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RESUMEN

El oso andino es indicador de la calidad de ecosistemas andinos, es dispersor de semillas y
mantiene el equilibrio ecologico de la biodiversidad en los Andes. El presente trabajo representa
una investigacion primigenia sobre diversidad genética del oso andino desarrollada en el Parque
Nacional del Manu y el Santuario Historico de Machupicchu - Pert. El objetivo fue determinar la
diversidad genética a partir de los individuos muestreados, mediante la secuenciacion de 10
muestras de la region D-loop del ADNmt, especificamente la region hipervariable II. De estas, 9
muestras proporcionaron datos para evaluar la diversidad genética, las muestras fueron colectadas
de manera no invasiva. Los resultados mostraron que la diversidad nucleotidica fue 7 = 0,01358 +
0,01091 en el Parque Nacional del Manu y « = 0,01753 £+ 0,01080 en el Santuario Historico de
Machupicchu. La diversidad haplotipica fue Hd = 1 para el Parque Nacional del Manu y Hd =
0,933 para el Santuario Histérico de Machupicchu. El indice Fst = 0,04853 + 0,0007 para ambas
areas protegidas. Los valores del test de neutralidad indicaron D = -0,4072 + 0,069 para el Parque
Nacional del Manu y D = -1,0636 + 0,031 para el Santuario Historico de Machupicchu. La
investigacion sugiere que la proximidad geogréfica y la continuidad de ecosistemas entre las areas
naturales protegidas facilitan un contacto genético limitado, lo que contribuye a la estructuracion

genética moderada y al bajo flujo genético observado.

Palabras clave: Tremarctos ornatus, 0oso andino, region HVII-ADNmt, diversidad genética.
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INTRODUCCION

El oso andino (Tremarctos ornatus), es uno de las ocho especies de osos existentes en el
planeta, unico ursido que habita los andes tropicales (Rojas-VeraPinto, Zegarra, Gutierrez , &
Beratin, 2019); con amplia distribucion a lo largo del gradiente altitudinal y las tres cadenas de la
cordillera de los andes, comprendida entre los 250 hasta los 4750 m. de altitud abarca territorios
desde el sur de Panama, Venezuela, Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y norte de Argentina
(Figueroa, 2015); cabe mencionar que la mayor parte del area de distribucion conocida del oso
andino (casi el 70%) se encuentra entre Peru y Bolivia (SERNANP et al., 2014), aun asi, tiene una
tendencia decreciente, debido a la perdida de espacios geograficos por donde el oso andino se
desplaza (SERFOR, 2016, 2019). En el Peru tiene una poblacion alrededor de 5750 individuos, la
que seria, la poblacién més numerosa en su rango de distribucion (Peyton, 1999; SERFOR, 2016,
2019) un macho puede cubrir dreas de hasta 61 km? y tener un desplazamiento diario de hasta
54 km por dia (Castellanos & et al., 2011).

El oso andino tiene una importancia ecoldgica y cultural trascendental para el Pert y en
especial para el Cusco (Chaucca, 2018), a pesar de que existe denodados esfuerzos de conservacion
(SERNANP et al., 2014), la especie necesita salir del estado vulnerable en la que se encuentra,
debido a diversos factores como las actividades antrépicas (Rojas-VeraPinto, Zegarra, Gutierrez ,
& Beraun, 2019). La finalidad del presente estudio fue conocer los aspectos genéticos y poder
plantear programas de conservacion mas especificos, debido a que no existe informacion
disponible sobre la diversidad genética del oso andino del Parque Nacional del Manu y mucho
menos del Santuario Historico de Machupicchu (SERFOR, 2019), para la toma de decisiones
apropiadas, ya que en los ultimos 30 afios el habitat del oso andino estd siendo fragmentado

(SERFOR, 2016), lo que hace que se pierdan los corredores biologicos, por donde se desplaza y
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por ende, esto implicaria la pérdida del flujo genético entre las dos poblaciones (Garrido-Pérez,
2020).

El presente trabajo de investigacion se desarrolla bajo el enfoque conservacionista, a fin de
conocer y debelar la supervivencia del oso andino a largo plazo, dentro de las dos areas naturales
protegidas, para ello, se plantea como objetivo: determinar la diversidad genética del oso andino
en las dos ANPs, tomando en consideracion varios indices de diversidad tales como: diversidad
genética (m), diversidad haplotipica (Hd), test de Tajima (D), test de Fst., es asi que los osos de
cada ANP fueron considerados como una unidad de muestreo a fin de determinar el flujo genético
entre estas y entender los aspectos de la genética de poblaciones de la especie en estudio, por lo
que, se utiliz6 como marcador molecular la region hipervariable II del ADN mitocondrial del oso
andino, con un aproximado de 600 pb.

Se trabajo con 10 muestras no invasivas colectadas de las dos ANPs, a partir de los cuales
se extrajo el ADNmt, posteriormente se amplific6 mediante PCR convencional la region D-loop
del ADN mitocondrial del oso andino, para lo cual se utilizé los primers TORmt2F y TORmt2R
desarrollados por Bruque (2016), los amplicones fueron enviados y secuenciados por el método
Sanger en Macrogen de Corea del Sur, lograndose secuenciar 9 de los 10 enviados con buenos
resultados y 1 con defectos en la cola del electroferograma, a partir de dichos resultados se
establecieron los diferentes indices de diversidad genética para las dos ANPs, utilizando programas
bioinformaticos como: Software Chromas, ClustalX, Software Aliviw, Cap3, NCBI, Blast de

NCBI, Software Mega-X V6, DnaSP6exe, Software Arlequin, y Popartl.7.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

EL Parque Nacional del Manu (PNM) y Santuario Histérico de Machupicchu (SHM)
son Areas Naturales Protegidas (ANP); ambos, los mas importantes de la Region Cusco, por ende,
de Peru, presentan individuos de Tremarctos ornatus (SERNANP et al., 2014), las cuales estan
experimentando fuerte amenaza por las actividades antropicas en sus Zonas de Amortiguamiento
(Rojas-Verapinto et al., 2019), esto hace que las poblaciones de osos tengan tendencia decreciente
y junto a ello se corre el riesgo de pérdida de diversidad genética, perdida de flujo genético,
estructuracion de las poblaciones (SERFOR, 2019), por ende en el futuro se reduciria las
probabilidades de cruzamiento entre los osos presentes en ambas ANPs, sumado a ello no existe
informacion disponible sobre la diversidad genética del oso andino a nivel nacional y mucho
menos del Parque Nacional del Manu y Santuario Histérico de Machupicchu para la toma de
decisiones apropiadas (SERFOR, 2016, 2019), por lo tanto es necesario conocer la diversidad
genética, flujo genético, estructura poblacional, en dicho zona de estudio y crear una linea base
con dichos datos para futuras investigaciones y proponer estrategias de conservacion como la
creacion de corredores biologicos amparados por ley, puentes bioldgicos y programas de
conservacion de acuerdo a las necesidades de la poblacion y proponer a las entidades responsables
(SERFOR, 2019). Por ello se plantea las siguientes preguntas:

(Cual es la diversidad genética del oso andino en el Parque Nacional del Manu y Santuario
Historico de Machupicchu?
(Como sera el flujo genético entre los grupos muestreados?

(Cuadl sera el haplotipo mas dominante entre los individuos muestreados?
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JUSTIFICACION

El oso andino (Tremarctos ornatus) es la ultima especie viviente de la subfamilia
Tremarctinae, se encuentra distribuida exclusivamente en América de Sur y actualmente se
encuentra en estado vulnerable (Peyton, 1999). A pesar de que las dos areas naturales protegidas
(PNM y SHM) se encuentran en el mismo corredor bioldgico, se encuentran bastante distantes a
70 km una de la otra y la distancia tomando en cuenta las curvas de nivel seria aproximadamente
de 150 a 180 km, se encuentran separados por dos cordilleras y por los rios Urubamba y
Paucartambo que son barreras naturales, que estan presentes entre las dos ANPs.

El presente trabajo de investigacion se desarrolla bajo el enfoque conservacionista a fin de
conocer los indices de diversidad genética del oso andino, flujo genético y patrones filogenéticos,
ya que, estos datos de la especie brindan informacion relevante como la plasticidad para sobrevivir
ante cambios ambientales inesperados, fluctuaciones demogréficas e impactos humanos. Por otro
lado, la caracterizacion genética de las poblaciones de oso andino es util en la caracterizacion de
los corredores biologicos y para la toma de decisiones de donde enfocar los mayores esfuerzos de
conservacion. Por este motivo, son necesarios estudios sobre diversidad genética, que llenen vacios
de informacion y aspectos importantes para la gestion adecuada de la especie (SERFOR, 2016,
2019).

