulo VI........... e, 85
6.1 CONCIUSIONES ....coeeeiiieeieeeee e 85

6.2 RecomendacCiones ......oovvoeeeeieieeee e 86






INTRODUCCION

El condor andino (Vultur gryphus) es una especie de ave nativa de los
paises andinos: Colombia, Ecuador, Peru, Chile, Bolivia y Argentina. En
estos lugares es un animal muy representativo en la mitologia y cultura de
sus pueblos y ademas es simbolo de su nacionalidad. Pertenece a la familia
de los buitres del nuevo mundo denominada Cathartidae, tradicionalmente
ubicada en el orden Falconiformes aunque estudios genéticos demuestran
mayor cercania con los Ciconiiformes que incluye a las ciglefias y los ibis
(Avise 1994). Se caracteriza por su gran tamafo, es una de las aves
voladoras mas grandes del mundo. Fisicamente se lo identifica como un
buitre negro de gran tamano, con un penacho blanco alrededor del cuello,
posee cierto dimorfismo sexual, asi, el macho tiene una cresta carnosa en la

cabeza y es de mayor tamario que la hembra.

Actualmente se encuentra incluido en el Apéndice | de CITES(Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), su
estatus de conservacion es casi amenazado (BirdLife International 2004,
International Union for Conservation of Nature and Natural Resources UICN
2004), sin embargo en nuestro pais, el condor esta en peligro de extincion,
ya que menos de 50 condores surcan nuestros cielos. Esta situacion hace
imperativo el iniciar un proyecto de conservacion de la imponente ave; con
este objetivo debe partirse sobre la base de los cdéndores en cautiverio en el
Ecuador, y sobre las investigaciones en cuanto a la reproduccion y genética
de los mismos. Las investigaciones relacionadas a dichos temas en los
paises de origen del céndor son pocas, por tal motivo es necesario formar
una base de datos nacional, que facilite el trabajo de conservacion y de

reproduccion en cautiverio.

Al no poseer informacion especifica sobre los condores en cautiverio se ha
decidido realizar un estudio multidisciplinario sobre su estado de salud y
reproductivo; dentro de este estudio se enmarca la determinacién del grado



de variabilidad genética y parentesco que es el propdsito del presente

proyecto.



CAPITULO |

1.1 ANTECEDENTES

En un censo realizado por la Corporacién Sociedad para la Investigacion y
Monitoreo de la Biodiversidad Ecuatoriana (SIMBIOE) en el 2002 de
identificaron alrededor de 70 céndores en el Ecuador. En un ultimo censo
realizado por foto identificacion, se contabilizaron apenas 27 aves surcando
los cielos ecuatorianos y aunque se dice que su numero podria ser el doble,
la situacién no deja de ser preocupante. Algunos expertos aseguran que le
quedan pocos anos a la especie en el pais.

El camino a la extincidon del céndor ha sido trazado por el desconocimiento y
la ambicion. La frontera agricola se ha extendido paulatinamente,
actualmente ocupa mucho del espacio que fue antes el habitat de venados y
dantas andinas, cuyos cadaveres conforman parte del alimento de los
céndores, esta situacion sumada a las creencias erréneas acerca del ave
cazando el ganado y llevandose a los nifios pequefios, cre6 un ambiente de
conflicto con los intereses humanos. Las personas comenzaron a

perseguirlos y a envenenar la carroiia, diezmando asi su poblacion.

Su reproduccién es lenta, debido a que generalmente solo ponen un huevo
que eclosiona a los 55 dias, el polluelo permanecera con sus padres por dos
afnos hasta alcanzar la madurez. Esta tasa reproductiva es relativamente
baja en comparacion con la facilidad del hombre para eliminarlo
(Lambertucci 2007). Durante los ultimos afios se han formado parejas con
los condores cautivos, con la esperanza de que se reproduzcan y que los
huevos sean viables. Sin embargo, pocas veces se han obtenido huevos y
crias. En el Ecuador, las unicas crias en cautiverio que han llegado a nacer

son producto de la pareja del Zooldgico en Guayllabamba.

La Fundacion Zoologica del Ecuador con el aval del Ministerio del Ambiente
ha propuesto un proyecto de salvamento del Céndor cuya primera fase
consiste en la toma de muestras para investigar en areas tales como



endocrinologia, toxicologia, etologia y genética. Asi, dentro de esta ultima se
ha planteado la presente tesis como comienzo de las investigaciones sobre
el tema, debido a que es primordial conocer el grado de relacion de
parentesco entre estos individuos para evitar los problemas relacionados con
una alta endogamia y un cuello de botella poblacional. Se ha aprovechado la
oportunidad de muestrear los 19 condores cautivos para todas las areas
propuestas, tomando las respectivas muestras de sangre para la extraccién
de ADN y posterior analisis.

La Universidad de las Américas ha puesto a disposicion su Instituto de
Investigaciones Biomédicas, que presta todas las facilidades y la apertura
para realizar las investigaciones necesarias en el area de genética
molecular. En esta investigacion también se incluira algunas actividades
necesarias para recabar mayor informacion sobre la genética del condor
andino, la identificacion de algunos polimorfismos en microsatélites y un
analisis basico de genética de poblaciones sobre los animales mantenidos

en cautiverio y la diferencia basica entre esta especie y otras estudiadas.

1.2 JUSTIFICACION

Estudios recientes han demostrado la existencia de una relacion entre la
menor variabilidad genética y el tamafio de una especie tanto en mamiferos
como en aves, como muestran estudios en ballenas (Hoelzel y Dover 1991,
Murray et al. 1995), osos (Allendorf et al. 1979, Cronin et al. 1991, Paetkau
y Strobeck 1994), aguila calva (Morizot et al. 1985) y buho Manchado
(Barrowclough y Gutierrez 1990). En el caso del condor andino, siendo una
de las aves voladoras mas grandes, una investigacion en ADN mitocondrial
encontré una variabilidad genética relativamente baja a pesar de su amplia
distribucion geografica. (Hendrickson et al. 2003). Estos ejemplos confirman
la disminucién de la variabilidad genética en la mega fauna en peligro de
extincion, probablemente debido a la incremento de la endogamia producto
de la reduccion de las poblaciones zonales.



Se sabe que en poblaciones genéticamente pequefias y poco diferenciadas,
el riesgo de que el efecto negativo de mutaciones deletéreas es mayor,
como resultado del efecto fundador y la deriva genética (Romanov et al.
2009). Como manifestacion del incremento de los cruzamientos
endogamicos, se han encontrados varios efectos negativos en las
poblaciones asi como la elevada incidencia de enfermedades genéticas,
reduccion de la fertilidad en machos y hembras, alta mortalidad prenatal y
neonatal, sistema inmunoldgico poco competente, entre otras. Como en
cualquier especie o grupo de individuos, conforme incrementa la endogamia,
incrementa también la frecuencia de aparicién de estos problemas (Lorimer
2007).

Se ha decidido iniciar esta investigacion con el fin de recabar la informacién
necesaria del estado genético de la poblacion de coéndores en cautiverio,
para asi escoger adecuadamente las parejas reproductivas, que tengan
entre si el menor nivel de consanguinidad posible. Dichas parejas produciran

crias viables que seran reintroducidas en su habitat original.

Ademas se formara una base de datos sobre la genealogia del condor
andino en el Ecuador, de los animales en cautiverio y sus futuras crias, que
permitan ubicar la relacién de parentesco entre cada uno para evitar cruces

consanguineos futuros.

También se pretende ser parte de los precursores en las investigaciones
referentes a genética de la conservacion, abriendo las puertas para futuros
proyectos.



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivos generales

Determinar la variabilidad genética y el nivel de parentesco entre los
condores mantenidos en cautiverio en centros de tenencia de fauna del
Ecuador, a través de analisis de Microsatelites con el propédsito de formar
parejas reproductivas con el menor nivel de consanguinidad posible, y asi
obtener una descendencia genéticamente adaptable en su habitat natural.

1.3.2 Objetivos especificos

¢ Iniciar una serie de estudios genéticos de utilidad para programas de
conservacion de condores, por medio de la reproduccion en cautiverio.

e Proporcionar una base de datos sobre las relaciones de parentesco que
existen entre los condores actualmente cautivos en el Ecuador.

e Estandarizar el protocolo microsatélites, para que se utilicen en un futuro
en determinacion de genotipo de cualquier individuo de la especie.



CAPITULO Il MARCO TEORICO

21 EL CONDOR ANDINO: UNA DESCRIPCION DE LA ESPECIE
2.1.1 Generalidades

El condor andino (Vultur gryphus), es una especie de ave carrofiera que se
distribuye en el sector occidental de Sudameérica, a lo largo de la cordillera
de los Andes. Se considera una especie cercana a la amenaza segun
CITES, sin embargo su situacion real en todo el continente es poco
conocida. Muchos son los esfuerzos que se han hecho con el fin de
reintroducir al condor a su habitat original, mayormente en la zona sur del
continente en paises como Chile y Argentina, donde se ha obtenido cierto
éxito, pero es en el norte de los Andes donde la situacion es mas critica y
donde los paises han planeado muy poco para conservar y reintroducir esta
ave que esta casi extinta.

2.1.2 Distribucién y habitat

Su ubicacion histérica esta ligada a los Andes, desde el norte en las
montafnas de Venezuela, hasta Tierra de Fuego en Argentina y Chile en el
sur (del Hoyo et al. 1994). En Venezuela y Colombia se ha registrado
presencia de condores no solo en los Andes sino también en otros sistemas
montafnosos, como la Sierra de Perija en la frontera entre estos dos paises
(Calchi y Viloria, 1991) y los ecosistemas templados de paramo de la Sierra
Nevada colombiana frente al Caribe (Norton, 1975). En el litoral pacifico, a lo
largo de la costa desértica de Peru y Chile, era visto con mucha mas
frecuencia que ahora (Murphy, 1936), incluso hay registros de céndores
bajando desde los Andes, volando hacia las islas cercanas a las costas
peruanas para alimentarse de huevos de aves marinas que alli anidan

(Murphy, 1925). Otra de las cadenas montafiosas donde también habitan es



en el sur en Argentina en la Sierra de Cérdoba en el centro del pais (Murphy,
1936).También han habido registros histéricas de céndores en la costa
atlantica argentina hasta el siglo XIX (Jacome et al. 2005, Adams 1907).

El céndor andino es un ave propio de ambientes caracterizados por fuertes
vientos y corrientes ascendentes de aire caliente que le permitan ascender
para volar. Necesita un habitat de alimentacién despejado para encontrar
alimento y una cantidad adecuada de carrofia para el consumo (Snyder y
Snyder 2000). Por eso el condor andino habita en ecosistemas como los
paramos andinos en el norte (Colombia, Ecuador, Venezuela), en la puna,
en la arida Patagonia y en los desiertos costeros del sur (Peru, Chile,
Argentina, Bolivia) (Hendrickson et al. 2003) (Parker et al. 1985), aunque sus
territorios de anidacion y descanso se encuentran en acantilados y lugares
altos lejos del litoral, recorren largos trechos en vuelo para ubicar y consumir

carrofia (Lambertucci y Mastrantuoni 2008) (Lambertucci et al. 2008).

2.1.3 Caracteristicas biologicas y etolégicas

El condor andino es un ave carrofiera de gran tamafo, y una de las mayores
aves voladoras del mundo con 3,2 metros de envergadura, 1 a 1.30 m de
altura, y de 7 a 12 Kg de peso (Haemig 2008). Es de color negro variando
hacia el negro azulado, con lineas de plumas blancas en el borde de las
alas. Tiene la cabeza desnuda generalmente de color rojizo a negro aunque
el tono puede variar notablemente segun su estado de animo, tiene un collar
de plumas suaves de color blanco alrededor del cuello, las patas poseen
uias cortas y no muy cortantes no aptas para agarrar presas sino mas bien
para la marcha. No poseen siringe (del Hoyo et al. 1994) (Mayorga 2009).

Poseen un dimorfismo sexual muy notorio. EI macho no solo es mas grande
que la hembra, es mucho mas vistoso también, su plumaje es de un negro
muy profundo, a veces azulado mientras que la hembra es de tonos
marrones oscuros. El macho posee una caruncula en forma de cresta, sus



0jos son marrones amarillentos mientras que los de las hembras son rojos.
(Mayorga 2009)

También son conocidos por su gran longevidad, una de las mayores entre
las aves. Se conocen registros de parejas de mas de 30 afios aun
reproduciéndose, y en cautiverio se han registrado individuos de hasta 65 a
70 anos de edad, seguramente este valor se ve disminuido en libertad
(Lambertucci 2007).

2.1.4 Reproduccion

El condor es un animal de vida larga y de tasa reproductiva baja, ponen un
huevo al cual dedican todo su esfuerzo hasta que eclosiona, después crian
al polluelo que pasara con ellos hasta mucho tiempo después de aprender a
volar, todo el trabajo de criar al polluelo desde la puesta hasta que se
desarrolla completamente, les toma alrededor de dos a tres afios (Del Hoyo
et al. 1994).

2.1.41 Biologia reproductiva

Se conoce que son aves monogamas, y que solo cambian de pareja si
alguno de los dos muere (Adams 1907) (Pavez y Tala 1995). Alcanzan la
madurez sexual alrededor de los 6 a 8 ainos. La hembra pone un solo huevo
que es cuidado por ambos padres (Lambertucci y Mastrantuoni 2008). Si el
huevo se perdiese durante la incubacién temprana puede ser remplazado
por los padres mediante una nueva ovoposicion por maximo tres ocasiones
(Haemig 2008).
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21.4.2 Etologiay reproduccion

El ciclo reproductivo completo del condor dura alrededor de 2 a 3 afos entre
cada puesta en el mejor de los casos. Sin embargo depende mucho de las
condiciones ambientales como la disponibilidad de alimento (Wallace et al.
1983, Wallace y Temple 1988). Esta tasa reproductiva es muy baja
comparada con otras aves, sin embargo tal caracteristica se ve compensada
por la longevidad de la especie. Los datos que se tienen sobre su
reproduccion corresponden a observaciones de animales en cautiverio,
pocos son los datos de animales en libertad (Lambertucci. 2007).

El ciclo comienza cuando la pareja se separa del grupo temporalmente para
escoger el nido y comenzar los cortejos y la copula (Pavez y Tala 1995),
todo este periodo durara alrededor de 8 a 9 meses (Lambertucci y
Mastrantuoni 2008), los individuos que no estan reproduciéndose pueden ser
observados en nidos comunales (Lambertucci et al. 2008). Se desconoce
cémo se forman las parejas en libertad, por lo que en cautiverio es dificil

determinar los individuos que podrian ser iddneos para reproducirse.

Los nidos se ubican en lugares de pendientes altas y poco accesibles
(Lambertucci 2007). La nidada es pequefia de tan solo un huevo, cuyo
periodo de incubacién es de alrededor de 60 dias en los cuales es cuidado
por ambos padres. Transcurrido este tiempo el huevo eclosiona y el polluelo
es alimentado con carrofia regurgitada provista por sus progenitores (Lint
1950) (Del Hoyo et al. 1994) (Haemig 2008).