El oso andino tiene una importancia ecoldgica y cultural trascendental para el Peri y en
especial para Cusco, a pesar de que existe denodados esfuerzos de conservacion, la especie necesita
salir del estado vulnerable en la que se encuentra, debido a diversos factores como las actividades
antropicas. Es por ello que esta investigacion estd orientado a realizar el estudio de diversidad
genética, con la finalidad de conocer de mas cerca los aspectos genéticos y poder plantear

programas de conservacion mas especificos, debido a que no existe informacion disponible, sobre
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la diversidad genética del oso andino del Parque Nacional de Manu y mucho menos del Santuario
Historico de Machupicchu, para la toma de decisiones apropiadas, ya que en los ultimos 30 afos,
el habitat del oso andino esta siendo reducida (Rojas-VeraPinto, Zegarra, Gutierrez , & Beraun,
2019), lo que hace que se pierdan los corredores biologicos por donde se desplaza el oso andino
(Judith Figueroa & Stucchi, 2013), esto implicaria la pérdida del flujo genético entre los individuos
muestreados en ambas ANPs (Garrido-Pérez, 2020), por ello se plante6 como objetivo: determinar
la diversidad genética del oso andino en las dos ANPs, tomando en consideracion varios indices
de diversidad tales como: diversidad genética (), diversidad haplotipica (Hd), test de Tajima (D),
test de Fst. Los osos en su conjunto de cada ANP fueron considerados como un grupo de muestreo
a fin de determinar el flujo genético entre ambos grupos, para ello se utilizd6 como marcador
molecular la region hipervariable II del ADN mitocondrial del oso andino con un aproximado de
600 pb.

Segun el plan nacional de conservacion del oso andino al 2029, existe la urgencia de
conocer de cerca la diversidad genética a nivel nacional, conectividad entre poblaciones del oso
andino (SERFOR, 2016, 2019).

Las investigaciones en el oso andino, a nivel molecular en otros paises estan bastante
avanzadas, mientras que, en las areas naturales del Pert, falta realizar una investigacion mas
exhaustiva, por esta razon, para poder contribuir con el Plan Nacional de conservacion del oso
andino se desarrolla la presente investigacion primigenia en el Peru, de acuerdo con la linea de
accion N.° 1 Investigacion in Situ, del item 1.1.5. del Plan Nacional de Conservacién del oso
andino, donde se tiene planificado, caracterizar genéticamente a la especie y determinar la

viabilidad de las poblaciones (SERFOR, 2016).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la diversidad genética del oso andino, a partir de individuos muestreados en
el Parque Nacional del Manu y Santuario Histérico de Machupicchu, Cusco, a través

del andlisis del gen de la region D-loop de ADNmt de Tremarctos ornatus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los indices de diversidad genética mediante los indices de w, Hd, y D a partir
de los individuos muestreados de Tremarctos ornatus presente en las dos ANPs, Parque
Nacional del Manu y Santuario Histérico de Machupicchu a partir del analisis del gen
de la region D-loop del ADN mitocondrial del oso andino.

e Estimar el flujo genético mediante el indice Fst entre los dos grupos muestreados de
Tremarctos ornatus del Parque Nacional del Manu y Santuario Histérico de
Machupicchu.

e Calcular la red de haplotipos a partir de los individuos muestreados en el Parque

Nacional del Manu y Santuario Historico de Machupicchu.
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HIPOTESIS

La diversidad genética del oso andino (Tremarctos ornatus) en el Parque Nacional del
Manu sera significativamente diferente de la observada en el Santuario Historico de Machupicchu
debido a las variaciones en el flujo genético y a las caracteristicas ecologicas y geograficas

particulares de cada area natural protegida.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1 ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

BRUQUE, (2016). Realiz6 un estudio sobre la diversidad genética del oso andino al noroccidente
del Distrito Metropolitano de Quito - Ecuador, utilizando como marcador molecular al gen D-loop
del ADNmt del oso andino, ademas, diseni6 los primers TORmt2F y TORmt2R, su muestra estuvo
constituida por 13 osos distintos, asimismo reportd los siguientes datos importantes para la
conservacion de la especie, Hd = 0,7051; = = 0,01224; 5 haplotipos, 10 sitios polimorficos, con
estos datos concluyd que la poblacion de osos en el area de estudio era capaz de reproducirse
aunque con una baja diversidad nucleotidica (7).

ARIAS, J. (2017). En su tesis de maestria en la Pontificia Universidad Javeriana de Colombia,
logro6 secuenciar el ADN de “245” muestras de oso andino, las que provinieron de la mayoria del
rango de distribucion del oso andino, utilizd6 marcadores mitocondriales (COI, 12sTRNA Y
NADHS), con ello logré determinar indices de diversidad genética, la estructuracion y filogenia,
asimismo, determiné los eventos que ocurrieron a lo largo de la historia evolutiva del oso andino.
Llegando a los siguientes resultados; la diversidad genética en todo su rango de distribucion resulto
n = 0,0177 con margen de error de +/- 0,0015, un Hd = 0,890 con margen de correccion de +/-
0,016, encontrando un total de 87 haplotipos, asimismo menciona la existencia de dos acervos
genéticos, una de ellas corresponde al corredor bioldgico Vilcabamba — Ambord, mientras para el
acervo presente en el sur encontr6 los siguientes datos: == 0,0118 +/- 0,0020, un Hd = 0,935 +/-
0,036; también menciona en sus resultados que los dos acervos estan en expansion poblacional a

partir del pleistoceno tardio.



CUEVA, et. al. (2018). En su estudio evalu6 el estado genético del oso andino del Distrito
Metropolitano de Quito - Ecuador, utilizando como “marcador molecular” el gen de la region D-
loop del ADNmt. Trabajé con 38 muestras, Obteniendo los siguientes resultados: los niveles de
diversidad genética fueron bajos (m =0,00197+0,00156), diversidad haplotipica fue de (H =
0,705+0,037) Los analisis filogenéticos sugieren que estos haplotipos se agrupan en un solo grupo
monofilético. En total encontr6 4 haplotipos.

MORETA, E. (2020). En su investigacion realizo el analisis de la diversidad genética del oso
andino de 27 muestras provenientes de la sierra sur de Ecuador, para ello utilizé como “marcador
molecular” el ADNmt la region D-loop, obteniendo el valor de diversidad genética (m = 0,00691)
y diversidad Haplotipica de (Hd = 0,526 +/- 0,00804), asimismo, reportd la presencia de 3
haplotipos para el area de estudio y uno de ellos es nuevo, como también menciona la existencia
de dos acervos en Ecuador.

RUIZ-GARCIA et al., (2020). Realizaron su estudio en 6 genes mitocondriales una de ellos fue
la region D-loop, con el objetivo de determinar los niveles de diversidad genética de los osos del
Ecuador, el tamafio muestral fue de “108” individuos distintos, encontrando los siguientes
resultados: la diversidad nucleotidica result6 (n = 0,0104 con un margen de error +/- 0,0013) y
una diversidad Haplotipica de (Hd = 0,845 con un margen de error +/- 0,033), mientras en valor
del test de Tajima fue (D = - 2,37), con dichos resultados concluyeron que la poblacion esta en
crecimiento, ademas realizaron comparaciones entre las poblaciones de muestreo los valores de n
los cuales resultaron significativas y fueron mayores para las poblaciones presentes al sur de
Ecuador, finalmente indican que la expansion habria empezado en el pleistoceno tardio

aproximadamente 30 a 20 mil afios.



VALLEJO, D. (2021). En su trabajo de tesis titulado "Estudio preliminar de la diversidad de
haplotipos del oso andino (7remarctos ornatus) en la provincia de Zamora-Chinchipe mediante el
analisis de la region D-Loop mitocondrial", se estudiaron 12 individuos de oso andino provenientes
de dicha provincia. Durante el estudio, se identificaron dos nuevos haplotipos, HTOZ1 y HTOZ2,
especificamente para esta region. Los resultados revelaron indices de diversidad Hd = 0,530 y n =
0,00115, indicativos de una baja diversidad genética. Ademas, se observo un valor positivo en el

indice de Test de neutralidad, lo que sugiere una posible reduccidon poblacional en esta especie.

1.2 ANTECEDENTES NACIONALES Y LOCALES

Las investigaciones en el oso andino a nivel molecular en otros paises estdn bastante
avanzadas, mientras en las dreas naturales protegidas del Peru falta realizar una investigacion mas
exhaustiva, las ANPs como el Parque Nacional del Manu y Santuario Historico de Machupicchu
no cuentan con informacion previa sobre diversidad genética, (SERNANP et al., 2014), por esta
razon para poder contribuir al Plan Nacional de conservacion del oso andino en Pert, de acuerdo
a la linea de acciéon N.° 1 Investigacion in Situ, del item 1.1.5. tiene planificado Caracterizar
genéticamente a la especie y determinar la viabilidad de las poblaciones (SERFOR, 2016), por
ende, esta investigacion es primigenia, teniendo como objetivo determinar los indices de
diversidad genética de las poblaciones de oso andino del Parque Nacional del Manu y Santuario

Historico de Machupicchu, Cusco, a través del anélisis del gen de la region D-loop de ADNmt.



CAPITULO II
MARCO CONCEPTUAL

2 GENERALIDADES

2.1 HISTORIA NATURAL DEL OSO ANDINO

El oso andino (Tremarctos ornatus), es parte importante de la cosmovision tanto andina
como amazoénica (Chaucca, 2018). Se les considera mediadores entre el mundo de los vivos y los
muertos, los indigenas Matsiguengas lo consideran como creador de la vida, es el tnico oso que
habita en Sudamérica y es endémico de los Andes tropicales, son tanto terrestres como arboreos,
de dieta omnivoro, aunque la carne representa una pequefia parte de su dieta, son muy buenos
nadadores y trepadores, construyen plataformas encima de los arboles donde toman siestas y llevan
su comida para digerir (Figueroa, 2013). Son solitarios, pero parecen dejar mensajes con sus
feromonas en los arboles para otros individuos como sefial, no hibernan, se encuentran distribuidos
a lo largo de Sudamérica desde el sur de Panama hasta el norte de Argentina, abarcan altitudes

desde los 250 msnm hasta los 4750 msnm (Peyton, 1999).

Presentan dimorfismo sexual, los machos pueden llegar a medir de 1,5 a 2 metros (erguidos
sobre sus dos patas traseras) u 80cm sobre sus cuatro patas, llegando a pesar entre 145 a 170 kg,
mientras las hembras pueden llegar a medir de 1,4 a 1,6 m, su peso oscila entre 60 a 100 kg
(SERFOR, 2019). Presentan un pelaje largo y espeso, de color negro uniforme, con manchas
amarillentas en el rostro y pecho que varian en cada individuo (Rojas-Verapinto et al., 2019).
Pueden llegar a vivir mas de 36 afios en cautividad, presentan el olfato bien desarrollado, son
animales diurnos, generalmente solitarios, aunque, en ocasiones se les observd consumiendo en

los maizales en grupos de hasta 10 individuos (Figueroa & Stuchi, 2012).



Presentan un nimero cromosoémico de 2n = 52 cromosomas, mientras en los demas ursidos
actuales presentan 74 cromosomas (Soibelzon, 2002). Alcanzan la madurez sexual en los machos
entre los 4 a 8 afos, mientras las hembras entre los 4 a 7 afios, su periodo de gestacion demora 160

a 250 dias debido a que son animales de implantacion tardia (Soibelzon, 2002).

2.1.1 FILOGENIA DE LOS URSIDOS

La separacion del ancestro de los osos en las ocho especies que existen en la actualidad
ocurrié a lo largo de 20 millones de afios debido a factores naturales de fragmentacion y
aislamiento. Sin embargo, desde mediados del siglo XX, las actividades antropogénicas han
acelerado dramaticamente el proceso de fragmentacion de algunas poblaciones de osos modernos,
haciéndolas méas vulnerables a factores demograficos y estocasticos ambientales, asi como factores
genéticos, como la deriva génica y la endogamia, incrementando su riesgo de extincion (Judrez-

Casillas & Cora, 2011).

Los osos son especialmente vulnerables a cambios en su hébitat y de sus fuentes de
alimento, por lo tanto, son importantes indicadores de la calidad del ambiente y la salud del
ecosistema donde viven. Sin embargo, para planear programas de conservacion es necesario, entre
otras cosas, conocer cudl es la situacion actual de la especie respecto a su diversidad genética
(Juarez-Casillas & Cora, 2011).

El linaje mas antiguo es el panda gigante, seguido por el grupo que origin6 al oso de
anteojos y, por ultimo, aparece una divergencia politipica que culminé con la aparicion de los

miembros de la subfamilia Ursinae (Juarez-Casillas & Cora, 2011).



Figura 1

Filogenia de los osos existentes en la actualidad

Imagen obtenida de (Juarez-Casillas & Cora, 2011).

Los investigadores (Jiangzuo & Flynn, 2020), realizaron un estudio de filogenia de todos
los osos vivientes y con ello demostraron que la filogenia de los osos va modificandose cada vez
que aparecen nuevos géneros y familias intermedias que dieron origen a los osos actuales que
conocemos, una de esas especies intermedias encontradas en la investigacion de (Jiangzuo &
Flynn, 2020) es Aurorarctos tirawa, de dieta herbivora — omnivora. Esto sugiere que el origen de
una dieta herbivora-omnivora en los osos actuales evoluciond a través de una etapa de transicion,
ejemplificada por Ballusia, de una dieta insectivora-omnivora, y que la especializacion herbivora-
omnivora de los ursinos ya habia sido adquirida por la aparicion de los primeros representantes de

Ursinae, Aurorarctos tirawa.



Figura 2

Arbol de filogenia con especies intermedias

Imagen tomada de (Jiangzuo & Flynn, 2020), utilizaron como grupo externo a Canis lupus, donde
incluyo como principal grupo a Ursinae, dicho estudio realizo a partir de fosiles de craneo
dentales, incluyendo un total de 31 taxones, realizado los andlisis demostro que Aurorarctos
tirawa, es un ancestro comun del oso andino actual y los demas ursidos existentes, debido a que
el Aurorarctos tirawa resulto tener dieta herbivoro-omnivoro. Para armar el arbol utilizo la

inferencia bayesiana.



Figura 3

Filogenia completa de los osos extintos y existentes

Es esta figura se muestra la filogenia completa de los osos extintos y los existentes en la
actualidad, donde resalta la presencia de Aurorarctos tirawa, como especie intermedia entre el
oso andino y los osos actuales.



Segin (Arnaudo & Rodriguez, 2010) indican que la familia Tremarctinae se origind
durante el Mioceno medio en el centro este de América del Norte y arribaron a América del Sur
durante el evento biogeografico conocido como Gran Intercambio Bidtico Americano. América
del Sur fue invadida al menos dos veces por osos tremarctinos. La primera en el Pleistoceno
temprano, cuando se registra por primera vez la presencia de Arctotherium burmeister en la region
pampeana. La segunda invasion sucedio al menos 6000 afos con la entrada de Tremarctos ornatus
(Cuvier), el unico Ursidae que habita América del Sur actualmente. La especie hermana de T.
ornatus, T. floridanus Gidley se registra desde el Plioceno tardio hasta el Pleistoceno terminal en
América del Norte y Central. La falta de registro fosil de T. ornatus tanto en América del Norte
como del Sur podria tener dos explicaciones que no son mutuamente excluyentes: 1) 7. ornatus se
diferencio de su especie hermana, 7. floridanus, en tiempos post-pleistocénicos. Al respecto se
considera que 7. ornatus pudo haberse diferenciado a partir de un pequefio nimero de individuos,
por efecto fundador, que quedaron aislados de las poblaciones originales de 7. floridanus que
habitaban América Central y que luego hayan colonizado la region andina de América del Sur. 2)
La falta de registro fosil en América del Sur (anterior a los 6000 afios AP) puede deberse a que los

ambientes donde actualmente habita 7. ornatus no son adecuados para la fosilizacion.

2.1.2 TAXONOMIA DEL OSO ANDINO

El oso andino o Tremarctos ornatus (Cuvier, 1825), cominmente conocido como, 0so
frontino, ucumari o Pablito, es un mamifero de la familia Ursidae. Unica especie del género
Tremarctos. Tiene tamafio mediano en comparacion con otros 0sos, su coloracion es uniforme,
negra o café negruzco, con pelo aspero (Del Moral & Lameda, 2011). El hocico es corto, de color
café claro o blanco, con manchas blanquecinas que se extienden alrededor de los ojos y la nariz a
través de las mejillas, bajando por el cuello hasta el pecho y que varia mucho entre individuos

(Stucchi & Figueroa, 2013). Posee cinco dedos con garras largas y curvas no retractiles, y las
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plantas de las patas poseen pelos interdigitales que le ayudan a trepar arboles (Judith Figueroa
et al., 2016) De habitos diurnos, solitarios, omnivoros, terrestres y trepadores, su alimentacion es
predominantemente vegetariana (Quispe-Mamani, 2016), unico ursido autoctono actual de

Sudamérica, se distribuye en la cordillera de los Andes.

Dominio: Eucaria
Reino: animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Mammalia
Subclase: Tharia
Infraclase: Placentalia
Superorden: Laurasiatheria
Orden: Carnivora
Familia: Ursidae
Subfamilia: Tremarctinae
Género: Tremarctos
Especie: Tremarctos ornatus

Taxonomia del oso andino de acuerdo con Cuvier 1825 (NaturalistaCO, 2023).

2.1.3 IMPORTANCIA DEL OSO

El oso andino conocido también como ukuku, isnachi, ukumari, Pablito (Chaucca, 2018; J.
Figueroa, 2013; Rojas-Verapinto et al., 2019), viene siendo amenazado por diversas actividades
antrdpicas, entre ellas el conflicto oso-humano (Rojas-Verapinto et al., 2019), la caseria ilegal, (J.
Figueroa, 2014) apertura de nuevas fronteras agricolas, proyectos de gran envergadura las que van
disminuyendo el héabitat natural de dicha especie (Judith Figueroa et al., 2016, p. 1).

El oso andino en Pert tiene una importancia trascendental, desde épocas del imperio inca
hasta estos dias, tal es asi, que en tiempos incaicos se realizaba la festividad del chaqo, “captura
del oso andino”,(J. Figueroa, 2013) en la actualidad se realizan festividades en diferentes

localidades y una de las mas conocidas es la peregrinacion hacia el Santuario de Qoyllurit’i, de las


https://es.wikipedia.org/wiki/Omn%C3%ADvoros
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diferentes naciones (provincias), acuden al paraje del Sinaq’ara vestidos de pablitos o ukukus para
rendir culto y pleitesia al sefior de Qoyllurit’i (Chaucca, 2018).