Después de que el polluelo nace es cuidado devotamente por ambos
padres. Comienza sus primeros vuelos alrededor de los 6 o 7 meses de
edad (Lambertucci y Mastrantuoni 2008), pasado este periodo continuara
con sus progenitores durante un tiempo prolongado hasta de un afio mas,
después de cierta madurez, deja el nido (Pavez y Tala 1995).

El Juvenil alcanzara la madurez sexual alrededor de los 6 o 7 afios, sin
embargo no comienzan la reproduccion hasta después de un afo de
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alcanzarla y los primeros huevos que la pareja produce seran infértiles (Del
Hoyo et al. 1994) (Lint 1959).

Estas caracteristicas bioldgicas intrinsecas en su reproduccion han
determinado que las acciones humanas perjudiciales para la especie,
tengan un efecto mayor debido a la gran cantidad de tiempo y recursos que

necesita una poblacién para recuperarse.

2.1.5 Evoluciony Filogenia

La familia Cathartidae fue ubicada originalmente en el orden falconiformes
porque ocupan el mismo nicho ecolégico que los buitres del viejo mundo de
la familia Accitripidae y comparten ciertos rasgos morfolégicos, sin embargo
estudios genéticos posteriores parecen indicar su filiacién con el orden
Ciconiiformes al cual pertenecen aves como las cigliefas y los ibis (Avise et
al. 1994).

La relaciéon de los Cathartidos con los Ciconiiformes también parece ser
confirmada por los registros fosiles (Emslie 1988). Su historia paleontoldgica
es antigua en el continente, primero con los Teratornidos, una familia de
Ciconiiformes emparentada con los Cathartidos quienes son posiblemente
sus ancestros o descendientes de un ancestro comun con los primeros
(Cambell y Tonni 1983). Estas familias contaban con los ejemplares
majestuosos como el Teratotornis merriami, el ave voladora mas grande que
ha convivido con el hombre (Miller 1909) (Cambell y Tonni 1983), y el
Argentavis magnificens el ave voladora mas grande que ha existido

(Palmqvist y Vizcaino 2003).

Los Cathartidae mas antiguos del continente han sido encontrados en
Norteamérica, estos ingresaron muy probablemente a Sudamérica en el
Gran Intercambio Bidtico Americano (Emslie 1988). Existieron varias
especies de cathartes fésiles, entre los mas notables estan Brasilogyps
faustoi, en el sur y Phasmagyps patritus, en el norte; los mas antiguos del
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clado en América (Feduccia 1999). Sin embargo entre los mas antiguos en
denotar semejanza con los actuales condores estan Dryornis pampeanus de
Argentina y Pliogyps charon de la Florida (Emslie 1988).

Juntamente con los céndores actuales existieron otras especies de
Cathartidos que vivieron con estos en relacién simpatrica, tales como
Breagyps clarki, Geronogyps reliquus, Vultur fossilis y Vultur patruus entre
los mas documentados, siendo las dos ultimas especies sinénimos
tempranos de Vultur gryphus (Emslie 1988). Estas especies se extinguieron
juntamente con la desaparicion de la megafauna de mamiferos herbivoros
quienes constituia su alimento, y al no poder adaptarse al cambio climatico
decayeron hasta desaparecer (Tonni y Noriega 1998). Los coéndores
actuales pudieron adaptarse a este cambio pero su area de distribucidn
disminuyd considerablemente de su distribucion prehistorica hasta el
Atlantico a su area de distribucién actual (Emslie 1987) (Tonni y Noriega
1998)

La familia Cathartidae actualmente esta compuesta por siete especies
distribuidas desde América del norte hasta la Patagonia (Del Hoyo et al.

1994). Los géneros supervivientes actuales son:

Género Cathartes
e Cathartes aura Gallinazo de cabeza roja.
e Cathartes burrovianus Gallinazo cabeza amarilla menor.

e Cathartes melambrotus Gallinazo cabeza amarilla mayor.

Género Coragyps

e Coragyps atratus Gallinazo negro

Género Gymnogyps

e Gymnogyps californianus Céndor californiano

Género Sarcoramphus

e Sarcoramphus papa Gallinazo rey.
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Género Vultur

e Vultur gryphus Coéndor andino.

2.1.6 Situacioén actual

El condor andino se encuentra incluido en el Apéndice | de CITES, lo que
significa que es considerado dentro del mayor nivel de amenaza dentro de
la lista (CITES Apéndice | 2011), y segun la Lista Roja de Especies
Amenazadas de la IUCN desde el afo 2004 es una especie casi
amenazada, con poblaciones en disminucién, por causa de la persecuciéon
humana (Birdlife International IUCN 2004). Se estima una poblacién de 6200
individuos en todo el continente (Diaz et al. 2000).

2.1.6.1 En Sudamérica

Alrededor de su area de distribucion, su densidad varia notablemente lo que
hace que su estatus como especie en cada region y pais varie mucho,
aunque su estatus en toda Sudamérica sea registrado como el oficial

internacionalmente.

En la parte norte de Sudamérica su habitat es extremadamente disperso.
Los paramos interandinos son ecosistemas demasiado fragmentados, esto
hace que su poblacion sea la menor del continente siendo dificil de
identificar a los animales y de encontrar nidos (Parker et al. 1985).

Los ecosistemas surefios son mas continuos lo que hace que su distribucion
y densidad sean mayores y mas conocidas. La puna, los desiertos, la pampa
y antiguamente la Patagonia, proporcionan un habitat ideal para el vuelo del
condor (Sarno et al. 2000). Ademas los paises del sur son los de mayores
recursos en el area andina, han tomado iniciativas con programas de
reintroduccion y reproduccion exitosos (Escobar 2007). Por esta razén entre
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Argentina y Chile estan viven la mayoria de los individuos de la especie
(Astore 2010).

En Venezuela su numero bajé tanto que se considerd extinto en estado libre,
y a principios de los noventa se inicié un programa de reintroduccion poco
exitoso. Actualmente, algunos investigadores aseguran que el condor solo
fue un visitante ocasional desde los andes colombianos y que nunca hubo
suficiente alimento para mantener una poblacion autéctona libre (Aguilar,
2000). En Colombia se han registrado 50 individuos y un numero similar ha
sido liberado (Astore 2010). En Peru, desde Cajamarca hacia el sur, habitan
en la puna y parece que su numero es mayor que en el norte, no obstante ya
no es un habitante regular de las costas peruanas (Wallace 1983). En Bolivia
su numero es desconocido, pero han habido ciertas estimaciones de sus
poblaciones, en el 2007 se calcul6 que existian por lo menos 78 condores en

las montafias de Apolobamba (Rios-Uzeda y Wallace 2007).

En el sur Argentina y en Chile, donde se encuentra en menor riesgo, se
considera que hay datos insuficientes para estimar la poblacion total la cual
superaria con creces a la del norte (Diaz et al. 2000) (Sarno et al. 2000). En
un contaje realizado en la Patagonia Argentina, en una sola poblacion se
pudieron cuantificar 196 condores entre jovenes y adultos sin contabilizar las
individuos con crias y huevos (Lambertucci et al. 2008). Posteriormente en la
misma area, un nuevo censo contabilizé 246 a 296 individuos. Considerando
que la poblacion estimada para Sudamérica es de 6200, este grupo de
coéndores corresponderian al 4,8 % de la poblacion total, en un area de tan
solo 6300 Km? (Lambertucci 2010).

2.1.6.2 En el Ecuador

La situacion actual de esta especie en nuestro pais es considerada critica.
Se han realizados varios estudios y esfuerzos para tener una estimacion lo
mas real posible.
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Las primeras estimaciones dieron como resultado una posible poblacion de
42 condores para principios de los noventa, posteriormente en el 2002 se
catalogaron alrededor de 50 cdondores en libertad (Meza et al. 2009). Un
estudio hecho en el norte del Ecuador a finales de los noventa revel6 que la
proporcion en la poblacion, era de un juvenil por cada cuatro adultos
(Koenen et al. 2000). Esto indica que la poblaciéon ecuatoriana de condores
esta en declive puesto que no existe el suficiente numero de juveniles para
remplazar a los adultos que llegan al final de su vida (Wallace y Temple,
1988). Se debe tomar en cuenta también que los condores en Ecuador estan
sujetos a un alta mortalidad por causa de la accién humana, por varias
razones que seran expuestas posteriormente (Koenen et al. 2000).

En el ultimo censo realizado el 2008, fueron registrados apenas 27 condores
en libertad, y aunque su numero podria ser mayor, la proporcion de adultos y
juveniles sigue siendo poco alentadora, aun la poblacién de juveniles es
insuficiente para remplazar a los adultos (Meza et al. 2009), evidenciando el

claro declive del condor ecuatoriano.

2.1.6.3 Razones para que el Céndor andino este en peligro de
extincion

Las causas que han llevado al céndor a la extincion son de origen antrépico,
el desconocimiento, el incremento demografico, el aumento de la frontera
agricola, la caza y la persecucion directa e indirecta son algunos ejemplos
que podemos citar para dar una idea del papel del hombre en el estado
poblacional de esta ave.

Podemos enumerar varias de las causas que ha llevado al condor a la
extincidn, entre las principales podemos citar la creencia erronea sobre una
conducta cazadora del condor, éste hecho ha producido la persecucién y
caza del ave con el afan de proteger el ganado (del Hoyo et al. 1994). Con el
mismo fin, se suele colocar carrofia envenenada para matar a predadores
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como los pumas o los lobos de paramo (Lambertucci 2007); el
envenenamiento por plomo de municiones consumido de animales abatidos
por cazadores humanos (Snyder y Snyder 2000). La disminucion del
alimento en el norte de Sudamérica debido a la extensién de la frontera
agricola, es una causa importante de la extincion en esta area, esta situacion
no se da en el sur debido a que persisten poblaciones de mamiferos
autoctonos y grandes extensiones ganaderas (Lambertucci 2007), también
se cita colisiones contra alambrados eléctricos (Haemig 2008), Finalmente la
caza directa del hombre con fines recreativos, ya sea como premio de
caceria al dar muerte a un ave gigante (Haemig 2008), o para fiestas
populares, como es el caso de la Yawar fiesta en el Peru, donde se atrapa y
ata un condor al lomo de un toro bravo, para que le de muerte a picotazos
mientras el toro es incitado a dar lucha por los que bajan a la arena, cuando
el bovino muere el ave es liberada y continua la fiesta. En muchos casos el
coéndor también muere y es tomado como sefal de desgracia por el pueblo
(Mayorga 2009).

2.2 GENETICA Y BIOLOGIA DE LA CONSERVACION

El efecto perjudicial de la accion humana sobre las poblaciones animales ha
ido en aumento el ultimo siglo. Innumerables especies han desaparecido por
la mano del hombre, muchas otras estan en peligro de desaparecer, y
algunas ya se han extinguido en su habitat natural.

Como respuesta a la pérdida de la biodiversidad, se comenzé a gestar una
nueva disciplina cientifica alrededor de la década de 1980 conocida como
biologia de la conservacion, esta rama reciente de la ciencia se encarga de
investigar las causas por las cuales disminuyen las poblaciones de las
especies y propone soluciones para evitar su extincion de las mismas por

causas humanas (Simberloff, 1988).



17

Para lograr su objetivo, la biologia de la conservacion recurre a varias otras
ramas de la ciencias biolégicas como la ecologia, la etologia, la
biogeografia, la genética, y otras no biolégicas como la sociologia, la
antropologia, o las ciencias politicas (Groom et al. 2006). Juntas se integran
para contribuir en el analisis de especies y ecosistemas o proponer
soluciones para revertir el curso de las extinciones causadas por la mano del
hombre.

2.2.1 El papel de la Genética en la conservacion de las especies

Todos los organismos tienen mecanismos para adaptarse a los distintos
cambios en su ecosistema y evolucionar para evitar la extincion, pero en la
época actual donde los habitats se ven modelados por la accién directa o
indirecta del hombre, se ha intensificado la presidon selectiva sobre los
individuos, aumentando el ritmo de extinciones de especies que no

alcanzan a adaptarse a un mundo dominado por humanos

Las poblaciones de grandes animales con bajas tasas reproductivas son las
que enfrentan mayor peligro, puesto que sus poblaciones de pocos
individuos pueden disminuir aun mas en los ecosistemas fragmentados por
la accién humana. Una poblacion muy baja no pondra mantener la suficiente
variabilidad genética para asegurar la adaptacion o evolucion de la especie,
segun se expresa en el Teorema Fundamental de la Seleccion Natural
(Fisher, 1930), la tasa de cambio y evolucién es directamente proporcional a
la varianza genética aditiva del valor adaptativo de la poblacion. Si se reduce
la diversidad genética de una poblacion, su potencial evolutivo disminuye
invariablemente, y con este también disminuye la capacidad del organismo
de adaptarse a la presion selectiva ejercida por los futuros medio ambientes.
Por tanto la unica manera de garantizar la adaptacién y evolucién de una

especie es mantener una variabilidad genética razonable.
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Es en este punto donde la genética como ciencia se convierte en el auxilio
necesario para la biologia de la conservacion, proporcionando informacién
sobre cdmo esta constituida una poblacion o especie amenazada y su
viabilidad genética. Todo esto no seria posible sin las modernas técnicas de
genética molecular que se han desarrollado en los ultimos decenios, como la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles), el
desarrollo de marcadores genéticos polimorficos como los microsatélites, y
los analizadores de secuencia, que han puesto esta informacion encriptada
en cada célula de un individuo al alcance de nuestras mentes.

2.211 Genética poblacional y el problema de la endogamia en

parques zoologicos.

Las poblaciones que cuentan con pocos individuos para mantener la
especie, entran en un fendbmeno poblacional conocido como “cuello de
botella” (Maruyama y Chakraborty 1975), donde la diversidad genética se ve
disminuida dramaticamente, produciendo una poblacion genéticamente muy
homogénea (Bryant et al. 1986). Generalmente una poblacion suele entrar
en un cuello de botella cuando un evento causa la pérdida de la mayor parte
de los individuos disminuyendo la variabilidad genética, pero también puede
darse el mismo fendmeno genético cuando una pequefia parte de la
poblacion se separa de la original para colonizar un nuevo territorio, evento
conocido como efecto fundador (Maruyama y Chakraborty 1975), o cuando
se forma una colonia de cria a partir de pocos individuos (Bryant et al. 1986).

La formacion de colonias de poblaciones para cria, ha sido practicada por
los humanos desde que comenz¢ la domesticacion de plantas y animales, y
es en parte el origen de las razas domesticas que el hombre ha creado a
partir de las variedades salvajes. También ha sido una de las practicas
frecuentes en parques zooldgicos como método para criar animales en
peligro de extincién (Caughley y Sinclair 1994). Esta cria en cautiverio de

pequenos grupos poblacionales puede causar los mismos efectos que un
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cuello de botella, porque generalmente no se posee muchos animales que
den origen a la poblacién. Una poblacion con estas caracteristicas podria ser
poco viable debido al incremento de la depresion por endogamia (Shaffer
1981).