“En la cultura inca el oso andino fue ampliamente conocido por los pobladores del
Tahuantinsuyo — debido a la gran amplitud de su territorio, a la ubicacion de sus principales
ciudades en la sierra y bosques de neblina y al eficiente método de caceria (chaco), que permitia
obtener osos para su mantenimiento en cautiverio (Cieza de Leon 1880[1553 ]: 58; Murua 2001
[1616]: Libro I capitulo XLIII; Garcilaso de la Vega 1609: 5-capitulo VII, Libro 5 capitulo X;
Cobo 1892 [1653]: 143 )” (J. Figueroa, 2013, p. 50).

El oso andino por su amplio rango de distribucion altitudinal es considerado un buen
dispersor de semillas, por ello, se le atribuye un rol importante en la recuperacion y regeneracion
de los bosques, sumado a su aspecto carismdtico y al peligro que afrontan sus poblaciones
ubicandola dentro de la categoria de Vulnerable (IUCN, 2024), esta especie tiene las caracteristicas
de “especie sombrilla” (Vela-Vargas et al., 2011).

Figura 4

Oso andino en la cultura andina y su expresion en danzas

La imagen representa la importancia y la consideracion que se tiene en la actualidad al oso andino
en la cosmovision andina, representa al oso raptor, dicha estatua se encuentra en la plazoleta
Kukuli de la Provincia de Paucartambo — Cusco — Peru. Fotografia propia.
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2.1.4 DISTRIBUCION

El oso andino o ukuku (7Tremarctos ornatus) es la inica especie representante actual de la
subfamilia Tremarctinae, habitante del bosque neotropical, con un amplio rango de distribucién
espacial y altitudinal en las tres cadenas de la cordillera de los andes occidental, central y oriental
(SERFOR, 2019), que abarca desde los 250 hasta los 4750 msnm (Peyton, 1999; Figueroa 2012a),
se encuentra distribuido desde el norte de Argentina, Bolivia, Perti, Ecuador, Colombia, Venezuela
y sur de Panama (Del Moral & Lameda, 2011).

En el Peru, esta especie ocupa una gran variedad de ecosistemas desde los bosques secos,
bosques montanos himedos, bosques stiper himedos, estepas, paramos y puna (SERFOR, 2016).
No obstante, el oso andino prefiere bosques humedos entre los 1900 a 2350 m (Bosque Nublado)
por la abundancia de alimento que proporciona, también porque utiliza como zonas de refugio
(Figueroa, 2012). En época de estiaje se desplaza desde el bosque nublado hacia la puna en busca
de alimentos entre los que destaca las bromelias y las ericaceas (Judith Figueroa, 2012; Quispe-
Mamani, 2016), cabe mencionar que la mayor parte del area de distribucion conocida del oso
andino casi el 70% se encuentra entre Peru y Bolivia (Wallace et al., 2008), aun asi, su tamano
poblacional tiene una tendencia decreciente por la caseria ilegal, conflicto oso — humano,
disminucién de espacios geograficos donde el oso andino se desplazaba y alimentaba (SERFOR,
2019).

Los bosques més importantes para el oso andino, en tamaio y variedad de recursos, estaria
dentro de Santuario Nacional de Megantoni, Parque Nacional del Manu, RC Amarakaeri y Japu—
Ukumari Llaqta, por tener mayor intervalo altitudinal y dreas en buen estado de conservacion

(Judith Figueroa & Stucchi, 2013) y finalmente con la creacion de la ACR Q'eros Kosfiipata



mediante Decreto Supremo N° 015-2021-MINAM favorecera la conectividad entre areas naturales
protegidas.

En el Santuario Histérico de Machupicchu, el 95% de su territorio estd ocupado por el oso
andino (Museum et al., 2004; SERNANP et al., 2014). Estos resultados sefialan que esta ANP es
mas que un corredor: es un area que aporta una importante extension de territorio para el oso
andino como especie, en conjunto con su Zona de Amortiguamiento y el Area de Conservacion
Regional de Choquequirao (Huaypar Loayza, 2018; Rojas-Verapinto et al., 2019).

Castellanos en el 2011, en su investigacion realizada en Ecuador encontr6 que los machos
presentan un 4area de vida anual de 59 km?, esto da a entender que se desplazan por grandes areas,
y las hembras de 15 km?, (Castellanos & et al., 2011) a partir de esta informacion se puede predecir
que a pesar de la fragmentacion de habitat que existe, el oso es capaz de desplazarse grandes
distancias para alimentarse, reproducirse, por ende ocurren las migraciones de un sitio a otro,

haciendo que existencia la conectividad entre distintos ecosistemas.

2.1.5 TAMANO POBLACIONAL

Segun estudios realizados por Peyton en 1999, se calcula que existen en libertad alrededor
de 18,250 ejemplares en el rango de distribucion del oso andino en Colombia, Venezuela, Ecuador,
Pert, Bolivia, Sur de Panamd y norte de Argentina (SERFOR, 2016, 2019).

En el Peru, la poblacion de oso andino estimada es alrededor de 5,750 individuos (Peyton,
1999; SERFOR, 2019), constituyéndose como el pais que probablemente ostente la mayor
cantidad de osos a nivel de Sudamérica.

El estudio de Peyton (1999) identifica 9 nucleos poblacionales en la cordillera occidental,

5 ntcleos en la cordillera central y 6 nucleos en la cordillera oriental. En los ultimos 30 afios, se



ha producido una importante disminucion del habitat natural de la especie, por lo que algunos de
estos nucleos han sido fragmentados (SERFOR, 2016), por ende la poblacién de osos tiene una
tendencia decreciente debido a la caseria ilegal, conflicto oso — humano, pérdida de ejemplares
portadores de nuevos haplotipos y otros.

Las principales amenazas para el oso andino en el SHM son el tamafio reducido del area,
el posible aislamiento del SHM en relacion a otras areas silvestres, la fragmentacion de los tipos
de habitat usados por la especie dentro del SHM vy la fragil conexion del santuario con las areas
silvestres contiguas debido al avance de la intervencion humana y el subsecuente cambio de uso
de la tierra (SERNANP et al., 2014). Desde la creaciéon de la ACR Choquequirao este corredor
bioldgico es considera como zona de refrescamiento genético, permitiendo asi, que muchas
especies puedan tener flujo genético, especialmente el oso andino, de esta manera se estd
asegurando la continuidad de los procesos ecoldgicos con otras areas naturales protegidas cercanas
como el Santuario Histérico de Machupicchu, Santuario Nacional de Ampay y Parque Nacional
del Manu (Judith Figueroa et al., 2016; SERFOR, 2019). Los resultados se veran en un mediano a
largo plazo, al incrementar la poblacion del oso andino, de esta manera tener poblaciones viables
y ecologicamente funcionales. Actualmente no se cuenta con la metodologia apropiada para saber
cuantos osos hay en Machupicchu (SERNANP et al., 2014). En este caso, queda claro que se
desconoce el tamafio de la poblacion actual y no se cuenta con las herramientas necesarias para
realizar un andlisis poblacional (SERFOR, 2019). Sin embargo, y dado que no se tiene por el
momento una alternativa viable, se puede asumir que, de no existir mortalidad inducida por
humanos, el tamafio de la poblacion de osos en el Complejo Natural Cultural Machupicchu-

Choquequirao sera el adecuado o se incrementard (SERNANP et al., 2014).



Figura 5

Imagen del oso andino

Oso andino mostrando sus caracteristicas y descansando al lado de bromelias, la imagen fue

tomada por un guardaparque (SERNANP Machupicchu, 2024).

2.1.6 ESTADO DE CONSERVACION

En el Peru, de acuerdo con lo dispuesto en el Decreto Supremo N° 004-2014-MINAGRI,
que aprueba la Lista de clasificacion y categorizacion de las especies amenazadas de fauna silvestre
del Perq, la especie Tremarctos ornatus es una especie categorizada como “Vulnerable” (VU), por
lo que se prohibe su caza, captura, tenencia, transporte o exportacion con fines comerciales
(SERNANP et al., 2014). En el Ambito internacional esta especie se encuentra incluido dentro del
apéndice I de CITES (Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de

Fauna y Flora Silvestres del 2004), es considerado por la [UCN como una especie vulnerable y
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por el DS N° 034-2004-AG del Pert, como una especie en peligro (Minagri, 2004). Este Apéndice
incluye las especies sobre las que se cierne el mayor grado de peligro de extincion debido al
comercio internacional, asi mismo se encuentra en la Lista Roja de la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN), por sus siglas en inglés, considera al oso andino en la
categoria de Vulnerable (SERNANP et al., 2014).

Dentro del Santuario Historico de Machupicchu desde la creacion del ACR Choquequirao
el habitat del oso andino aumentd considerablemente, esto favorece en la conservacion de la
especie (SERNANP et al., 2014), mientras que dentro del Parque Nacional del Manu, hay pocas
investigaciones realizadas para conocer el tamafio poblacional por ser una ANP muy extensa.

Figura 6

Presencia del oso andino dentro del SHM

Al ser el oso andino muy esquivo a los turistas que visitan el ANP, los lugarerios tuvieron una idea
de representarlo mediante una estatua como simbolo de presencia del oso andino, la estatua se
encuentra entre Hidroelectrica — Aguas Calientes.
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2.2 ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

El acido desoxirribonucleico conocido por las siglas ADN es un acido nucleico que contiene
las  instrucciones genéticas usadas en el desarrolloy  funcionamiento de  todos
los organismos vivos y algunos virus; también es responsable de la transmision hereditaria. La
funcion principal de la molécula de ADN es el almacenamiento a largo plazo de informacion para
construir otros componentes de las células, como las proteinas y las moléculas de ARN (Watson,
2007). Los segmentos de ADN que llevan esta informacién genética son llamados genes, pero las
otras secuencias de ADN tienen propositos estructurales o toman parte en la regulacion del uso de
esta informacion genética (Watson et al., 2000).

Desde el punto de vista quimico, el ADN es un polimero de nucleotidos, es decir,
un polinucledtido. Cada nucleétido, a su tiempo, esta formado por un glicido (la desoxirribosa),
una base nitrogenada (que puede ser adenina A, timina T, citosina C o guanina G) y un
grupo fosfato, derivado del acido fosforico (Illana, 2014). Lo que distingue a un polinucleoétido de
otro es, entonces, la base nitrogenada, y por ello la secuencia del ADN se especifica nombrando
solo la secuencia de sus bases (Watson, 2007). La disposicidon secuencial de estas cuatro bases a
lo largo de la cadena es la que codifica la informacidon genética, siguiendo el criterio de
complementariedad: A-T y G-C (Strathern, 2017). Esto se debe a que la adenina y la guanina son
de mayor tamafio que latiminay la citosina, por lo que este criterio permite cumplir una
uniformidad (Illana, 2014). En los organismos vivos, el ADN se presenta como una doble cadena
de nucledtidos, en la que las dos hebras estdn unidas entre si por unas conexiones
denominadas puentes de hidrogeno (Watson, 2007).

Para que la informacion que contiene el ADN pueda ser utilizada por la maquinaria celular

deben copiarse los nucledtidos de manera complementaria, mas cortos y con unas unidades
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diferentes, llamados ARN (Watson, 2007). Las moléculas de ARN se copian exactamente del
ADN mediante un proceso denominado transcripcion (Illana, 2014). Una vez procesadas en
el nucleo celular, las moléculas de ARN pueden salir al citoplasma para su utilizacion posterior
(Illana, 2014; Watson, 2007; Watson et al., 2000). La informacién contenida en el ARN se
interpreta usando el codigo genético, que especifica la secuencia de los aminoacidos de las
proteinas, segiin una correspondencia de un triplete de nucleotidos (codon) para cada aminoacido
(Watson et al., 2000).

La mayor parte del ADN se encuentra en el nticleo celular (ADN nuclear), pero también se
puede encontrar una pequefia cantidad de ADN en las mitocondrias (ADN mitocondrial o ADNmt)
(Illana, 2014). Las mitocondrias son organelos que se encuentran en el citoplasma dentro de las

células (Strathern, 2017).

2.2.1 ADN mt

Las mitocondrias son organelos celulares ubicados en el citoplasma e intervienen
fundamentalmente en los procesos de generacion de energia, la respiracion celular (Salazar et al.,
2019). Cuenta con su propio material genético y representa una molécula de ADN circular
bicatenario y se presenta en multiples copias (>1000) en una misma célula. Mas del 93% del ADN
mitocondrial es codificante (frente a tan solo el 1,5% del ADN nuclear) y sus 37 genes, varios de
ellos superpuestos sobre la misma secuencia, no tienen intrones (Scotto & Valdivia, 2000). S6lo
tiene 16,500 pares de bases aproximadamente (De Oliviera et al., 2013). Y codifica diferentes
proteinas que son especificas de la mitocondria (Scotto & Valdivia, 2000). Algunas de las enzimas
de esas vias, y algunas de las proteinas que son necesarias para el funcionamiento de dichas vias,
son codificadas por el ADN mitocondrial. Uno de los aspectos mds relevantes de las mitocondrias

es que soOlo proceden de la madre, ya que el espermatozoide s6lo aporta el nicleo al nuevo
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organismo recién constituido (Fresia et al., 2007). Por lo tanto, el material genético mitocondrial
de cualquier individuo se hereda exclusivamente por via materna (Scotto & Valdivia, 2000). Se
han descrito multiples marcadores de este tipo localizados en las regiones codificantes del ADN
mitocondrial. Su interés radica en que es utilizado como marcador molecular en diversas
investigaciones de filogenia asi como también para determinar el flujo genético, debido a la forma
de transmision de la informacion genética mitocondrial que permiten establecer relaciones de
maternidad entre individuos de la misma especie, incluso cuando el material genético disponible
no estd bien conservado (Illana, 2014). Dentro del genoma mitocondrial se encuentra la region
control o D-loop en la que existen 2 zonas, denominadas “regiones hipervariables” (HSV1 y
HSV2), en donde se acumulan de forma preferente los polimorfismos. Las secuencias de la region
control pueden ser analizadas facilmente y utilizarse para comparar las muestras de diferentes
individuos (Scotto & Valdivia, 2000). La principal utilidad en el campo de la investigacion es su
uso como marcador molecular y en el dmbito forense en el esclarecimiento de relaciones de
parentesco por via materna. El andlisis de la secuencia gendmica se usa para estudiar las relaciones
filogenéticas, en muchos organismos. Por este motivo se utiliza para determinar variabilidad en
poblaciones naturales (para ver si hay o no endogamia), informacion util para la conservacion de

especies en peligro de extincion (De Oliviera et al., 2013).


https://es.wikipedia.org/wiki/Endogamia

Figura 7
Mapa genético del ADNmt

(Researchgate, 2023): Diagrama del mtDNA. Se representan la posicion de los 37 genes, la
region de control (D-Loop) y los origenes de replicacion de las cadenas pesada (OH, PH) y
ligera (OL, PL). Genes que han sido reportados con metilacion o transcripcion diferencial se

encuentran subrayados.

2.3 VARIABILIDAD GENETICA

La variabilidad genética es una medida de la tendencia de los genotipos de una poblacion a
diferenciarse, se refiere a la diversidad en las frecuencias de los genes. La variabilidad genética
puede referirse a las diferencias entre individuos o las diferencias entre poblaciones debido a que
los individuos de una misma especie no son idénticos. Si bien, son reconocibles como
pertenecientes a la misma especie, existen muchas diferencias en su forma, funcidon y
comportamiento, por lo que existiran variaciones dentro de la especie (National Human Genome

Research Institute, 2023).
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La variabilidad genética se origina por mutaciones, recombinaciones y alteraciones en el
cariotipo (el numero, forma, tamafio y ordenacion interna de los cromosomas) ya que permite la
evolucion de las especies, debido a que en cada generacion solamente una fraccion de la poblacion
sobrevive y se reproduce transmitiendo caracteristicas particulares a su progenie, en cambio, los
procesos que eliminan variabilidad genética son la seleccion natural y la deriva genética especie

(National Human Genome Research Institute, 2023).

Los casos mas evidentes de variabilidad genética de las especies son las especies
domesticadas, en donde los seres humanos utilizamos la variabilidad para crear razas y variedades
de maices, frijoles, manzanas, calabazas, caballos, vacas, borregos, perros y gatos, entre otros.
Gran parte de la variacion en los individuos proviene de los genes, es decir, es variabilidad
genética. Por ejemplo, los jaguares del pantanal en Brasil son casi del doble del tamafio (100 kilos)

que los jaguares mexicanos (entre 30 y 50 kilos) y sin embargo son la misma especie Panthera

onca (Caicedo et al., 2019).

2.4 DIVERSIDAD GENETICA

La diversidad genética se refiere a la variacion hereditaria (variaciones heredables) que
existe entre los individuos de una poblacion y entre poblaciones de una determinada especie o

grupo de especies (National Human Genome Research Institute, 2023).

La diversidad genética contribuye a la capacidad de las comunidades ecoldgicas para
resistir o recuperarse de los disturbios y cambios ambientales, asimismo, adaptarse o no a las
condiciones y cambios de su entorno (Ruiz-garcia et al., 2020). Puede ser que las mutaciones les
confieran ciertas ventajas evolutivas o también puede llevarlos a la extincidon, debido a que son

heredados de generacion a generacion (Salazar et al., 2019).
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La diversidad genética es el resultado de las diferencias que existen entre las distintas
versiones (alelos) de las unidades de herencia (genes) de los individuos de una especie (Salazar
etal., 2019). Las diferencias heredables constituyen la materia prima sobre la que actian las
fuerzas evolutivas y moldean la variada complejidad de los seres vivos. El resto de la diversidad
genética deriva de los procesos evolutivos que operan sobre esas variaciones (Cabrero & Camacho,
2003). Debido a lo anterior es importantes conservar la diversidad genética para el mantenimiento
del potencial evolutivo de las especies, dicha diversidad representa el reservorio de las posibles
respuestas al medio (fisico y bioldgico), posibilitando con ello su adaptacion a los cambios del

mismo (Cristina et al., 2008).