2.21.2 Depresion por Endogamia y Deriva Genética.

La endogamia se define como el cruce o apareamiento de individuos con
uno o varios ancestros recientes en comun (Lorimer 2007). Un hijo de
padres emparentados tendera a una mayor homocigosis para todos los
alelos en relacion a la poblacidén en general, esto también es aplicable para
una poblacién altamente endogamica donde la proporcién de individuos
homocigaticos es la predominante (Antich et al. 1978). La endogamia podria

entenderse también como una consecuencia del cuello de botella

Las poblaciones sometidas a cruces endogamicos presentaran incremento
de la frecuencia de genes recesivos perjudiciales y letales, que en
homocigosis seran expresados mas frecuentemente que en una poblacién
no endogamica en equilibrio (Nicholas, 1998) (Lorimer, 1997) (Antich et al.
1987).

Esta incontable cantidad de genes perjudiciales acumulados tienen varios
efectos sobre las poblaciones y los individuos, que condicionan su calidad de
vida y también pueden determinar su supervivencia. Entre estos podemos
mencionar los siguientes (Lorimer 1997):

¢ Elevada incidencia de enfermedades genéticas recesivas
e Reduccién de fertilidad femenina y viabilidad espermatica
e Fendmenos de asimetria fisica

e Alta mortandad prenatal y de recién nacidos

e Lento ritmo de crecimiento

e Menor talla de adulto

¢ Debilidad del sistema inmunoldgico

e Alteraciones del comportamiento
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A todos estos efectos derivados, se les conoce como depresion por
endogamia (Nicholas 1998). Aunque no necesariamente una poblacion
endogamica entrara en depresion, es muy probable que ocurra, esto
depende mucho de un proceso denominado deriva genética (Charlesworth y
Charlesworth1987).

La deriva genética es un proceso estocastico (al azar) que cambia la
frecuencia de los alelos en una poblacion, fija los alelos mas comunes y
tiende a la desaparicién de los alelos mas raros (Nicholas 1998), en una
poblacion grande interactua junto con otras fuerzas de seleccion como la
mutacion y la seleccién natural que equilibran el flujo genético, pero en una
poblacion pequefia tiende a disminuir la variabilidad genética (Caughley y
Sinclair, 1994).

Es cierto que una poblacién pequefia tiene mayor riesgo de extinguirse que
una grande, pero esto también depende de cada especie. El punto de no
retorno para una especie en peligro de extincion es conocido como Tamario
Minimo de Poblacion Viable o MVP por sus siglas en ingles, y se define
como el minimo tamafo que una poblacidn requiere para mantener una
variabilidad genética suficiente para no caer en la extincion (Shaffer 1981).
Es decir, la menor poblacion aislada que posea una probabilidad del 99% de
persistir durante 1000 afios a pesar de los efectos de la aleatoriedad
demografica, ambiental y genética, y de los desastres naturales. Para
determinar cual es la MVP de cada especie se utilizan modelos de viabilidad
poblacional, estos modelos exploran la relacion entre tamafo poblacional y

riesgo de extincion.

El riesgo de extincion naturalmente es mayor cuanto menor es la poblacion,
sin embargo esto también depende de cada especie y del estado de su
habitat. En el caso del céndor andino, el cual no es considerado en riesgo
inmediato de extincion, debido a que el tamaino poblacional de la especie en
toda su extension no lo amerita asi, debe ser examinada la situacion
individual de cada pais para tomar acciones adecuadas por region. En el
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Ecuador el numero de individuos no podria sostener la poblacion ni siquiera

en los proximos cincuenta afios como se ha explicado anteriormente.

El efecto de la perdida de variabilidad genética ha sido durante mucho
tiempo conocido aunque se desconocia sus causas exactas, un testimonio
de esto es el tabu que representaba para las sociedades humanas los
matrimonios endogamicos originado probablemente de los problemas
observados en los hijos de estas uniones (Antich 1978), pero ha sido poco lo
que se habia podido conocer en profundidad hasta el descubrimiento del
ADN y la invencion de las modernas técnicas de genética molecular, lo cual
se desarrolla paralelamente a la pérdida de diversidad biolégica por causas
antropogénicas, dandonos nuevas herramientas para analizar y enfrentar el

panorama ecolégico actual.

2.2.2 Microsatélites

Los microsatélites o STR (Short Tandem Repeats) son secuencias pequefias
(<13 pb) repetitivas de ADN no codificante, que se encuentran distribuidas
por todo el genoma de todas las especies. En el ser humano representa
cerca del 3% del genoma, son neutros, codominantes y altamente
polimorficos.  (Watson 2008). Su polimorfismo viene dado gracias al
aumento o disminucion del numero de las repeticiones de las secuencias
repetitivas, esta cualidad les capacita para ser utiles como marcadores
moleculares en diversas areas de estudio, como la genética forense,
genética poblacional, marcadores para alelos predisponentes para
enfermedades, marcadores relacionadas a caracteristicas de interés
comercial en animales domésticos y como herramienta de analisis para
diversidad genética de fauna silvestre (Hajeer A et al. 2000) (Aranguren-
Méndez et al. 2005).

Algunas caracteristicas para que un microsatélite sea un marcador util para
diversos estudios son, ademas de su polimorfismo, la capacidad de
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mantener las secuencias flanqueantes muy conservadas y relativamente
invariables en relacidon con la variacién de la secuencia pequefia repetida
(Hancock 1999), debido a que a partir de éstas se debe disenar los primers,
y ademas que el ensayo para amplificar la secuencia sea altamente repetible
(Hajeer A et al. 2000). En el caso de que el microsatelite sirva como
marcador de alguna caracteristica o alguna enfermedad debe tomarse en
cuenta el nivel de ligamiento entre la existencia del microsatelite y la
ubicacion del gen en estudio, para esto es necesario que se encuentren
obligatoriamente en el mismo cromosoma y que estén extremadamente
cercanos, cuanto menor la distancia entre el gen y su marcador mayor el
nivel de ligamiento y su utilidad (Cheng y Crittenden 1994) (Cheng et al.
1994).

2221 Uso de microsatélites en parentesco, paternidad vy

conservacion de especies.

Dentro del espectro de usos para los microsatélites como herramientas para
el analisis de individuos y poblaciones mas que de caracteristicas y
enfermedades, estan las pruebas de filiacion, En el caso de los humanos el
uso mas comun que se le ha dado ha sido como una forma de confirmar
paternidad, y parentesco (Hancock 1999). Esta metodologia ha sido
transpolada con éxito a diversos estudios en animales (Cheng y Crittenden
1994) (Aranguren et al. 2005) y plantas (Hernandez et al. 2008) (Hurtado et
al. 2004) para los cuales han sido disefiados microsatélites especificos, y
comprobado su efectividad en diversos estudios.

Los microsatélites se han convertido también en una util herramienta para
analizar la dinamica de las poblaciones, donde se vuelve un objeto de
estudio muy interesante las poblaciones pequefias, sometidas a cuello de
botella o aislamiento geografico y posterior efecto fundador como modelador
de la poblacion. Sin embargo no es solo el mero estudio y conocimiento lo
que vuelve necesario el uso de esta metodologia, sino también la necesidad
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imperante de conservar la diversidad genética de especies y variedades que
podrian enfrentar la extinciébn por causa de la accion humana. Asi la
informacion util y necesaria sobre la poblacion en estudio, nos da pautas
claras sobre como mantener mayor diversidad genética y como esto
contribuye al mantenimiento de poblaciones sanas y con alta probabilidad de

sobrevivir (Aranguren et al. 2005).

2.2.3 Experiencia con el condor californiano

El céndor californiano (Gymnogyps californianus) es una especie de ave
carrofiera de la familia Cathartidae, la misma que el céndor andino, con
quien también comparte cierta caracteristicas biolégicas y ecoldgicas (Del
Hoyo et al. 1994). Ocupan nichos ecoldgicos muy similares en territorios
distintos, lo que los ha hecho sensibles a los mismos peligros y los ha
enfrentado a los mismas acciones humanas que en los dos casos los ha
llevado a estar en peligro de extincion (Lambertucci 2007) (Snyder y Snyder
2000). Su éarea de distribucién histérica abarcaba gran parte del sureste de
los Estados Unidos y parte del noreste de México, siempre circunscrito a la
costa del Pacifico (Haemig 2008), aunque se han encontrado registros
fésiles de la especie en la costa atlantica (Emslie 1988). Actualmente su
distribucion se encuentra restringida a ciertas areas en parques nacionales
en los Estados Unidos, en los estados de California y Arizona; y en México

en el estado de Baja California (Rojo et al. 2003).

A diferencia del céndor andino, la menor distribuciéon territorial y menor
poblacién, junto con el rapido crecimiento demografico y consecuente
demanda de recursos en Norteamérica, acelerd el declive del céndor
californiano (Snyder y Snyder 2000), entonces a finales de los ochenta la
poblacion fue considerada inviable en libertad y por tanto muy cercana a la
extincion. Es asi que como parte del programa de reintroduccién, los 27
individuos en libertad fueron puestos en cautiverio para iniciar la
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reproduccion y posterior reintroduccion de los nacidos en cautividad (Rojo et
al. 2003).

Con la ventaja de pertenecer a un pais del primer mundo y con la mejor
tecnologia existente en esa época, se inicid la caracterizacion genética de
todos los individuos existentes. Inicialmente se usé un protocolo conocido
como DNA Fingerprinting por RFLP’'s o Huella genética con digestion
enzimatica (Geyer et al. 1993) muy usado en genética forense. Mediante
este trabajo se hizo la primera caracterizacion genética y la primera
genealogia tedrica de los animales. Posteriormente ademas de estas
metodologias, se procedi6 a hacer un estudio de ADN mitocondrial
(Chemnick et al. 2000) y también se disefiaron microsatélites especificos
amplificando regiones aleatorias mediante Cromosoma Artificial Bacteriano
(BAC), y si se disefiaron primers especificos en regiones que presentaron

repeticiones en tandem de pequefas secuencias (Romanov et al. 2009).

El resultado en el analisis ampliado de la poblacion demostré6 que ésta
estaba dividida en tres clanes claramente diferenciados, de los cuales
procede el total de los individuos actuales (Romanov et al. 2009). Gracias a
este estudio se pudo hacer frente adecuadamente al efecto obvio del cuello
de botella: la pérdida de diversidad genética y el incremento de alelos
deletéreos, en la poblacidon de condor californiano comenzo a expresarse de
forma inesperada, una enfermedad a conocida como condrodistrofia (Ralls et
al. 2000), que afecta el desarrollo de los miembros y que ha sido
diagnosticada en otras aves y mamiferos, incluso en el ser humano se
observa con frecuencia. Se encontrd que la condicidon embrionaria letal de la
condrodistrofia se segregaba en el arbol genealdgico del condor californiano
con caracter mendeliano, de forma consistente con una herencia autosémica
recesiva (Ralls et al. 2000). Posteriormente ha sido posible estudiar y ubicar
locus de genes encontrados en otras especies modelo (Li et al. 1993)
(Dannenberg et al. 1982) (Hermes et al. 1990) y que probablemente estén
relacionados con la dolencia en el condor californiano. De esta manera se ha
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podido realizar diagndsticos del riesgo de que los cruzamientos mantengan y
dispersen este alelo letal (Romanov 2009).

2.2.31 Libreria de Microsatélites para el condor californiano

La libreria de microsatélites fue creada por Genetic Identification Services,
en Chatsworth California-Estados Unidos, siguiendo los protocolos de la
compaifiia, e incluye 8 sublibrerias nombradas de la A a la H, entre cuyos
motivos repetitivos se encuentran CA, ATG, TACA, TAGA, AAG, AAT, AAAT
y CATC. Para el disefio de los marcadores, unos 180 clones (creados
mediante BAC) al azar fueron secuenciados, para dar un total de 17
microsatélites informativos (Romanov et al. 2009).

Entre éstos, segun la cantidad de nucledtidos en cada repeticion, se
encontraron: 13 tetranucledtidos, 2 trinucledtidos y 2 dinucledtidos. En el
analisis de la diversidad genética y el ligamiento de cada marcador se
determind que en el pedigri de los 121 individuos relacionados,
comprendiendo cuatro generaciones y siete familias, el promedio en el
numero de alelos fue 2.41 por locus, el numero efectivo de alelos fue de
1.85, el promedio de heterocigocidad fue 0.45 y la diversidad genética fue de
0.42. Para ocho de los 17 loci, hubo desviaciones del equilibrio Hardy-
Weinberg y en un analisis preliminar de ligamiento, se sugiere una relacion
entre los loci D10 y D6, entre A20 y D9 y entre B7 y H238 (Romanov et al.
2009). La relacién de todos los microsatélites usados en el estudio de
Romanov et al. Se puede consultar en el Anexo 1.

2.2.3.2 Aplicacion al condor andino

Dentro de la familia Cathartidae, conocidos como los buitres del nuevo
mundo, existen especies muy distribuidas a lo largo del continente, en

muchos casos conviviendo en relacion simpatrica. También existen especies
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restringidas a ciertas areas geograficas y otras diseminadas por casi todo el
continente como es el caso del gallinazo negro (Coragyps atratus). Todas
estas situaciones han creado distintas relaciones con el ser humano y esa
interaccion ha tenido distinto efecto sobre cada especie. Dentro de estas
interacciones podemos contemplar como el tema que nos compete, las
acciones humanas que han llevado a ciertas especies a encontrarse en
peligro y los estudios sobre el genoma de cada especie. Es en este punto en
el que para proceder con el trabajo de investigacion, se debe escoger desde
que punto partir y que estudios existen previamente sobre genética en cada

una de las especies que comprenden la familia.

Se ha tomado como una especie base para el estudio al condor californiano,
quien debido a que su situacion geografica, su significado simbdlico en su
tierra de origen y su cercana extincion (Snyder y Snyder 1994), lo
convirtieron en candidato O6ptimo para utilizar las mejores técnicas
disponibles para caracterizacion genética durante la década de los noventa,
época en la que apenas investigacion en genética en Sudamérica estaba
asentando sus bases de forma incipiente. Este hecho hizo que a pesar de
que las investigacion sobre la filiacion entre las dos especies de condores de
Norte y Sudamérica sugieren que no son los mas cercanos dentro de la
familia (Avise et al. 1994), la informacién existente, el trabajo realizado y la
similitud de caracteristicas que los ha llevado a la extincién proporciona la
mas grande y antigua base sobre la cual construir la tarea de caracterizar a
los condores andinos e incluso podria ser aplicado sin problema a otros
individuos de la familia. La intencion del proyecto es también escoger que
informacion seria usada, de forma empirica al desconocer como es el

genoma del céndor andino.
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CAPITULO Ill METODOLOGIA

3.1 PROPUESTA INVESTIGATIVA

Con objeto de dar una base técnica para mantener la diversidad genética en
el programa de reproduccion en cautiverio de los céndores andinos del
Ecuador, se procedidé a iniciar un proyecto que pretende preparar
marcadores moleculares utiles para realizar un mapeo genético de la
poblacion disponible, basandose en librerias genéticas de aves
emparentadas como Gymnogyps californianus, Coragyps atratus y no
emparentadas como Hirundo rustica, como primeras especies utilizadas.

Se pretende estandarizar varios microsatélites para el genotipaje, y utilizar la
técnica de analisis de fragmentos para conocer los alelos existentes en cada
marcador, y finalmente comparar del genotipo de los individuos para
determinar su nivel de parentesco.

3.2 OBJETIVOS

El objetivo final perseguido en el presente trabajo es estimar la diversidad
genética y el nivel de parentesco de la poblacion de condores ecuatorianos
cautivos como base del proyecto de reintroduccion y conservacion de la
especie en el pais, y recomendar cuales serian los emparejamientos mas
recomendables para disminuir los efectos de la endogamia.

3.3 MATERIALES Y METODOS

Para el proyecto se conté con 19 individuos distribuidos en diversos
zooldgicos y centros de tenencia de fauna en el pais, entre estos tenemos:

e 4 Individuos del Parque Condor en Otavalo, Provincia de Imbabura

e 8 Individuos de la Hacienda Zuleta en el Cantén Cayambe-Pichincha
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e 2 Individuos del Zooldgico de Guayllabamba Cantén Quito-Pichincha
e 2 Individuos de la Hacienda llitio Provincia del Cotopaxi
e 3 Individuos del Zoolégico de Bafios, Bafios de Agua Santa Provincia

de Tungurahua

El proceso de extraccion de ADN, amplificacion de los microsatélites y
andlisis de fragmento se realiz6 en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de las

Américas.

3.3.1 Muestreo

El muestreo se realiz6 con la ayuda de los doctores Andrés Ortega y Pablo
Arias, Médicos Veterinarios especializados en fauna silvestre. Las muestras
de sangre fueron tomadas de la vena metatarsial medial, con las aves en
decubito lateral. Se utilizd6 vacutainer, jeringas y tubos con EDTA al vacio
para tomar las muestras las mismas que fueron almacenadas en un

contenedor con hielo hasta su llegada al laboratorio.

Las muestras fueron almacenadas a 4° C para inmediatamente proceder a la
extraccion de ADN. La sangre restante después de la extraccion de ADN fue
tratada y lavada con PBS para eliminar el suero, y almacenada a -20° C para

para posteriores extracciones de ADN de ser necesario.

Para facilitar el manejo e identificacion de los individuos, se les otorgd un
numero y codigo interno. Los individuos fueron identificados de la siguiente
forma:



Tabla 3.1. Total de Individuos de condor andino cautivos en el

Ecuador, usados para el trabajo de genotipificacion

Nro. ID. | Cod. UDLA Nro. Chip Ubicacién Sexo
026056108 -
1 ZGM Zoolégico de Masculino
2 ZGH 094123612 | Guayllabamba Femenino
3 HZH-0 026780623 Femenino
098012358 ,
4 HZM-1 Hacienda Masculino
5 HZM-2 097874874 Zuleta Masculino
6 HZH-2 097880288 Femenino
082768040 ,
7 CIM-1 Hacienda Masculino
8 CIH-2 094267370 llitio Femenino
9 CPO-1 037788328
025876614
10 CPO-2 Parque
11 CPO-3 094120126 Condor
12 CPO-4 026054856
13 Z2H-3 097871322 Femenino
098007811 .
14 Z2M-3 Hacienda Masculino
15 Z79M-4 097883568 Zuleta Masculino
16 Z2M-5 097885316 Masculino
17 CB-1 026811888
112869247a | Zooldgico de
18 CB-2 Barios
19 CB-3 026779347

Elaborado por: EI Autor
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3.3.2 Técnicas de Biologia molecular

A partir del descubrimiento del ADN una nueva forma de abordar la ciencia
de la herencia se abri6 paso en el conocimiento humano, asi pudimos
conocer intimamente el secreto del cual emanaba toda forma de vida. La
genética se adentrd profundamente en conocer las estructuras y dinamicas
de esta molécula y la complejidad de la informacién que se codifica dentro
de ella. Entonces se idearon distintas formas y técnicas que nos permitieron
atestiguar la mecanica de la herencia, el ADN fue analizado, replicado,
modificado y estudiado como nunca antes gracias a dichas técnicas que le
dieron al hombre la posibilidad de comenzar a entender algo que hasta ese

momento solo habia imaginado.

3.3.2.1 Extraccion de ADN

El ADN de las muestras fue extraido mediante el kit PureLink™ Genomic
DNA Kits de Invitrogen™, siguiendo el protocolo establecido para muestras

de sangre con ligeras modificaciones:

La sangre fue lavada con PBS 1x (Phosfate Buffer Saline) y centrifugada
para eliminar el suero y conservar los elementos figurados de la sangre,
posteriormente fue tratada con solucion de lisis de eritrocitos. Esto proceso
fue necesario ya que el suero de la sangre de las muestras de condor es
mucho mas denso que el de la sangre humana y esto ocasionaba un
taponamiento de la membrana de las columnas del kit. Se especuld
posteriormente que la aparente mayor densidad de la sangre del condor es
debido a una mayor concentracion de proteinas en el suero causada por un
bajo consumo de agua, situacion observada en aves rapaces en cautiverio y
causada por el estrés del encierro lo que llevaba a una mayor densidad
sanguinea comparada con aves de vida libre de la misma especie (Toro et
al. 1997).
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A continuacion se coloca hasta 100 pl de la sangre lavada y resuspendida
en PBS en un tubo eppendorf estéril de 1,5 ml donde se afiade también 20
ul de Proteinasa Ky 20 yl de RNAsa A, se homogeniza el contenido del tubo
mediante vortex y se incuba a temperatura ambiente durante dos minutos.
Luego se afiade 200 pl de Genomic Lysis/Binding Buffer y se mezcla bien
hasta obtener un producto homogéneo. Se incuba a 55° C por 10 minutos
para promover la digestion de las proteinas. Finalmente se afiade 200 pl de
Etanol al 95-100% y se mezcla nuevamente mediante vortex.

Para la fase de enlace del ADN en la membrana de la columna se debe
colocar la mezcla del lisado en la columna dentro del tubo de coleccién, y se
centrifuga a 10000 g por un minuto a temperatura ambiente. Posterior a esto
se descarta el tubo de coleccidn con su contenido y se coloca la columna en
un nuevo tubo de coleccion, donde se afiade 500 uyl de Wash Buffer 1
previamente anadido etanol, después se centrifuga la columna a 10000 g por
un minuto a temperatura ambiente. Se descarta el tubo de coleccién con
todo su contenido, se coloca la columna en un nuevo tubo de coleccion y se
procede a anadir Wash Buffer 2 preparado con etanol en la columna, se
centrifuga a maxima velocidad por tres minutos a temperatura ambiente para
eliminar todo el buffer. Se descarta este ultimo tubo de coleccion.

Finalmente para la elucion del ADN, se coloca la columna en un tubo
eppendorf estéril de 1.5 ml, se anade de 25 a 200 pl de Genomic Elution
Buffer a la columna y se deja incubar por un minuto a temperatura ambiente,
luego se centrifuga por dos minutos a maxima velocidad para liberar el ADN
purificado en el tubo eppendorf, ahora puede ser almacenado a -20° C. Si se
desea obtener mas ADN se puede repetir el proceso de elucion, sin embargo

la concentracion disminuye al incrementar el volumen de elucion.
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3.3.2.2 Anadlisis cuantitativo y cualitativo de ADN extraido.

La comprobacién de la presencia de ADN fue realizada mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se tomé
10 pl de cada muestra extraida y fue corrido en gel aproximadamente 20
minutos. Después se observo en transiluminador UV y se anotd cuales

muestras habrian sido exitosas en su extraccion.

Para determinar la cantidad de ADN en las muestras se usé el equipo Qubit®
Fluorometer y los kits Quant-it™ dsDNA BR Assay para rangos de 2 a 1000
ngy Quant-it™ dsDNA HS Assay para rangos de 0.2 a 100 ng, dependiendo
de la calidad de ADN observada en el gel. Para el proceso de cuantificacion
se debe preparar la solucion de trabajo que consiste en el Buffer y el
fluoréforo segun el kit que hayamos elegido. Las cantidades son las
siguientes: 1 ul de buffer por reaccion, de 1 a 20 yl de ADN y de 180 a 198
de buffer hasta completar 200 pl por reaccién, todo se coloca en tubos
eppendorf de 0.5 ml que vienen especialmente para uso en el Qubit® luego
de ser mezclado en el vortex por unos segundos se deja incubar por un
minuto. Después se coloca en el equipo para la lectura, y se siguen las
instrucciones del equipo para determinar la cantidad de material contenido.
Si se desea se puede hacer el célculo de la concentracion directamente en
el equipo se ingresa el volumen de ADN que fue afiadido a la mix.

De ser necesario se puede calibrar nuevamente el equipo con las soluciones
estandar para este objetivo, de igual manera que para el analisis de
concentracion de ADN se coloca 10 pl las soluciones estandar junto con la
solucién de trabajo preparada previamente como se indico antes, en lugar de
correr el programa para lectura se debe correr el programa de calibracion y

seguir los pasos segun se indique en el equipo.
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3.3.2.3 PCR (Polymerase Chain Reaction)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) fue
desarrollada y perfeccionada por Kary Mullis en 1986, la técnica se basa en
obtener un fragmento dado de ADN por medio de la accién de las
polimerasas para obtener un gran numero de copias y facilitar su estudio
(Bartlett y Stirling 2003). La efectividad de esta técnica contribuydé a su
popularizacion y abaratamiento de los costos, convirtiéndola en una

herramienta basica para cualquier estudio e investigacion en genética.

Las polimerasas son las enzimas encargadas de replicar el ADN, en la PCR
se usan juntamente con ciclos alternados de temperaturas que abren la
doble hélice para permitir la accion de la polimerasa y dejan que se vuelvan
a unir para después volver a duplicarlas (Watson et al. 2008). De esta forma
se consiguen un gran numero de copias de una region especifica del ADN

listas para ser analizadas.

Se us6 como base para el disefio de la PCR, un protocolo modelo para
microsatélites, la temperatura de anillamiento inicial fue tomada de los datos
proporcionados con las secuencias, sin embargo se realizd un gradiente de
temperatura para corroborar que la temperatura sugerida servia para la
amplificacion. Si no se conseguia amplificacion se modificaba los protocolos
comenzando por la concentracion de los reactivos, y después con la
duracion de los ciclos.

3.3.24 Microsatélites

Para la eleccion de los marcadores moleculares a ser utilizados se conté con
la ayuda de la Dra. Sher Hendrickson (Laboratory of Genomic Diversity
National Cancer Institute), quien habia asistido en algunos trabajos en
biologia molecular en el proyecto de reintroduccion del Céndor Californiano.
A través de ella se pudo acceder a las secuencias de los primers que fueron
usados en la especie californiana incluyendo secuencias cuyos disefios no
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se encontraban publicados en NCBI. En especies de animales
emparentados, se espera cierta conservacion de amplias regiones del
genoma, sin embargo no se puede saber exactamente cuantas regiones
comparten dos especies hasta amplificar mediante PCR los locus en

cuestion.

Se recibieron secuencias de 20 pares de primers que incluian tres

microsatelites no pertenecientes al condor californiano. Todos los
microsatélites fueron nombrados segun el locus donde se ubicaban en la
especie original. El numero de repeticiones varia desde dinucleétidos hasta
tetranucledtidos siendo estos ultimos el tipo mas comun. Se usaron diversas
PCR para determinar qué microsatélites se lograban amplificar en el ADN
del condor andino y serian usados en el siguiente procedimiento. Finalmente
seis microsatélites fueron escogidos para el analisis de fragmento. Los

microsatélites escogidos fueron los siguientes:

Tabla 3.2. Descripcion de los microsatélites amplificados con éxito en ADN

de céndor andino, con sus primers (forward y reverse) y caracteristicas.

SECUENCIA SECUENCIA PO TAMARIO pb
OO ORWARD REVERSE | REPETICION | SHPRROVPS
20 | JCASCACERT. | araSCICCAR | Dinuclectido | 206-208 pb
B7 | ACCORSORY, | ARCCCORISS | Trinuclestido 165 pb
H3 | S RSCTCAT | ARICSSTAST | Tetranuciestido | 119-127 pb
H269 | SAGrae ASRIaoCT | Tetranuclestido | 215-223 pb

Elaborado por: El Autor
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3.3.2.5 Protocolos de PCR para amplificacion de microsatélites

Con el objetivo de estandarizar el protocolo para la amplificaciéon mediante
PCR de los microsatélites necesarios para el estudio, se realiz6 un proceso
sistematico donde se testo las secuencias sugeridas para el estudio. Se usé
inicialmente un protocolo estandar para amplificar microsatélites (Hajeer A et
al. 2000), tanto en las concentraciones de los reactivos en PCR, como de las

temperaturas, duracién y niumero de ciclos.

El protocolo de las concentraciones de reactivos consistio en utilizar un
volumen final de 15 a 25 pl, donde el contenido y la concentracion de los
reactivos variaban ligeramente en cada microsatelite. Tomando como
volumen final 25 pl, los volumenes de los reactivos fueron los siguientes: 2,5
ul de Buffer de PCR 10x y con concentracion final 1x, 1ul de MgCl, a 50 mM
y una concentracion final de 2.0 mM (dependiendo del microsatelite
amplificado puede ser menor o mayor), 1 ul de dNTP’s (dideoxinucledtidos
trifosfato) a 10mM cada uno, alcanzando una concentracion final de 0.4 mM
cada uno, 1 pl de cada primer, forward y reverse, a 10 uM y a una
concentracion final de 0.4 uM, 0.3 pl de Taq Polimerasa, y 4 yl de ADN a
4ng/ul para alcanzar 100 ng de ADN en la reaccion, para llegar hasta el
volumen final requerido se usa 14,2 pl de agua MiliQ en esta caso.

El programa de amplificacion contempla ciclos que fueron probados en
cuanto a temperatura y duracion para ser los mas adecuados para el
proposito requerido. El programa de ciclos esta conformado de la siguiente
manera: un ciclo inicial de 95°C por diez minutos para la denaturacién del
ADN vy activacion de la Taq Polimerasa, el siguiente ciclo de 95° C durante
45 segundos es donde comienza la repeticion de los ciclos, el siguiente ciclo
para anillamiento contempla temperaturas desde 58° C hasta 63° C durante
45 segundos, la mayoria de los microsatélites amplifican bien en cualquier
rango de estas temperaturas, siendo la mejor amplificacion para PCR
multiplex la temperatura de 59° C, la temperatura de extension es 72° C
durante 45 segundos donde terminan los ciclos repetitivos, y finalmente la

ultima extension a 72° C por 7 minutos. El numero de ciclos es de 35. Los
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fragmentos amplificados se comprueban mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio por 30 a 45 minutos, y

finalmente se observa en un transiluminador UV.