2.5 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA

La diversidad de nucledtidos es un concepto en genética molecular que se usa para medir
el grado de polimorfismo dentro de una poblaciéon. Una medida cominmente utilizada de la
diversidad de nucleétidos fue introducida por primera vez por Nei y Li en 1979. Esta medida se
define como el numero promedio de diferencias de nucledtidos por sitio entre dos secuencias

de ADN en todos los pares posibles en la poblacién de muestra y se denota con t (Nei & Li, 1979).

n -1
T= Zmimjﬂ'ij =2 % ZZ&?;‘&?J'W@'J'
ij =2 j=1

Donde xiy x; son las frecuencias respectivas de las secuencias i y j, Mij es el numero de

diferencias de nucleotidos por sitio de nucledtidos entre las secuencias i y j, n es el numero de

secuencias en la muestra (Nei & Li, 1979).
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La diversidad de nucleodtidos es una medida de la variacion genética. Suele asociarse con otras
medidas estadisticas de la diversidad de la poblacion y es similar a la heterocigosidad esperada.
Esta estadistica puede usarse para monitorear la diversidad dentro o entre poblaciones, para
examinar la variacion genética en especies relacionadas, o para determinar relaciones evolutivas.
La diversidad de nucle6tidos puede calcularse examinando las secuencias de ADN directamente,
o puede estimarse a partir de datos de marcadores moleculares, como datos de ADN polimérfico
amplificado aleatorio, ADN mitocondrial regiones conservadas y datos de polimorfismo de

longitud de fragmento amplificado (Nei & Li, 1979).

2.6 DIVERSIDAD HAPLOTIPICA
Un haplotipo es una agrupacion fisica de variantes genémicas (o polimorfismos) que tienden
a heredarse juntas (Miranda et al., 2000). Un haplotipo especifico generalmente refleja una
combinacion unica de variantes que residen cerca unas de otras en un cromosoma (National Human
Genome Research Institute, 2023).
Los valores que puede tomar el indice de diversidad haplotipica son de: 0 a 1, en donde
0 refleja la nula existencia de alelos raros, mientras 1 refleja que existen muchos alelos raros, por
ende, un crecimiento de la poblacion (Arias Vasquez, 2017).
La diversidad haplotipica es también conocida como frecuencia alélica se refiere a qué tan
a menudo aparece un alelo particular en una poblacion (Miranda et al., 2000). Por ejemplo, si todos
los alelos de una poblacion de plantas de chicharo son morados, W, la frecuencia alélica de W seria
del 100%, o 1. Sin embargo, si la mitad de los alelos fueran W'y la otra mitad w, cada alelo tendria
una frecuencia alélica del 50% o 0,5. La frecuencia alélica se refiere a qué tan comun es un alelo

en una poblacion (Arano, 2022). Esto se determina contando cudntas veces aparece un alelo en la
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poblacién y dividiendo esta cifra entre el numero total de copias del gen (Biodiversidad Mexicana,
2023).

numero de copias del alelo A en la poblacion

ja del alelo A =
frecuencia del alelo namero total de copias del gen en la poblacion

2.7 TEST DE NEUTRALIDAD

La D de Tajimaes una estadisticade prueba genética poblacional creado por el
investigador japonés Fumio Tajima y que lleva su nombre. La D de Tajima se calcula como la
diferencia entre dos medidas de diversidad genética: el nimero medio de diferencias por pares y
el namero de sitios segregantes, cada uno de ellos escalado de manera que se espera que sean

iguales en una poblacion de tamafio constante en evolucion neutral (Tajima, 1989).

El proposito de la prueba D de Tajima es distinguir entre una secuencia de ADN que
evoluciona aleatoriamente ("neutralmente") y una que evoluciona bajo un proceso no aleatorio,
incluida la seleccion direccional o la seleccion de equilibrio, la expansion o contraccion
demografica . Una secuencia de ADN que evoluciona aleatoriamente contiene mutaciones que no
afectan la aptitud y la supervivencia de un organismo. Las mutaciones que evolucionan
aleatoriamente se denominan "neutrales", mientras que las mutaciones bajo seleccion son "no

neutrales" (Fu & Li, 1993).

La fuerza de la deriva genética depende del tamafio de la poblacion. Siuna poblacion tiene
un tamano constante con una tasa de mutacion constante, la poblacion alcanzara un equilibrio de
frecuencias genéticas. Este equilibrio tiene propiedades importantes, incluido el nimero de sitios
segregantes y el numero de diferencias de nucledtidos entre los pares muestreados (se

denominan diferencias por pares ). Para estandarizar las diferencias por pares, se utiliza la media
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o el numero "promedio" de diferencias por pares. Esto es simplemente la suma de las diferencias

por pares dividida por el nimero de pares y, a menudo, se simboliza por © (Elgvin et al., 2017).

El test de Tajima sirve para identificar secuencias que no se ajustan al modelo de la teoria
neutral en el equilibrio entre mutacion y deriva genética . Para realizar la prueba en una secuencia
de ADN o gen, es necesario secuenciar ADN homologo de al menos 3 individuos. La estadistica
de Tajima calcula una medida estandarizada del nimero total de sitios segregantes (estos son sitios
de ADN que son polimorficos ) en el ADN muestreado y el nimero promedio de mutaciones entre

pares en la muestra (Tajima, 1989).

Una D de Tajima negativa significa un exceso de polimorfismos de baja frecuencia en
relacion con lo esperado, lo que indica una expansion del tamafio de la poblacion (por ejemplo,
después de un cuello de botella o un barrido selectivo). Una D de Tajima positiva significa niveles
bajos de polimorfismos de baja y alta frecuencia, lo que indica una disminucion en el tamafio de
la poblacién y/o una seleccion equilibrada. Sin embargo, es imposible calcular un "valor p"
convencional asociado con cualquier valor D de Tajima que se obtenga de una muestra (Tajima,

1989).

2.8 ESTRUCTURA POBLACIONAL

Se entiende por estructura genética de una especie a la cantidad y distribucion de la
variacion genética dentro y entre poblaciones de dicha especie. La estructura genética de una
poblacion concreta viene determinada por la historia evolutiva de esa poblacion y va a ser
consecuencia de las interacciones entre los 5 factores que condicionan la evolucion de las
poblaciones: mutacion, deriva genética, flujo génico, sistema de reproduccion y seleccion natural

(National Human Genome Research Institute, 2023).
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Casi todas las especies comprenden una o mas poblaciones de individuos que se cruzan
entre si, formando una comunidad de intercambio genético denominada poblacion mendeliana.
Esta poblacion es el sustrato basico donde se forja la evolucion (Gutierrez, 2004). En el seno de la
poblacion se da el hecho inevitable de que algunos individuos dejan mas descendientes que otros.
Como que el Unico componente que se transmite de generacion en generacion es el material
genético (los genes), el que un individuo deje mas descendientes implica que sus variantes génicas
(alelos) estaran mas representadas en la siguiente generacion (Ruiz-Garcia, 2007). Por tanto, desde
el punto de vista de la poblacién, la evolucidon es en ultimo término un cambio acumulativo e
irreversible de las proporciones de las diferentes variantes de los genes en las poblaciones
(Biodiversidad Mexicana, 2023).

2.8.1 Las Mutaciones

La mutacion es la fuente fundamental de variacidon genética ya que conduce a cambios
directos en la secuencia de ADN (Fontdevila & Moya, 1999; Paz & Lopez, 2014; Rodriguez et al.,
2016) y a la creacion de nuevos alelos en las poblaciones (Lardoeyt, 2016; Mantella & Hohl, 2021;
Wiley, 2016). Las poblaciones con mas alelos raros tienen mayor diversidad génica (Ruiz-garcia
et al., 2020), por tanto, mayores posibilidades de crear nuevas especies. Las tasas de mutacioén son

normalmente bajas, ocurren en largos periodos de tiempo (National Human Genome Research

Institute, 2023).

Las mutaciones alteran la secuencia del ADN y por tanto introducen nuevas variantes.
Muchas de estas variantes suelen ser eliminadas, pero ocasionalmente algunas de estas variantes
pueden tener €xito e incorporarse en todos los individuos de la especie (Paz & Lopez, 2014). La
mutacion es un factor que aumenta la diversidad genética (Instituto Nacional del Cancer, 2023).

Una alta tasa de mutacion implica un mayor potencial de adaptacion en el caso de un cambio
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ambiental, pues permite explorar mas variantes genéticas, aumentando la probabilidad de obtener
la variante adecuada necesaria para adaptarse al reto ambiental (Lardoeyt, 2016; Lessa, 2005;

Mantella & Hohl, 2021; Wiley, 2016).

La mutacién crea nuevas variaciones genéticas en el patrimonio genético, es cOmo surgen
por primera vez los alelos nuevos (Wiley, 2016). En las especies que se reproducen sexualmente,
las mutaciones que importan para la evolucion son las que ocurren en los gametos (Lardoeyt,
2016). Solo estas mutaciones se pueden pasar a la descendencia (Fontdevila & Moya, 1999). Para
cualquier gen dado, la posibilidad de que ocurra una mutacion en un gameto dado es muy baja.
Por lo tanto, las mutaciones por si solas no tienen mucho efecto en las frecuencias alélicas. Sin
embargo, las mutaciones proporcionan la variacion genética necesaria para que otras fuerzas de la
evolucion actuen (UNAM, 2023).

Las mutaciones del ADN mitocondrial, también son heredables de las madres a los hijos,
la region D-loop es no codificante en la mitocondria (Fernandez, 2005), donde se va acumulando
las mutaciones génicas a lo largo del tiempo ya que no se recombina (Silva et al., 2011), lo cual se
convierte en una informacion muy valiosa para estudio de filogenia, flujo genético entre
poblaciones, estructura poblacional y estudio de tasa de mutacion (Ruiz-Garcia et al., 2020).