3.3.2.6 Anadlisis de fragmentos

El protocolo de analisis de fragmento fue realizado en el Equipo 3130
Genetic Analyzer de Applied Biosystems de cuatro capilares, se trata de una
electroforesis capilar en poliacrilamida de los fragmento amplificados vy
marcados en un extremo por un fluorocromo que reacciona a la excitacién
de un laser y que es leido por un lente especial, la alta resolucion que se
logra en este protocolo hace que puedan ser distinguidos fragmentos de
hasta un nucleétido de diferencia.

Para el analisis de fragmentos el primer forward debe ser sintetizado con un
fluorocromo especifico. Los seis primers marcados fueron agrupados segun
su tamafio en tres pares para evitar que los picos de fluorescencia se
sobrelapen en microsatélites con tamafo similar. Cabe sefialar que los
grupos fueron ideados basandose en las diferencias de tamafio encontrado
en el céndor californiano debido a que en algunos casos las diferencias de
tamafos entre un microsatelite y otro en el gel de agarosa no eran

apreciables en los ensayos con ADN de condor andino.

Se utilizaron los siguientes fluorocromos NED de color amarillo, PET de color
rojo y VIC de color verde, con la siguiente disposicion:

e NED: C5y H269
e PET:B7yA20
e VIC:H3yH115

La preparacion de las muestras para el analisis de fragmento consiste en
realizar nuevas PCR’s remplazando el primer forward original por el primer
forward marcado con fluorocromo. Para facilitar el trabajo para el analisis de
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fragmento se us6 el mismo protocolo de amplificaciéon para todos los
microsatélites, y se usaron PCR’s multiplex con el fin de facilitar el analisis
por parte del equipo y optimizar recursos. El volumen final de PCR con
primers marcados fue de 10 pl, conformado por: 1 ul de Buffer de PCR 10x
alcanzando una concentracion final de 1x, 0.4 yl de MgCl, a 50 mM para
alcanzar una concentracién final de 2 mM, 0.5 pl de dNTP’s a 10 mM cada
uno y con concentracion final de 0.5 mM, 0.4 pl de cada uno de los dos
primers forward marcados con fluorocromo que vayan a ser usados, a una
concentracion de 10 mM y concentracion final en la PCR de 0.4 mM,
igualmente se coloca 0,4 ul de los dos primers reverse a 10 mM sin marcar
correspondientes a los dos microsatélites para la reaccién, para alcanzar
una concentraciéon final de 0.4 mM, se afiade también 0,2 ul de Taq
Polimerasa Platinum (Invitrogen USA), 2,5 ul de ADN a 4 ug/ul para obtener
10 ug por reaccién, y finalmente se completa el volumen con agua usando
46 pl de agua MiliQ. Los microsatélites para PCR multiplex fueron
agrupados de la siguiente manera: C5 y A20 en una PCR, H3 y B7 para otra,
y H115 y H269en la ultima PCR.

El programa de amplificacién no varia mucho con el programa inicial
presentado para los primers sin marcar, y consiste en un ciclo inicial de 95°C
por diez minutos para denaturar el ADN, un segundo ciclo de 95° C durante
45 segundos para dar comienzo a repeticion, el siguiente ciclo para
anillamiento contempla temperaturas de 58° C para la PCR multiplex de C5 y
A20, y 60° C para las PCR’s multiplex de H3 y B7y de H115 y H269, la
duracion de esta ciclo es de 45 segundos, luego la extension a 72° C
durante 45 segundos aqui finalizan la repeticion de ciclos, la ultima extension
es de 72° C por 7 minutos. El numero de ciclos es de 35. De ser necesario
los fragmentos amplificados pueden ser testados en una electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio por 30 a 45 minutos, y se
usa en un transiluminador UV para observar las bandas correspondientes al

amplificado.
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El siguiente procedimiento antes de pasar al analisis que hace el equipo es
el choque térmico, este proceso consiste en calentar los productos de PCR a
95° C para lograr que el amplificado se denature de la misma manera que en
la PCR y después se enfria rapidamente a temperaturas menores de 20° C,
al denaturarse la cadena se abre y al enfriarse rapidamente cada lado de la
cadena se doble sobre si misma creando una estructura tridimensional unica
que depende de la secuencia de cada cadena, esto hace posible que
fragmentos del mismo peso y donde solo varia un nucleétido tomen formas
tridimensionales diferentes, lo cual cambia la forma en que fragmentos
similares pero con distinta secuencia migran a través de un gel o de un
capilar facilitando su separacién y analisis (Orita et al. 1989).

Para preparar la muestra para el choque térmico se parte de un volumen de
10 pl por muestra analizada que se compone de: 9.1 uyl de HI DI ®
formamida que ayuda en la denaturacion, 0.4 uyl de marcador de peso
interno LIZ® Estandar 500 que consiste en secuencias de pesos especificos
y marcadas previamente con fluorocromo de color naranja cuya funcién es
ser leido por el equipo y ser tomado como referencia de tamafos para
comparar con los productos amplificados de PCR y 0.5 uyl de la PCR
previamente realizada. Todo esto se hace en la placa de 96 pocillos del
analizador genético. Cabe senalar que se debe hacer un minimo de cuatro
analisis por vez o multiplos de cuatro, porque el equipo es de cuatro
capilares, si se deja al equipo absorber por un capilar un pocillo vacio se
podria dafar a dicho capilar y al equipo, en caso de no tener mas muestras
para analizar se puede llenar el pocillo vacio con agua o con formamida para
evitar los dafos antes mencionados. El choque térmico se realiza colocando
la placa del analizador genético dentro de un termociclador de 96 pocillos
donde se programa un ciclo de 95° C durante 3 a 5 minutos, transcurrido ese
tiempo se traslada la placa de inmediato a un base congelante para tubos de
0.2 pl que se encuentra a -20° C o a un envase con hielo, se mantiene a la
placa en el frio por 3 minutos y se seca con una toalla el exceso de humedad
en el exterior de la placa para prevenir cualquier humedecimiento del equipo.
Finalmente se la coloca en el analizador genético y se procede a la
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electroforesis capilar y adquisicion de datos por medio de la camara de

deteccion del Analizador Genético.

3.3.3 Analisis Estadistico

Con la finalidad de dar el proceso adecuado a los resultados finales
obtenidos, se procedera a usar diversas herramientas estadisticas que nos
permitan visualizar adecuadamente el estado de la poblacion,

Los resultados seran analizados con varias herramientas usadas en genética
de poblaciones para determinar el estado de la poblacidon. Para dicha tarea
se contara con la ayuda de programas computarizados que nos facilitan el
procesamiento de datos, como Microsatellite Toolkit for Excel version 3.1 y
POPGENE versién 1.31.

3.3.3.1  Frecuencias alélicas y genotipicas

La determinacion de la frecuencia de alelos y genotipos de los marcadores
utilizados en el estudio, es el primer paso sobre el cual se basa todo el
analisis estadistico. La frecuencia se calcula dividiendo el numero de veces
que aparece cada alelo o genotipo para el total de alelos o genotipos
respectivamente. El resultado es siempre menor que uno, numero que

representa la frecuencia sumada de todos los alelos/genotipos.

3.3.3.2 Prueba de bondad de ajuste: Hardy-Weinberg y Chi-cuadrado

El modelo de equilibrio Hardy- Weinberg, es un modelo basico de genética
de poblaciones que estudia la dinamica de las leyes de Mendel sobre la
variabilidad de las mismas. El equilibrio HW define una poblacion ideal como

aquella donde existe un apareamiento aleatorio y la migraciéon, mutacion y
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deriva genética no existen, permitiendo a las frecuencias genotipicas
eventualmente alcanzar valores que se mantienen estables. Por supuesto
una poblacion en tales condiciones no existe sin embargo esta vision nos
ayuda a entender como se encuentran distribuidos los alelos y genotipos
dentro de la misma. El equilibrio Hardy-Weinberg se define de la siguiente

manera.
pA%+2pAqB+qB?

Donde pA es la frecuencia del primer alelo en un locus dado y gB es la
frecuencia del segundo alelo. Para locus con mayor polimorfismo se expresa

de la siguiente manera:
pA%+2pAqB+qB?+2pArC+2qBrC+rC?

Aqui rC es la frecuencia de un tercer alelo, asi se puede extender para
varios alelos, sumando las frecuencias elevadas al cuadrado de cada alelo,
mas las frecuencias de las combinaciones de dos alelos multiplicadas entre

ellas y para dos.

pAZ+qBZ+rC2+D?+UE2+2pAgB+2pArC+2pAtD+2pAUE+20BrC+20BtD+20BUE+2rCtD+2rCuE +2tD

En cuanto a Chi-cuadrado (x°) se utiliza cuando se analizan los resultados
de un cruce y se necesita conocer si los resultados obtenidos se desvian
significativamente de los resultados esperados, en este caso los resultados
obtenidos son las frecuencias genotipicas reales determinadas
anteriormente, y los resultados esperados son las frecuencias genotipicas
derivas de la utilizacion de HW con las frecuencias alélicas obtenidas. La

formula para obtener Chi-cuadrado es la siguiente:

- (F observada — F esperada)?
Xe= F esperada
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3.3.3.3 Medidas de variabilidad genética

Las medidas de variabilidad genética que se van a utilizar para analizar los
locus en estudio son numero efectivo de alelos (Ae), heterocigosis observada
(Ho), heterocigosis esperada(He), contenido de informacion polimérfica (PIC
siglas en inglés).

El numero efectivo de alelos determina el numero esperado de alelos en el
locus y se toma como la inversa de la homocigosidad del mismo. La
heterocigosis observada es el nivel de heterocigosidad encontrado en el
locus donde 1 determina que todos los individuos son heterocigotos y 0 que
todos los individuos son homocigotos. La heterocigosidad esperada es la
probabilidad de que un individuo de la poblacion sea heterocigoto para ese
locus. El contenido de informacién polimérfica es una medida que se usa
para conocer el poder de discriminacion del marcador dentro de la poblacion.
Con estas estimaciones se puede tener una idea clara del estado genético
de la poblacion.

3.3.3.4 Poder de inclusidn y discriminacién

El poder de inclusién y discriminacion de la prueba son dos probabilidades
relacionadas que indican la capacidad de los locus usados para discriminar
individuos. El poder de inclusién (P;) nos da la probabilidad de que dos
individuos escogidos al azar dentro de una poblacion compartan el mismo
genotipo, un valor de P; menor indica una mejor herramienta para analizar
genotipos de poblaciones debido a que discrimina de mejor manera entre un
individuo y otro. El poder de discriminacién (P4) es la probabilidad de que
dos individuos posean diferente genotipo en la prueba usada.

El valor de P; se define como la suma de las frecuencias esperadas elevadas

al cuadrado, es decir:

Pi=pA%+qB2+rC?+sD*+uE?
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Mientras que P4 se define como la diferencia de uno menos Pi podemos

decir que:

Pd=1-Pi

3.3.3.5 Matriz de alelos compartidos

Es una matriz donde se comparan todos los individuos con el objetivo de
determinar cuantos alelos comparten y expresar esta informacion por medio
de un numero, donde 0 significa que no comparten ningun alelo y 1 significa
que comparten todos los alelos.
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CAPITULO IV RESULTADOS

41 EXTRACCION DE ADN

El ADN extraido de las muestras de sangre fue de buena calidad y
concentracion debido a la naturaleza de los eritrocitos en las aves que a

diferencia de los mamiferos poseen nucleo, y por tanto material genético.

Se realizaron varias extracciones por cada muestra de sangre, para tener
varias alicuotas en caso de contaminacion y como reserva para cuando se
agote la alicuota que este en uso.

4.1.1 Cuantificacion de ADN

La calidad y concentracion de material genético extraido y utilizado, permitié
trabajar con diluciones que incrementaron el volumen de las alicuotas dando
mucho material sobre el cual trabajar. Se tomd una alicuota al azar por cada
individuo la cual fue cuantificada y diluida posteriormente, en algunos casos
fue necesario tomar material de otra alicuota debido a problemas con la
concentracion o deterioro del ADN. La concentracion de las alicuotas usadas

fue la siguiente:
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Tabla 4.1. Concentracion de ADN en alicuotas usadas para

amplificacion de microsatélites.

Nro. | Cod. UDLA Concentracion pg/mi
1 ZGM 8,07
2 ZGH 28,1
3 HZH-0 4,85
4 HZM-1 52,16
5 HZM-2 3,72
6 HZH-2 3,02
7 CIM-1 200
8 CIH-2 11,3
9 CPO-1 11

10 CPO-2 4,81
11 CPO-3 52
12 CPO-4 4,37
13 Z2H-3 21,5
14 Z2M-3 53,8
15 Z2M-4 19,4
16 Z2M-5 99,4
17 CB-1 8,38
18 CB-2 66,1
19 CB-3 75,3

Elaborado por: El Autor

4.2 DETERMINACION DEL GENOTIPO

Después de haber probado varios microsatélites para amplificar regiones en
ADN de condor andino (Vultur gryphus), se pudo estandarizar con éxito seis
microsatélites que amplificaron satisfactoriamente y cuyo protocolo demostré
alta repetibilidad y ausencia de amplificaciones inespecificas. A partir de
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estos seis microsatélites que fueron analizados mediante el protocolo de
analisis de fragmento se realizd la comparacion de los alelos de los
individuos para identificar que parentesco tienen entre cada uno y el nivel de
variabilidad que existe en la poblacion, para a partir de esos resultados
recomendar acciones adecuadas para mantener la mayor diversidad posible

en la poblacion.

4.2.1 PCR para Microsatélites

Los fragmentos amplificados por PCR comprendian pesos entre 90 y 220 pb
de peso, los microsatélites fueron nombrados segun su locus en el céndor
californiano, se desconoce si comprende el mismo locus en el céndor
andino, a pesar de tener un cariotipo similar (Raudsepp et al. 2002) (Williams
y Benirschke 1976) no se puede asegurar que los locus sean exactamente

iguales en las dos especies.

4211 C5

Es un microsatelite trinucleétido, cuyo motivo repetitivo es ATG; el tamafio
aproximado en el condor californiano es de 179 a 191 pb. La temperatura de
annealing usada fue de 58° C aunque amplifica en rangos de temperatura
desde 57 a 60° C. Se consiguié una banda clara de alrededor de 200 pb. El
ensayo fue muy sensible a la concentracion de ADN.
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Figura 4.1. Ejemplo de amplificado en el locus C5

1 2 345 6 7 8 9 10 1112 13 _

14 15 16 17 18 19

Elaborada por: El Autor

421.2 A20

El microsatelite del locus A20 posee un motivo repetitivo dinucledtido y su
repeticion es CA. El tamafo en el condor californiano es desde 206 hasta
208 pb, el amplificado en el condor andino tenia un tamano un poco superior
a 200 pb. Para amplificar se uso una temperatura de 58° C de annealing, sin
embargo amplifica aunque con menor éxito desde 57 hasta 60° C.

Figura 4.2. Ejemplo de amplificacion con el microsatelite del locus A20
12 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

+200 pb

Elaborado por: El autor



47

4213 B7

En el marcador molecular del locus B7 se encontré un motivo de repeticidén
trinucledtido, sin embargo los autores no especifican cual es la secuencia de
dicho motivo. La temperatura de annealing fue de 60° C aunque amplifico
también en temperaturas menores hasta 58° C. El tamano del fragmento fue
de alrededor de 170 pb para el condor andino.

Figura 4.3. Ejemplo de Amplificacion locus B7

200 pb
150 pb
100 pb
50 pb

+170 pb

100 pb
50 pb

Elaborada por: El Autor

4214 H3

El microsatelite H3 es un tetranucleotido, su tamafio en la literatura es de
119-127 pb en el céndor californiano, en el gel de agarosa se aprecia
tamanos de alrededor de 100 pb. La temperatura 6ptima de annealing fue de
63° C, sin embargo se pudo obtener amplificacion desde 56° C hasta 65° C.
Para amplificacion en PCR Multiplex se amplifico con 60° C.
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Figura 4.4. Ejemplo de amplificacién de H3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

+100 pb

Elaborada por: El Autor

4215 H115

El motivo repetitivo de este microsatelite es un tetranucledétido y la secuencia
de la repeticion es CATC. El tamafo estimado en el céndor californiano es
de 196 pb, en el condor andino también es consistente un tamafo alrededor
de los 200 pb. La temperatura de annealing fue de 60° C aunque amplifica

sin ningun problema en temperaturas alrededor de esta temperatura.
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Figura 4.5. Ejemplo de amplificacion del microsatelite H115

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Elaborada por: El Autor

421.6 H269

El motivo repetido del microsatelite H269 es un tetranucledtido, la secuencia
de la repeticion es CATC. El tamano establecido para el microsatelite es de
215 a 223 pb en condor californiano, y en el céndor andino el peso estimado
inicialmente fue de alrededor de 200 pb. Al igual que los anteriores
microsatélites se estimo la temperatura éptima para el annealing en 60° C y
también conseguia amplificar a temperaturas cercanas a este rango.
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Figura 4.6. Ejemplo de Amplificacién del Microsatelite H269

— D G S I g G — G GG — 200 pb

Elaborada por: EI Autor

4.2.2 Analisis de fragmentos

El protocolo del analisis de fragmentos permitié visualizar definitivamente los
alelos correspondientes a cada microsatelite, y contar con los resultados
definitivos para realizar las estimaciones necesarias sobre la poblacion. Se
encontré varias diferencias de tamafo entre los alelos del céndor
californiano y del condor andino, y también varias diferencias en cuanto al

numero de alelos.

El disefio de primers marcados con fluorocromos fue realizada basandose
en las diferencias halladas en céndor californiano debido a la dificultad de
identificar previamente en el gel de agarosa diferencias entre los pesos de
los seis microsatélites, por esta razoén el grupo de microsatélites marcados
con el fluorocromo NED de color amarillo, C5 y H269, en realidad poseen
tamanos similares en el andlisis de fragmento en el equipo y no hubo la

diferencia de veinte pares de bases sugerida por la informacion original.
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4221 C5

Este microsatelite trinucledtido fue marcado con el fluorocromo NED, de
color amarillo. El tamafio del marcador en el condor andino fue de 187 a 217
pb a mientras que en el condor californiano fue menor, en los rangos de 179
a 191 pb. Otra diferencia importante encontrada es el numero de alelos, en
el céndor californiano existen tres alelos, mientras que en el condor andino

se encontraron cinco diferentes distribuidos en la poblacion estudiada.

En cuanto a los alelos, el mas pesado tuvo 217 pb de tamafo y fue
encontrado en un solo individuo en heterocigosis, el segundo alelo bastante
frecuente fue el de 208 pb, y esta presente en diez aves, en tres de los
cuales se presenta en homocigosis, mientras que los restantes siete son
heterocigotos para el locus en cuestion. El siguiente alelo tiene 195 pb de
tamano y fue encontrado en siete individuos todos heterocigotos. El alelo
mas frecuente fue el de 189 pb que se hallé en catorce individuos uno de los
cuales fue homocigoto. Finalmente el de menor tamafio tiene 187 pb y se
hallé en dos individuos heterocigotos en este locus.
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Figura 4.7. Alelos 187 y 189 pb encontrados en C5

180 170 180 190 200 210

189 pb

187 p

(@]

e L x| L

Elaborado por: El Autor, en el programa GeneMapper 2.0.




53

Figura 4.8. Alelo 217 pb de C5

LE: 1] 200 210 220 230

189 pb

217 pb

L

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.
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Figura 4.9. Alelos 195y 208 pb de C5

2000 210

195 p

o2

208 pb

NN .

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.

4222 A20

En este microsatelite se encontr6 que el tamafio en condor andino es
superior al del condor californiano, en el primero se encontré tamanos de
209 a 220 pb en tanto en el segundo eran de 206 a 208 pb. En cuanto a los
alelos en el condor californiano se registran dos alelos diferentes, mientras

que en el céondor andino se hallaron 5 diferentes alelos.
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Tan solo tres individuos fueron homocigotos, el resto fueron heterocigotos, y
los alelos hallados estuvieron distribuidos de la siguiente forma: en doce
individuos se hall6 el alelo con un tamafo de 220 pb el mas pesado para
este microsatelite, uno de los individuos fue homocigoto para este alelo. El
siguiente alelo encontrado fue de 217 pb y se hallé6 en quince individuos,
donde uno de los cuales fue homocigoto. Otro de los alelos fue de 215 pb y
fue encontrado en tres especimenes y uno de estos homocigoto.; El alelo
con un tamafo de 212 pb se hall6 en dos individuos, ambos como
heterocigotos; el ultimo fue de 209 pb hallado en dos individuos siendo
estos heterocigotos para este alelo.

Figura 4.10. Alelo 215 pb en A20

210 220

||
N :

| — e S, N —

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.
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Figura 4.11. Alelo 217 pb en A20
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Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.
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Figura 4.12. Alelo 220 pb en A20
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220 pb
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Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.
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Figura 4.13. Alelo 212 pb en A20

ks 212 213 214 215 218 217 218 218 230 221 233 223 224 2
212 pb
220 pb
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Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.



59

Figura 4.14. Alelo 209 en A20
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Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.
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4223 B7

En cuanto al tamafio de este microsatelite se encontré que es apenas un
poco mayor que en el condor californiano en el cual el tamafio es de
alrededor de 165 pb, mientras que en el condor andino se hallé rangos de
168 a 173 pb. En cuanto a los alelos encontrados también se hall6 mas que

en la especie original, en esta existen dos alelos y en el condor andino tres.

Este marcador molecular es menos polimorfico que los anteriores, tiene
menos alelos y muchos individuos son homocigotos. Los alelos encontrados
fueron los siguientes: el de mayor tamafio fue el de 173 pb, y también fue el
alelo mas comun aparece en quince individuos en los cuales se encuentra
en homocigosis en seis, los restantes nueve individuos son heterocigotos en
este locus. El segundo alelo es el de 170 pb de tamafio que se encuentra en
cinco especimenes, donde tan solo uno de ellos lo presenta en homocigosis,
que el resto son heterocigotos. El ultimo alelo tiene 168 pb; esta presente en
nueve individuos, donde dos son homocigotos para este alelo, los restantes

siete son heterocigotos.

Figura 4.15. Alelo168 pb de B7

168 pb

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0
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Figura 4.16. Alelo 170 pb de B7

170

170 pb

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0

Figura 4.17. Alelo 173 pb de B7

DR P

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0
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4224 H3

El microsatelite de este locus, mostrd desde los geles de agarosa que era el
mas corto de tamanio, tan solo tiene 93 pb bastante menor comparado con el
tamafo en céndor californiano que fue de 119 a 127 pb, ademas fue el Unico
alelo para este locus en todos los individuos mientras que en la especie
original existian dos alelos distintos. Este hecho hace que este microsatelite

no sea util para identificacion individual

Figura 4.18. Alelo de 93 pb encontrado en H3

93 pb

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0

4225 H115

En este caso el numero de alelos en condor andino fue igual al numero de

alelos en céndor californiano. El tamafio indicado en la especie californiana
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fue de 196 pb, en cambio en el condor andino su rango de tamano fue entre
191 y 199 pb.

Los dos alelos existentes mostraron gran diferencia en cuanto a su
distribucién en los individuos analizados. El primero y el mas comun de 191
pb se encontré en dieciocho de los diecinueve animales estudiados, entre
los cuales dieciséis fueron homocigotos en este locus. El otro hallado en tan
solo tres individuos tuvo un peso de 199 pb y solo uno de los individuos era
homocigoto. Dos especimenes de los diecinueve fueron heterocigotos y
poseen los dos alelos.

Figura 4.19. Alelo de 191 pb en H115

180 180 200 210

191 pb

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0
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Figura 4.20. Alelo de 199 pb en H115

180 200 210

- _ e — —

Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0

4.2.2.6 H269

Este microsatelite tiene un peso de 195 pb siendo menor que en el condor
californiano cuyo tamano es de 215 a 223 pb. En este microsatelite el
tamafo en pares de bases mencionado anteriormente constituye el unico
alelo encontrado en todos los individuos, descartando su uso para

caracterizar individuos.
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Figura 4.21. Alelo de 195 pb encontrado en H269

180 190 200 210

195 pb

§ 1 B 1

Elaborado por: Imagen generada por el Programa GeneMapper 2.0

4.2.3 Genotipos por individuo

El resultado del analisis de fragmentos arrojé que los locus elegidos sirven
para comparacion de individuos sin embargo el numero de locus analizados
es pequeino y por tanto poco descriptivo. Dos locus resultaron ser
monomorficos en todos los condores andinos estudiados y por ésta razon

no son utiles para el andlisis final.
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A continuacion se muestra como se visualiza el genotipo homocigoto y un

heterocigoto en cuatro locus, en el programa GeneMapper 2.0. Yuna tabla

con los genotipos de todos los individuos en estudios.

Figura 4.22. Genotipo del individuo 13, heterocigoto en cuatro locus
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Elaborado por: El Autor en el programa ngeMapper 2.0.



Figura 4.23. Genotipo del individuo 17 homocigoto en todos los locus
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Elaborado por: El Autor en el programa GeneMapper 2.0.



Tabla 4.2. Resultados de los alelos encontrados en la poblacién
estudiada.

Microsatelites
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Elaborada por: El Autor
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4.2.3.1 Frecuencias alélicas y genotipicas

Los genotipos observados fueron ordenados con el objetivo de realizar el
calculo de las frecuencias. Se utilizo la formula que se explico anteriormente.
En el caso de los alelos, al ser tan pocos individuos se comprobd su numero
observandolos directamente de los resultados para obtener las frecuencias
alélicas respectivas. En cuanto a los microsatélites se encontré frecuencias
muy altas para algunos genotipos heterocigotos y bajas e incluso nulas en
algunos genotipos homocigotos teoricos que no existen en la poblacion
analizada. Lo locus monomorficos no fueron tomados en cuenta en este

analisis.

En el microsatelite C5 se encontr6 como genotipos mas frecuentes a
189/208 y 189/195. Un dato interesante es que la frecuencia alélica mas alta
fue en el alelo 189 y que el genotipo menos frecuente fue el homocigoto para
este alelo, debido a que la mayoria de veces que el alelo aparece en la
poblacion es en homocigosis. Para el alelo A20 se encontré que la
frecuencia genotipica mas alta fue la de 217/220 hallada en mas de la mitad
de la poblacion, mientras que el resto de genotipos tuvieron frecuencias
bajas, y en cuanto a los alelos la frecuencia mas alta fue encontrada en el
alelo 217. Una diferencia importante la marcé el microsatelite B7 puesto que
presentd todos los genotipos posibles a diferencia de los marcadores
descritos anteriormente. Las frecuencias mas altas se hallaron en los
genotipos 168/173 y 173/173, y el alelo mas frecuente fue el 173 hallado en
alrededor de la mitad de la poblacion. Finalmente en el locus H115 alrededor
del ochenta por ciento de la poblacion se hallé6 en el genotipo homocigoto
191/191, de la misma forma el alelo correspondiente a este genotipo también

fue el mas frecuente.
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Tabla 4.3. Frecuencias alélicas y fenotipicas por microsatelite

C5
Genotipo In dkl/zgu 0s Porcentaje h;ﬁi odse Gen otFl’ picas Alelo F. Alélica
208/208 3 15,79 6 0,16 217 0,03
189/208 5 26,32 10 0,26 208,5 0,34
189/195 5 26,32 10 0,26 195 0,18
187/189 2 10,53 4 0,11 189 0,39
195/208 2 10,53 4 0,11 187 0,05
189/217 1 5,26 2 0,05 1,00
189/189 1 5,26 2 0,05
19 1,00
A20
Genotipo | Nfo. Porcentaje Nro. de F. Genotipicas Alelo F. Alélica
ndividuos alelos
209/217 2 10,53 4 0,11 220 0,34
212/220 1 5,26 2 0,05 217,4 0,45
212/217 1 5,26 2 0,05 215 0,11
215/215 1 5,26 2 0,05 2123 0,05
215/217 2 10,53 4 0,11 209,5 0,05
217/217 1 5,26 2 0,05 1,00
217/220 10 52,63 20 0,53
220/220 1 5,26 2 0,05
19 1,00
B7
Genotipo In d::l/l;gu 0s Porcentaje '\;rl?ai Odse Gen olil:pi cas Alelo F. Alélica
168/168 2 10,53 4 0,11 173 0,55
168/170 1 5,26 2 0,05 170 0,16
168/173 6 31,58 12 0,32 168 0,29
170/170 1 5,26 2 0,05 1,00
170/173 3 15,79 6 0,16
173/173 6 31,58 12 0,32
19 1,00
H115
Genotipo In dkl/:gu 0s Porcentaje '\;rlce)i Odse Gen otFl'pi cas Alelo F. Alélica
191/191 16 84,21 32 0,84 191 0,89
191/199 2 10,53 4 0,11 199 0,11
199/199 1 5,26 2 0,05 1,00
19 1,00

Elaborado por: El autor
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4.2.3.2 Prueba de bondad de ajuste: Hardy-Weinberg y Chi-cuadrado

Los resultados de la prueba de bondad de ajuste para los locus analizados
demostraron que la poblacién no esta en equilibrio Hardy-Weinberg en
ninguno de los locus. Los que registraron mayor desviacion del equilibrio
fueron los locus C5 y A20 con valores de Chi-cuadrado de 45.13 y 68.12
respectivamente. El locus B7 fue el mas cercano al equilibrio con un valor de
5.47 de Chi-cuadrado mientras que el locus H115 presentd un valor de 19.46
debido a la baja frecuencia del genotipo heterocigoto 199/199. Es probable
que los resultados obtenidos en este analisis estén influenciados por el

tamano de la muestra.