Las mutaciones suelen ser de dos tipos: somaticas y germinales (Rodriguez et al., 2016),
las que ocurren en la region D-loop del ADN mitocondrial son mutaciones génicas somaticas
(Fernandez, 2005). Las mutaciones pueden ser génicas, cromosdmicas o gendmicas, pudiendo
ocurrir de manera espontanea o inducida. Las mutaciones génicas se dan por la sustitucion de bases
(transiciones o transversiones), inserciones o deleciones de nucledtidos (Fontdevila & Moya,

1999).
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2.8.2 La deriva genética

La deriva genética es un mecanismo de evolucion caracterizado por fluctuaciones
aleatorias en la frecuencia de una version determinada de un gen (alelo) en una poblacion (Cabrero
& Camacho, 2003). La deriva genética, es una fuerza evolutiva que actua junto con la seleccion
natural cambiando las frecuencias alélicas de las especies en el tiempo (Ruiz-garcia & Ruiz-garcia,
2007). Es un efecto estocastico que es consecuencia del muestreo aleatorio en la reproduccion y
de la pérdida de unos alelos por azar y no por seleccion natural. Se trata de un cambio aleatorio en
la frecuencia de alelos de una generacion a otra (Ruiz-Garcia, 2007). Normalmente se da una
pérdida de los alelos menos frecuentes y una fijacion de los mds frecuentes, resultando una
disminucioén en la diversidad genética de la poblacion. A partir de un cierto tamafio minimo de las
poblaciones, este efecto deja de tener importancia y se estabilizan las frecuencias génicas, si no
hay procesos de seleccion ni mutaciones, segun el equilibrio de Hardy-Weinberg (Cabrero &

Camacho, 2003).

Al igual que la seleccion natural, actiia sobre las poblaciones, alterando la frecuencia de
los alelos (frecuencia alélica) y la predominancia de los caracteres sobre los miembros de una
poblacion, y cambiando la diversidad genética del grupo (Eguiarte & Souza, 2010). Los efectos de
la deriva se acentiian en poblaciones de tamafio pequenio (como puede ocurrir en el efecto de cuello
de botella o el efecto fundador), y resultan en cambios que no son necesariamente adaptativos, la
deriva hace que dos o0 mas poblaciones de la misma especie tiendan a diferenciarse genéticamente

(Loo, 2011).

Debido a que las poblaciones son finitas en numero, las frecuencias génicas pueden
cambiar por un puro proceso de azar conocido como “deriva genética” (Cabrero & Camacho,

2003). En las poblaciones, cuanto mayor sea el nimero de individuos que dan origen a la siguiente
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generacion mas cerca estard la frecuencia observada (en la generacion descendiente) de la
frecuencia esperada (la de la generacion parental) (Fontdevila & Moya, 1999). Por el contrario, si
para comenzar una nueva generacion se eligen tan s6lo unos pocos progenitores, esa muestra tan
pequefia puede no ser representativa de su generacion y, por tanto, las frecuencias alélicas de la

generacion siguiente pueden desviarse mucho de las de la generacion anterior (Wiley, 2016).

2.8.3 La migracion

Es el intercambio de genes entre poblaciones se da debido a la migracion de los individuos
de una poblacion a otra, donde los genes se van recombinando (Loo, 2011). Si dos poblaciones
difieren en las frecuencias de los alelos de algunos de sus genes, entonces el intercambio de
individuos entre las poblaciones producira un cambio de las frecuencias de los genes en cada una

de las poblaciones (Cabrero & Camacho, 2003).

La migracion es una fuerza direccional de cambio de las frecuencias génicas (Cabrero &
Camacho, 2003). El proceso de migracion consiste en el intercambio de individuos reproductores
entre poblaciones distintas que, en principio, tendran distintas frecuencias génicas (Garrido-Pérez,
2020). El nombre que se da al proceso concreto de intercambio de individuos depende de la
poblacion de referencia. Cuando una poblacion pierde individuos, porque pasan a otra poblacion
cercana, el proceso se llama emigracion y cuando ésta misma poblacion recibe reproductores de
alguna poblacion vecina el proceso se llama inmigracion (Ruiz-Garcia, 2007).

En términos evolutivos, la migracioén es importante en la medida en que contribuye
al flujo genético, que no es mas que el intercambio de informacidn genética (alelos) entre
poblaciones (Mantella & Hohl, 2021). Al llegar a una nueva poblacién los organismos

migrantes introducen en la misma alelos especificos que hasta entonces s6lo estaban
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presentes en los miembros de la poblaciéon de origen, pues las mutaciones de manera
aleatoria por las que habian surgido s6lo habian tenido lugar en esta ultima poblacion
(Cabrero & Camacho, 2003). Por tanto, tras un proceso de migracion los alelos endémicos
de una poblacién pueden extenderse en la poblacion de llegada (Lessa, 2005). Desde un
punto de vista genético la migracion tiende a homogeneizar las distintas poblaciones de
una misma especie, ya que disminuye el nimero de variantes alélicas caracteristicas de

cada una de ellas (Peninsula et al., 2020).

2.8.4 Flujo genético

Las poblaciones raramente son sistemas cerrados, por lo general, existe cierta cantidad de
transferencia de genes, lo cual es mas probable cuando las poblaciones se encuentran
estrechamente relacionadas espacial y genéticamente (Cabrero & Camacho, 2003). Entre las
poblaciones adyacentes de una especie, el flujo de genes puede ser grande, por lo que es de esperar
que las poblaciones contiguas posean una composicion génica mas semejante que las que estan
mas alejadas geograficamente (Garrido-Pérez, 2020). Por ello, la migracion entre grupos
geograficamente aislados es un suceso de gran importancia porque los complejos génicos de
adaptacion se rompen, las frecuencias alélicas se alteran, en general, todas las diferencias genéticas
entre las poblaciones se reducen (Cabrero & Camacho, 2003). La eficacia del intercambio de genes
depende de la estructura de las dos poblaciones (emigrante y receptora) y, mas especificamente,
de la cantidad de migracion (indice de migracion) y de la magnitud de la diferencia en frecuencias

génicas entre las dos poblaciones (Fontdevila & Moya, 1999).

El flujo génico es el proceso mediante el cual determinados alelos (genes) o individuos

(genotipos) son intercambiados entre poblaciones separadas geograficamente (Cristina et al.,
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2008). Segln este planteamiento, el flujo génico facilita el movimiento de alelos (genes y
genotipos) mutantes entre poblaciones separadas, ademads, puede incrementar sustancialmente la

frecuencia génica (Cabrero & Camacho, 2003).

2.8.5 Seleccion Natural

La seleccion natural es la fuerza evolutiva por la cual los miembros de una poblacion que
poseen adaptaciones mas exitosas al ambiente tienen mayor probabilidad de sobrevivir y
reproducirse, es uno de los factores de la evolucion (Cabrero & Camacho, 2003). Sin embargo, la
seleccion natural es el tnico proceso conocido que permite explicar la complejidad inherente a la
vida, las adaptaciones de los organismos y por eso ocupa una posicion central en la biologia
evolutiva (Fontdevila & Moya, 1999). La seleccion natural es incluso un principio mas
fundamental que la misma vida, "la 'supervivencia de los mas aptos', la seleccion natural es la

principal fuerza que conduce los cambios de frecuencias de alelos mutantes (Wiley, 2016).

La seleccion natural no se refiere realmente a la supervivencia sino a la reproduccion
(Cabrero & Camacho, 2003). Es cierto que un organismo debe sobrevivir por lo menos durante un
tiempo para que pueda reproducirse; la inica manera en que sus genes continuaran en el futuro es
mediante una reproduccion exitosa (Lardoeyt, 2016). Cuando muere un organismo que no logra
reproducirse, sus genes terminan con ¢l (Cabrero & Camacho, 2003). El organismo que se
reproduce, sigue vivo en cierto sentido por medio de los genes que ha pasado a sus descendientes
(Garrido-Pérez, 2020). La seleccion natural es el impacto de cualquier factor del ambiente que
tiende a producir un cambio evolutivo a través de un favorecimiento diferencial de la reproduccion

de ciertos individuos con ciertos genes (Garcia et al., 2007). La seleccion natural no produce



cambio genético, sino que una vez que el cambio ha ocurrido (por mutacion) actua favoreciendo a

unos alelos sobre otros (Cabrero & Camacho, 2003).

El papel de la seleccion radica en que los distintos individuos de una poblacion difieren en
viabilidad y/o fecundidad y, por lo tanto, contribuyen con numero diferente de descendientes (y
por tanto de genes) a la siguiente generacion (Cabrero & Camacho, 2003). La consecuencia
primaria de la seleccion es el cambio de las frecuencias génicas, pudiendo admitirse que en grandes
poblaciones la seleccion es probablemente la fuerza mas importante responsable del cambio de las

frecuencias génicas (Ruiz-Garcia & Payan, 2003).