Tabla 4.4. Célculo de Hardy-Weinberg y Chi cuadrado

c5
F. Esperada E
Genotipo en Hardy- F. Observada Espeéada (O-E)M2/E
Weinberg
217/217 0,0007 0,00 0,07 0,07
208/208 0,1170 15,79 11,70 1,43
195/195 0,0339 0,00 3,39 3,39
189/189 0,1558 5,26 15,58 6,83
187/187 0,0028 0,00 0,28 0,28
217/208 0,0180 0,00 1,80 1,80
217/195 0,0097 0,00 0,97 0,97
217/189 0,0208 5,26 2,08 4,88
217/187 0,0028 0,00 0,28 0,28
208/195 0,1260 10,53 12,60 0,34
208/189 0,2701 26,32 27,01 0,02
208/187 0,0360 0,00 3,60 3,60
195/189 0,1454 26,32 14,54 9,53
195/187 0,0194 0,00 1,94 1,94
189/187 0,0416 10,53 4,16 9,77
1,0000 X’= 45,13
A20
F. Esperada
Genotipo en Hardy— F. Observada Espe;ada (O-E)*2/E
Weinberg
220/220 0,1170 5,26 11,70 3,54
217/217 0,2001 5,26 20,01 10,87
215/215 0,0111 5,26 1,11 15,58
212/212 0,0028 0,00 0,28 0,28
209/209 0,0028 0,00 0,28 0,28
220/217 0,3061 52,63 30,61 15,84
220/215 0,0720 0,00 7,20 7,20
220/212 0,0360 5,26 3,60 0,77
220/209 0,0360 0,00 3,60 3,60
217/215 0,0942 10,53 9,42 0,13
217/212 0,0471 5,26 4,71 0,07
217/209 0,0471 10,53 4,71 7,19
215/212 0,0111 0,00 1,11 1,11
215/209 0,0111 0,00 1,11 1,11
212/209 0,0055 0,00 0,55 0,55
1,0000 xz= 68,12
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B7
F. Esperada £
Genotipo en Hardy— F. Observada Esperada (O-E)2/E
Weinberg
173/173 0,3054 31,58 30,54 0,04
170/170 0,0249 5,26 2,49 3,08
168/168 0,0838 10,53 8,38 0,55
173/170 0,1745 15,79 17,45 0,16
173/168 0,3199 31,58 31,99 0,01
170/168 0,0914 5,26 9,14 1,65
1,0000 X’= 5,47
H115
F. Esperada F
Genotipo en Hardy- F. Observada Espe;ada (O-E)"2/E
Weinberg
191/191 0,8006 84,21 80,06 0,22
199/199 0,0111 5,26 1,11 15,58
191/199 0,1884 10,53 18,84 3,67
1,0000 X’= 19,46

Elaborado por: El Autor

4.2.3.3 Medidas de variabilidad genética

Las medidas de variabilidad genética usadas determinaron el estado
genético de la poblacion. Entre los resultados obtenidos se encontro que el
locus A20 presentd la heterocigosidad observada mas alta, sin embargo la
heterocigosidad esperada fue mayor en el locus C5. El numero efectivo de
alelos menor que el numero observado de alelos en todos los locus, incluso
en C5 y A20 fue la mitad del valor observado denotando perdida de alelos.
El valor de PIC fue mayor a 0.5 en todos los locus menos en H115,

indicando un menor nivel de polimorfismos para este locus.
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Tabla 4.5. Resumen de las medidas de variabilidad genética

Numero Numero

Locus de ofectivo de Heterocigosidad Heterocigosidad PIC 2 P
observada esperada Aprox
alelos alelos
c5 6 3,22 0,79 0,71 0,63 45,13 <0,001
A20 6 3,00 0,84 0,68 0,61 68,12 <0,001
B7 3 2,41 0,53 0,60 0,52 5,47 0,062
H115 2 1,23 0,11 0,19 0,17 19,46 <0,001

0.57

Elaborado por: El autor

4.2.3.4 Poder de inclusién y discriminacion

Los resultados para esta prueba se detallan a continuacién en una tabla, en
la que se describe que los mejores alelos para discriminar individuos son C5
y A20, mientras que el alelo H115 es el de menor poder de discriminacion
dentro de la poblacion, para este individuo se estimoé que la probabilidad de
que dos individuos que se escojan al azar dentro de una poblacién tengan el
mismo genotipo fue de tienen el 67%.

Tabla 4.6. Poder inclusion y discriminacion

Locus P; Pq
C5 0,1534 0,8466
A20 0,1689 0,8311
B7 0,2421 0,7579
H115 0,6765 0,3235

Elaborado por: El Autor

4.2.3.5 Matriz de alelos compartidos

La matriz de alelos compartidos se utiliza para comparar a los individuos de
la poblacion con respecto a los locus analizados. En la matriz elaborada para
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los individuos en estudios se encontré que un alto nivel de alelos
compartidos siempre mayor al 50% debido a principalmente a que el
programa Microsatellite Toolkit for Excel no elimina los locus monomarficos
del analisis, sin embargo los microsatélites sirvieron para discriminar a cada
individuo dentro de la poblacion ya que no se encontré individuos que
compartan el total de alelos en los locus analizados.

Dentro de los resultados se incluyé tres individuos relacionados de la
siguiente forma 1 y 2 son padres de 8, y se encontré que debido a que entre
los padres comparten el 83.3% de alelos, su hija compartié 91.7% de alelos
con cada uno de sus padres. Sin embargo no fue el unico caso, el individuo
2 compartié también el mismo porcentaje de alelos con los individuos 5 y 15,
y el los individuos 11 y 14 igualmente compartieron este porcentaje,
sugiriendo una relacion cercana entre estos individuos.

Tabla 4.7. Matriz de alelos compartidos
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Elaborada por: Microsatellites Toolkit for Excel V 3.1
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CAPITULO V DISCUSION

Cuando las poblaciones enfrentan un cuello de botella su diversidad
genética se ve disminuida y por tanto se producen poblaciones
genéticamente muy homogéneas (Bryant et al. 1986), dentro de estas
poblaciones es comun que se incremente el riesgo de que los alelos
deletéreos incrementen su impacto. Las manifestaciones mas comunes de
este incremento son la elevacion de la incidencia de enfermedades
genéticas, la reduccion de la fertilidad, la alta mortandad prenatal y neonatal,
carencias del sistema inmunoldgico y crecimiento lento con baja talla en la
adultez (Lorimer 1997). Para evitar los problemas asociados a la pérdida de
diversidad en poblaciones y especies que se han enfrentado a una reduccion
dramatica de su numero, muchas naciones patrocinan programas de
genotipificacion englobados dentro de proyectos mas grandes para
recuperar el nivel poblacional o reintroducir especies en peligro a su habitat

natural.

Una especie que sufrié la pérdida de su numero y la casi extincion total fue
el céndor californiano, que fue declarado extinto en su habitat natural por la
incapacidad de los individuos sobrevivientes de recuperar la poblacién
(Snyder y Snyder 2000). Para recuperar y reintroducir la especie a su
habitat, los animales sobrevivientes fueron capturados y junto con los
individuos que ya estaban cautivos, se inicié un programa que los devolveria
a la naturaleza (Rojo et al. 2003).Entonces el analisis realizado develd la
situacion genética de la poblacion sobreviviente y de su progenie, el cuello
de botella ocurrido en el siglo XX y el subsecuente e inevitable incremento
de la endogamia habian reducido la diversidad e incluso habia incrementado
la frecuencia de aparicién de alelos predisponentes para la condrodistrofia,
una enfermedad que se habia expresado de forma letal para los embriones
(Ralls et al. 2000).

Con el ejemplo visto en el condor californiano se decidié actuar para evitar
que problemas derivados de la endogamia afecten al condor andino en el

territorio ecuatoriano, especie que se ha visto mermada en el pais y en la
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distribucién norte de su territorio. A fin de proteger a la poblacién de
sucumbir ante la deriva genética natural en un cuello de botella, se estudio
los diecinueve individuos con seis marcadores moleculares extraidos de la
libreria de microsatélites disefiada en el céndor californiano. En dicho
estudio se encontré varias diferencias entre especies en cuanto a la
informacion contenida en los locus y se logré determinar la utilidad del
conjunto de marcadores como prueba de parentesco para la especie.

Las muestras colectadas de varios centros de tenencia de fauna y
zooldgicos fueron sometidas al proceso de extraccion de ADN donde se
encontré cierta dificultad al momento de procesarlas. La muestra parecia no
lisarse completamente durante el uso de la Proteinasa K, y taponaba la
columna de extraccién. Para evitar estos problemas se modifico el inicio del
protocolo usando lavados con PBS v lisis de eritrocitos que disminuyeron la
densidad de la muestra. También se disminuyé el volumen usado en la

extraccion.

Los microsatelites usados para la prueba fueron seleccionados
empiricamente, realizando PCR’s con los primers disefiados para el céndor
californiano, de todos los marcadores usados seis amplificaron
satisfactoriamente en el ADN del condor andino. No se consiguié amplificar
mas microsatelites, aunque es probable que algunos de los otros
marcadores también amplifiquen en el genoma del céndor andino, no fue
posible durante la realizacion del trabajo tener el éxito esperado ni el numero
deseado de marcadores. El desarrollo de los protocoles de PCR demostrd
que los primers escogidos amplificaban adecuadamente aun usando poca
cantidad de ADN, lo que permiti6 usar mas eficientemente el material

genético extraido.

La utilizacion de PCR’s multiplex para el analisis de fragmentos permitid
disminuir el tiempo en el que se consiguid los resultados, al analizar varios
marcadores con distinto fluorocromo y similar temperatura de annealing en
una sola corrida. Los resultados en el analisis de fragmentos evidencié que

los microsatélites C5 y H269 poseen alelos con el mismo tamarno de 195 pb
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y que debido al uso del mismo fluorocromo en ambos marcadores se
sobrelaparon en la imagen del analisis. No se podia prever la diferencia real
entre los tamafos de los microsatélites por tanto se uso los tamarios
observados en el condor californiano para disefiar los primers marcados con
fluorocromos, sin embargo la informacion adquirida en el analisis de
fragmentos nos permitira disefiar con mayor eficacia los primers para futuras

pruebas en nuevos individuos.

Un total de seis microsatélites se usaron finalmente para el genotipaje, de
estos, dos fueron monomorficos y por tanto no fueron considerados para los
analisis estadisticos. El nivel observado de heterocigosis en los cuatro locus
vario de 0.19 a 0.71, con una media de 0.57 lo cual nos indica que
probablemente la diversidad se mantiene a pesar de la limitada poblacion
existente. Para tener una estimacion mas real, el numero de alelos
estudiados y de individuos analizados debe ser mayor, ademas los
resultados obtenidos de la poblacion en este estudio deberian ser
comparados con otras poblaciones de mayor tamafio como la de Argentina o
Chile.

En el locus C5 se encontré claras diferencias de tamafio y de numero de
alelos con el condor californiano. Sus frecuencias genotipicas denotaron
tendencia hacia los genotipos heterocigotos, y baja proporcion de
homocigotos, la heterocigosidad observada y esperada obtuvieron valores
altos, de 0.79 y 0.71 respectivamente, o que nos indica un locus muy
heterocigoto. El numero efectivo de alelos, con un valor de 3.22, nos indica
que esta proporcion de alelos se encuentran fijados adecuadamente en la
poblacién, siendo el valor la mitad de los alelos observados puede ser un
indicador de la disminucion de variabilidad del locus o sugerir que los alelos
con bajas frecuencias son relativamente nuevos y por tanto no estan
distribuidos en la poblacién. El valor de PIC para este alelo fue de 0.63, esta
cifra nos indica el gran polimorfismo del locus. El poder de inclusion vy
discriminacion revela un locus con gran capacidad par diferenciar entre
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individuos. Los analisis hechos con Chi-cuadrado indican una desviacién del

equilibrio Hardy-Weinberg bastante amplia.

En el locus A20 también se encontré6 un numero de alelos mayor a los
encontrados en el céndor californiano, sin embargo el tamafio de estos
alelos fue muy cercano al tamafio en la especie californiana. En el analisis
de fragmento fue el microsatélite mas dificil de caracterizar, debido a que se
obtuvieron varios picos inespecificos, para establecer los alelos validos se
compardé todos los individuos para encontrar repeticiones entre ellos y se
prestd atencion a la altura del pico. Solo los picos con suficiente calidad y
repeticiones fueron contados como ciertos. Las frecuencias genotipicas
presentaron una distribucién desigual, mas de la mitad de individuos
(frecuencia 0.53) presentaron el genotipo 217/220, mientras que el resto de
genotipos mostraron frecuencias de tan solo 0.11 o 0.05. La distribucion
alélica también favorecié a los alelos pertenecientes al genotipo dominante.
Igual que en el locus anterior podria tratarse de alelos recientes o de perdida
de alelos. Los valores de Chi-cuadrado indican la mayor desviacion del
equilibrio Hardy-Weinberg de todos los locus analizados, efecto causado
principalmente por la elevada frecuencia del genotipo 217/220. EI numero
efectivo de alelos de 3 también se relaciona con la frecuencia del genotipo
descrito anteriormente. La heterocigosidad observada y esperada obtuvieron
valores de 0.84 y 0.68 respectivamente, la diferencia entre estos dos valores
se debe principalmente a la desviacion del equilibrio HW, pero el alto valor
obtenido denota una poblacion mayormente heterocigota. El valor de PIC
indica el alto nivel polimoérfico del locus y junto con los valores del poder de
inclusion y discriminacion, proveen un diagnostico de la gran capacidad para

diferenciar individuos de este locus.

El microsatelite del locus B7 fue apenas mayor tamafio descrito para el
céndor californiano, hubo también mayor niumero de alelos. Las frecuencias
se encontraron mejor distribuidas en la poblacion para este marcador. Aqui
todos los genotipos posibles con los tres alelos descritos fueron

encontrados, y distribucién fue mas uniforme que en los locus anteriores.
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Las frecuencias genotipicas tampoco mostraron una preferencia exagerada
para algun genotipo en particular. En cuanto a las frecuencias alélicas, el
alelo de 173 pb fue el de mayor frecuencia, con un valor de 0.55, debido a la
frecuencia alta de su genotipo homocigoto. Este locus fue el mas cercano al
equilibrio Hardy-Weinberg, probablemente si la poblacion fuese mayor se
encontraria en equilibrio HW. El de alelos efectivos fue el mas cercano al
nuamero de alelos observados denotando una mejor distribucion de alelos y
genotipos en la poblacién. La heterocigosis observada y esperada también
tuvieron valores altos de 0.53 y 0.6 respectivamente, valores que indican que
una poblaciéon en equilibrio tendria valores de heterocigosidad mas altos
que los de la poblacién estudiada. EI menor numero de alelos también
condiciono un menor valor de PIC que los locus anteriores, sin embargo es
relativamente alto e indica un buen nivel de polimorfismo para este
microsatélite. Los valores del poder de inclusion e discriminacién muestran
una menor capacidad de diferenciar individuos comparado con los

marcadores descritos anteriormente.

El locus H3 presento tamafio medido en pb menor al del condor californiano,
ademas fue monomodrfico, por tanto posee menor numero de alelos que en
su contraparte norteamericana, ademas es inutil diferenciar individuos. Sin
embargo de tener nuevas muestras estas deberian ser testadas para este
locus, a fin de comprobar si existen otros polimorfismos.

El microsatelite del locus H115 tuvo igual numero igual de alelos que en la
especie californiana, su tamano bordeaba el promedio del cdondor
californiano. En cuanto a los genotipos hubo una distribucién desigual
causada por el homocigoto 191/191 que concentré6 la mayoria de la
poblacion y también porque el otro homocigoto 199/199 tan solo aparecié en
un solo individuo. Las frecuencias alélicas también mostraron una
distribucion no equilibrada como consecuencia de los genotipos observados.
El alelo 191 tuvo en valor de 0.89 de frecuencia, en tanto que el alelo 199
solo obtuvo un valor de 0.11. No obstante segun las definiciones de genética

de poblaciones, si un alelo presenta una frecuencia mayor a 0.05 puede ser
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considerarse ese locus como polimérfico (Hajeer 2000). El calculo de Chi-
cuadrado para Hardy-Weinberg mostré que el locus presenta cierta
desviacion del equilibrio HW aunque menor que los locus C5 y A20. El
numero efectivo de alelos denotd una cierta pérdida de diversidad para este
locus, valor fue de 1.23 casi la mitad del numero observado de locus. El
bajisimo nivel de heterocigosidad observada y esperada, con valores de 0.11
y 0.19 respectivamente devel6 que en este locus la poblacién es bastante
homogénea, la diferencia entre estos dos niveles mostré que la poblacion
tiene menor heterocigosis que lo que se espera, y puede tomarse como un
sintoma de disminucion de la diversidad. El valor de PIC muestra un locus
poco polimérfico, y los valores del poder de inclusion y discriminacion indican
poca capacidad para diferenciar individuos.

En el H269 el microsatélite fue monomorfico y su tamafio fue menor que en
el californiano con alrededor de 10 a 18 pb. Por esta razdn se sobrelapd con
un alelo de C5 de 195 pb debido a que ambos fueron marcados con el
mismo fluorocromo. Como marcador no fue util por su total carencia de
polimorfismos, sin embargo de tener nuevas muestras estas deben ser
testadas para comprobar si existe alguna diferencia con los resultados

encontrados.

En resumen la poblacion divergié significativamente con los resultados
hallados en céndor californiano, esto puede ser considerado como una senal
de que la poblacién aun siendo menor que la del estudio en la especie
californiana, donde se estudiaron la mayoria de los individuos de la especie,
posee mayor variabilidad genética que este. Aunque esta comparacion
parece ser alentadora la reduccion de los marcadores utiles a cuatro, la
diferencia entre el numero efectivo de alelos y el numero observado, y el
mayor valor de heterocigosidad esperada en dos alelos, indican una
poblacion donde la frecuencia de los alelos con menor frecuencia se esta
disminuyendo y ciertos genotipos estan también desapareciendo. Los
resultados del test de Chi-cuadrado en Hardy-Weinberg mostraron que en

tres de cuatro locus la poblacién esta en desequilibrio, sin embargo este
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resultado puede estar influenciado por el tamafio de la muestra, de tan solo

diecinueve individuos.

Sin embargo los cuatro microsatélites fueron suficientes para diferenciar los
genotipos de los diecinueve céndores, ya que ningun individuo poseyd la
misma configuracion para este numero de individuos. Las pruebas de poder
de inclusion y discriminacién demostraron la utilidad de los cuatro
microsatélites para diferenciar a los individuos. Sin embargo el detalle de las
relaciones de parentesco aun es bajo, ya que la prueba asignd niveles de
alelos compartidos iguales al numero encontrado entre los padres y su hija,
a individuos de los que no se tiene certeza de que existe algun parentesco

real.

5.1 Recomendaciones para el mantenimiento de la diversidad

genética

Como hemos visto el resultado esperado de la endogamia es la perdida de
diversidad genética. Para evitar los efectos perjudiciales causados por ésta,
se realizé el presente trabajo, como un esfuerzo para conocer el estado
genético de los cdndores cautivos y proporcionar informacién pertinente para
que su progenie mantenga, en un nivel aceptable, la diversidad suficiente
para la preservacién de la especie. Sin embargo la reproduccién en
cautiverio esta supeditada a la etologia de los individuos, por tanto
recomendar las parejas mas aptas para reproducirse puede ser una accién
demasiado precipitada, tomando en cuenta que las parejas tedricas pueden

0 no aceptarse como tales.

Los marcadores que han sido descritos brindan informacion del estado
genético de la poblacion y de los individuos, pero el nivel de precision sobre
el genotipo individual es todavia bajo. El andlisis usando los seis
microsatélites amplificados asigné valores de parentesco iguales a los de
parientes consanguineos directos como hijos o hermanos, a algunos
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individuos cuya relacion no esta comprobada. Es posible que exista una
relacién de parentesco entre estos condores, pero para determinar si son o
no hermanos, o si tienen realmente un parentesco tan cercano, se necesita
una prueba de parentesco que brinde mas detalles con mayor numero de
marcadores.

Los individuos 1 y 2 comparten el 83.3% de los alelos estudiados y son
padres del individuo 8 con quien comparten ambos el 91.7% de alelos, en
tanto que este individuo no presenta un nivel de homocigosis diferente al
resto, sugiere que toda la poblacion procede de padres que probablemente
comparten también un buen porcentaje de alelos en los locus que hemos
estudiado. En vista de esto, se analizaran los individuos que conviven juntos
con el fin de senalar si el nivel de parentesco es alto y por ende no
recomendar que estos individuos conciban crias. También se resaltaran los

animales con menor nivel de alelos compartidos.

Ademas de la alta cantidad de alelos compartidos encontrados en los padres
del individuo 8 con este, también se encontraron posibles relaciones de
parentesco cercano entre otros individuos. Se encontré que el individuo 2
también compartia el 91.7% de los alelos con los individuos 5 y 15, cifra
también hallada entre los individuos 11 y 14, estos individuos son tomados
como hermanos tedricos hasta describir con mayor detalle su genotipos.

En el zooldgico de Guayllabamba habitan dos individuos nombrados para
este estudio como 1 y 2. Ellos han sido los unicos individuos que lograron
reproducirse y cuyas crias han sobrevivido, entre estos, el individuo 8 de
este estudio. Los céndores 1 y 2 comparten el 83.3 % de alelos, un
porcentaje muy alto y sin embargo han logrado reproducirse. En la Hacienda
Zuleta habitan los individuos 3, 4, 5, 6, 13, 14, 15 y 16, de ellos quienes
presentan el menor numero de alelos compartidos son: los individuos 4 y 6
con un 58.3%, 3 y 16 con un 66.7%, y 5y 13 con un 66.7%. En este grupo
existen mayor numero de hembras por tanto si asignamos parejas con el
menor porcentaje, los individuos 15 y 17 quedan solos, debido a que el

menor porcentaje de alelos compartidos de ambos es con el individuo 6 con
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quien ambos comparten 66.7% de alelos, y este a su vez comparte tan solo
58.3% con el individuo 4, siendo este numero el menor registrado se le da
preferencia a esta pareja. En la hacienda llitio estan los individuos 7 y 8,
quienes comparte el 83.3% de alelos, mismo porcentaje que los condores en
Guayllabamba. Los individuos 9, 10, 11 y 12 habitan en el Parque Codndor,
de ellos solo ente el individuo 9 y los individuos 11 y 12 existen bajos
porcentaje de alelos compartidos, 58.3 y 66.7% respectivamente. En el resto
de individuos el porcentaje de alelos compartidos es relativamente alto: 75%
entre 9y 10, y 83.3% entre 10 y 11, entre 10 y 12 y entre 11 y 12. El grupo
del Zooldgico de Bafios tiene el menor parentesco en todos los grupos
analizados, entre los individuos 17 y 18 y los individuos 18 y 19 el porcentaje
alcanzo6 el 50% y entre los individuos 17 y 19 es de 66.7%. Estos resultados
constituyen al grupo del zoolégico de bafos como el mas diverso de los

cuatro grupos estudiados.
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CAPITULO VI
6.1 CONCLUSIONES

El nivel de variabilidad genética fue estimado usando la metodologia de
microsatélites, la poblacion estudiada consistio en los diecinueve individuos
mantenidos en cautiverio en diversos centros de tenencia de fauna vy
zooldgicos. Seis locus fueron usados para el andlisis. Los resultados del
analisis con microsatélites en estos locus evidenciaron diferencias con la
poblacién estudiada del céndor californiano. La variabilidad genética en la
poblacién de coéndor andino es superior a la encontrada en la especie
californiana, a pesar de que el numero de individuos estudiados fue menor.

Los resultados de Hardy-Weinberg indican que la poblacion presenta
desviaciéon del equilibrio en tres de los cuatro locus. Aunque el resultado
puede verse afectado por el tamano de muestra, sirve de indicador de que
fuerzas externas estan modelando la poblaciéon, en este caso, por la
condicion de la especie se podria especular que la deriva genética esta
disminuyendo la variabilidad genética. Los valores altos de heterocigosidad
observada y esperada nos indican también que la poblacion aun conserva

varios alelos en genotipos mayormente heterocigotos.

La poblacion parece estar apenas sufriendo los efectos de la deriva genética
y el cuello de botella, las medidas de diversidad genética reflejan una
poblacion que mantiene un nivel de heterocigosis alto con tendencia a
disminuir alelos con baja frecuencia. Se puede considerar que la poblacion
no presenta el nivel de endogamia presente en la especie californiana,
aunque se necesita mas marcadores informativos para hacer un analisis

mas preciso.

El nivel de parentesco entre individuos también presenté resultados
interesantes. Ademas de la semejanza esperada entre los padres y su hija,
se encontré un alto porcentaje de alelos compartidos entre individuos cuya
relacion no esta documentada. La cantidad de alelos compartidos fue igual
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entre estos condores que entre padres e hija, sugiriendo un grado de
consanguinidad semejante a la relacién ente hermanos. Sin embargo es
precipitado afirmar que son en efecto hermanos, debido a que solo cuatro
marcadores  presentaron  polimorfismos capaces de discriminar
eficientemente entre individuos.

6.2 RECOMENDACIONES

El analisis con microsatélites permitio conocer el estado genético de la
poblacion, esta informacién fue clave para estimar la variabilidad genética en
el condor andino. Sin embargo esta informacion debe ser ampliada para
describir con mayor detalle el genotipo de la especie. Los seis microsatélites
cumplieron el objetivo de dar las primeras luces en genética de poblaciones,
con el fin de brindar una asesoria para mantener la diversidad genética de la
especie en el programa de reintroduccién pero es necesario incrementar el
numero de marcadores moleculares utilizados, que nos permitan discriminar

con mayor precision a los individuos y a posibles subpoblaciones.

El nimero limitado de individuos tiende a comprometer los resultados de los
analisis estadisticos. Los diecinueve céndores pueden ser descritos y dar las
primeras luces del genotipo de la especie, pero incrementar el tamafio de
muestra aumentaria la confiabilidad de los andlisis estadisticos. La obvia
dificultad de conseguir mayor numero de muestras limita el logro de este
objetivo, por lo que se debe buscar asistencia de profesionales de los paises
donde habita la especie, para elevar el numero de muestras analizadas.

Ademas del uso de microsatélites se recomienda mejorar el alcance de la
investigacion utilizando otro tipo de estudios. Se deberia trabajar en ADN
mitocondrial y en los genes del complejo mayor de histocompatibilidad, para
brindar informacion mas detallada de la poblacién existente y de nuevas

aves que nazcan producto del programa de reproduccion.
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La formacion de parejas debe tomar en cuenta, ademas de la informacion
dada, la etologia de la especie, debido a que parejas formadas con bajo
nivel de parentesco pueden nunca llegar a la reproduccién por razones
derivadas de su etologia reproductiva.

Cada especie posee sus propias caracteristicas biolégicas, y estas
caracteristicas pueden influir en el trabajo de laboratorio. En el caso del
coéndor andino la extraccion del ADN se vio dificultada por las propiedades
de las muestras de sangre del ave. Todas estas particularidades deben ser
consideradas cuando se extrae ADN de distintas muestras, la especie, el
tipo de tejido y otros detalles modifican la forma como un kit de extraccion
trabaja para conseguir el ADN.

En un programa de reproduccion de especies silvestres en cautiverio con el
objetivo de reintroducirlas a su habitad natural debe considerarse el nivel de
variabilidad genética de la poblacién, puesto que las poblaciones pequenas
tienden a la endogamia, y la endogamia tiende a incrementar la frecuencia
de alelos deletéreos, motivo por el cual el éxito del programa podria verse en
peligro. Es recomendable entonces siempre realizar una caracterizacion de
la variacion genética de los individuos del programa para no poner en riego a

la progenie de estos.
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Anexo1. Microsatélites extraidos de la Libreria para céndor californiano

Primer pairs for 20 polymorphic microsatellite loci in California Condor

LOCUS | PRIMER FORWAR | PRIMER REVERSE | REPETITION | " NEALING | APROX. | - ACCES
TEMP | SIZEbp | NUMBER*
A | [ JLISCIITAL . | TCSAALATCTS | dinucteotide 65 °C 210-232
20 | TORGCACCITT | LAGGTCOAR | dinucleotide 58°C | 206-208
B7 | Mioaoant | eSS trinucleotide 60 °C 165
cs K SoTAPOIRS, | tinucleotide 58 °C 179-191 | EF108178
D6 | roonarocas | AHSTISASCAC | tetranucteotide 58 °C 256-264
D9 SOCHARSTES AICAACTSAS | tetranucleotide 58 °C 204-216 | EF108179
plo | GITESCICAC | SCCCOAMATT | tetranucteotide 63°C 107-115
D24 A SONANTISA | tetranucleotide 60 °C 164-168
D126 | SSNCIACCT | SCATASCMS | tetranucleotide 65°C 227243
G8 I%%?é? PC\:(-':‘FS Ségﬁ&%?g-éi tetranucleotide 60 °C 247-251
H3 COACCTCATS ARICCOSAST | tetranucleotide 63°C 119-127
Ho | aorrtfCes, o aatreS | tetranuclectide 58 °C 113-125
H106 | Qo | e oaSy, | tetranucleotide 65°C 215239
Hi1s | SCACASASTON | ASORGCASSS | tetranucleotide 60 °C 196 | EF108180
Hizz | RATCCCITIC | SARARARGAAR | tetranucleotide 63°C 123
H2sg | OSSSPTATIC. | GepSTASACR | tetranudleotide 58 °C 130
269 | Uoroars oSt | tetranucleotide 60 °C 215223 | EF108181
Primers pairs from other species
Fuz | & | A e | dinucleotide 55 °C AF033542
U2 | G S | SraCAT e | dinucieotide 56 °C 150-200 | X84087
HUs | Gl T | A | tetranucleotide 56 °C X84091

* GenBank Accession Number if available

Elaborado por: Kenneth Jones
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Anexo 2. Marcador de peso interno Liz 500
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Tomada de: GeneMapper v. 2.0.