2.9 INDICE DE FIJACION (Fst).

El indice de fijacion (Fst) es una medida de la diferenciacion de la poblacion debido a
la estructura genética. Desarrollado como un caso especial de las estadisticas F de Wright, es una
de las estadisticas mas utilizadas en genética de poblaciones. La definicion de Wright ilustra que
Fst mide la cantidad de variacion genética que puede explicarse por la estructura de la poblacion.
Esto también puede considerarse como la fraccion de la diversidad total que no es consecuencia
de la diversidad promedio dentro de las subpoblaciones, donde la diversidad se mide por la

probabilidad de que dos alelos seleccionados al azar sean diferentes (Kitada et al., 2007).

Esta comparacion de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones se usa con
frecuencia en genética de poblaciones aplicadas. Los valores van de 0 a 1. Un valor cero
implica panmixis completa; es decir, que las dos poblaciones se cruzan libremente. Un valor de 1
implica que toda la variacion genética se explica por la estructura de la poblacion y que las dos
poblaciones no comparten ninguna diversidad genética. Cuando el Fst toma valores de 0,01 a 0,05

se considera baja estructuracion lo que indica, alto flujo genético, por lo que se considera una sola
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poblaciéon. En cambio, cuando toma valores de 0,05-0,25 se considera moderado flujo genético y
una moderada estructuracion de la poblacion. Si toma valores de 0,25 a 1 se considera una
poblacién estructurada, lo que indica que hay bajos niveles de flujo genético (Holsinger & Weir,

2009).

2.10 ESTUDIOS GENETICOS APLICADOS AL OSO ANDINO

En las ultimas décadas se han realizado varias investigaciones en genética de poblaciones
del oso andino, utilizando marcadores moleculares como son los microsatélites nucleares (Ruiz-
Garcia 2003, 2006, 2007, 2013; Ruiz Garcia et al. 2003, 2005, 2020a, 2020b; Viteri y Waits2009),
los cuales se centraron principalmente en los niveles de diversidad genética de las poblaciones de
esta especie (Cueva et al., 2018), de igual manera realizaron un andlisis de la poblacion para
determinar un posible equilibrio de Hardy-Weinberg, la asignacion geografica (Arias Vasquez,
2017) y los posibles tamafios histdricos efectivos de la poblacion para el rango general de la especie
(Moreta, 2020; Ruiz-garcia et al., 2020).

Por otro lado, surgieron otras investigaciones gracias a los avances moleculares, en la que
se estan utilizando ADN mitocondrial del oso andino como marcador molecular para realizar
estudios de diversidad genética (Arias Vasquez, 2017; Bruque Gutierrez, 2016; Cueva et al., 2018;
Moreta, 2020; Ruiz-garcia et al., 2020), en especies en estado vulnerable, obteniendo muestras de
manera no invasiva del oso andino para no llevar al estrés al individuo (Molina, 2015).

En la ultima década la utilizacion del ADNmt como marcador molecular en estudios
aplicados al oso andino tomd mayor relevancia, debido a su efectividad en el estudio de
filogeografia (Arias Vasquez, 2017), posible estructuracién de las poblaciones del oso andino
(Ruiz-garcia et al., 2020), para determinar los diferentes indices de diversidad, como el test de

neutralidad, Fst, Hd, diversidad nucleotidica (Arias Vasquez, 2017; Bruque Gutierrez, 2016;
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Cueva etal., 2018; Moreta, 2020; Ruiz-garcia et al., 2020), a partir de estos indices se han
determinado la estructura poblacional, patrones filogeograficos, asimismo, Ruiz-Garcia et al.
2020%, analizé 302 especimenes de osos andinos a tres genes mitocondriales (ND5, ARNr de 12 s,
y COI) incluyendo especimenes de Venezuela, Colombia, Ecuador, Perti y Bolivia y describiendo
patrones geograficos a nivel macro geografico, Mas recientemente, Ruiz-Garcia et al. (2020b)
llevo a cabo un estudio, utilizando los mismos genes mitocondriales y de microsatélites para
describir la estructura genética del oso andino en Colombia, encontrando algunas evidencias de

diferencias significativas en la estructura espacial (Ruiz-garcia et al., 2020).

2.11 MARCADORES MITOCONDRIALES

Los avances moleculares han permitido tener herramientas muy eficaces para realizar
analisis filogenéticos y filogeograficos, (Ruiz-garcia et al., 2020) una de estas herramientas es el
ADN mitocondrial (mtDNA), al ser un marcador molecular cominmente utilizados para estudios
de genética de poblaciones en animales en estado vulnerable y en peligro de extincion (Bruque
Gutierrez, 2016; Ruiz-garcia et al., 2020). El ADN mitocondrial es bicatenario, circular, de
herencia materna, tiene un alto nimero de copias por célula (> 1000) por lo que puede ser utilizado
en muestras degradadas, lo cual es ttil para la reconstrucciéon de relaciones histéricas entre
poblaciones a partir de la distribucion y frecuencia de haplotipos, no sufre recombinaciones, se
pueden obtener de varias fuentes como son dientes, huesos, tejidos, pelos a pesar de que €stos se
encuentren contaminados o con una antigiiedad considerable, carecen de intrones, mas del 93% es
codificante en comparacion al 1,5% del ADN nuclear (Fernandez, 2005). Dentro del genoma
mitocondrial existe una region de control (D-Loop) en el que existen dos zonas denominadas
“regiones hipervariables” (region hipervariable I = HPVI y region hipervariable II = HPVII), en

donde se acumulan los polimorfismos (Varela et al., 2009). Las mutaciones generadas en esta
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region no codificante (D-loop) del mt DNA son neutrales, por lo que son atribuidos a eventos
demograficos, debido a la alta tasa de mutacion evolucionan rapidamente, por esta razén es la

secuencia mas estudiada para el analisis de Diversidad Genética (Jimenez & Collada, 2000).

2.12 MUESTREO NO INVASIVO PARA ESTUDIOS GENETICOS

En muchos hébitats la fauna silvestre no puede ser observada facilmente, pero, todos los
animales dejan signos de su presencia y actividad, lo que ha permitido desarrollar técnicas no
invasivas de muestreo genético (Huerta & Centeno-Cuadros, 2021), mediante esta técnica, los
pelos, plumas, heces, orina, cascaras de huevo, escamas, tejido blando y duro de animales dejados
por ellos y/o hasta especimenes de museo y fosiles, son potenciales fuentes de ADN tanto nuclear
como mitocondrial (Nardelli et al., 2011).

La obtencion de datos genéticos convencionales suele ser costosa, en cambio el muestreo no
invasivo se convierte en ¢l mas eficaz debido a que no se necesita capturar al animal lo que le
llevaria al estrés a los animales en estudio, es por ello que esta técnica se convierte en una
(Gonzalez & Arenas-castro, 2017) alternativa aceptable para la realizacion de estudios genéticos
en animales en peligro de extincidon (Nardelli et al., 2011; Waits, Sullivan, Brien, et al., 1999) para
poder identificar individuos, realizar analisis de parentesco, variabilidad genética, analisis
filogeografico en numerosas especies, establecer relaciones de paternidad (Cristina et al., 2008),
para estimar el tamafio poblacional, el rango de habitat de los individuos y para la determinacion
del sexo (MINAM, 2015).

La utilizacién de técnicas de muestreo no invasivas puede conducir a errores en la
genotipificacion de los individuos (Huerta & Centeno-Cuadros, 2021), en algunos casos, por la
incertidumbre acerca del animal del cual proviene la muestra, la degradacion de la muestra al

permanecer expuesta al ambiente por un periodo prolongado, la presencia de inhibidores de la
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reaccion en cadena de la polimerasa (Gonzalez & Arenas-castro, 2017), pero hoy en dia, estos
inconvenientes son comprendidos y se han desarrollado diversas estrategias para limitarlos y
reducir su impacto en los analisis posteriores como es la utilizacion de camaras trampa para

detectar la procedencia de las muestras, asi como la utilizacion de trampas pelo (Molina, 2015).

2.13 TRABAJO DE LABORATORIO

2.13.1 EXTRACCION DE ADN TOTAL

La extraccion de ADN, es el punto de partida para la mayoria de analisis genéticos; incluso
contando con pequenas cantidades de ADN, es posible amplificar genes especificos utilizando
técnicas como la PCR (Checa Rojas, 2017). En especies en peligro de extincion es muy poco
probable encontrar ADN abundante, es por ello se recurre a técnicas como la PCR para amplificarla
y maximizar su utilidad en pasos posteriores (Rios-sanchez et al., 2016). EL ADN mt es una fuente
de informacion, como un base de datos por explorar, para poder estudiarlo, primero se tiene que
extraer mediante métodos fisicos y quimicos, el ADN extraido servird como materia prima para
los pasos posteriores de la investigacion como es la PCR, electroforesis, secuenciamiento, todo
esto con el objetivo de determinar flujo genético entre dos poblaciones, armar arboles
filogenéticos, estudios de variabilidad genética, estructura poblacional y otros, con fines de
conservacion de la especies en estudio (Huerta & Centeno-Cuadros, 2021).

Se le llama extraccion al método por el cual se obtiene el ADN a partir de material
bioldgico utilizando técnicas fisicas y quimicas (Huerta & Centeno-Cuadros, 2021). La extraccion
consiste en la separacion y purificacion del ADN con el fin de poder estudiarlo, analizarlo o
manipularlo. En todo proceso de extraccion de ADN, se debe tener en cuenta la utilizacion de
guantes de nitrilo para proteger la muestra de degradacion, con mayor razon en especies en peligro

de extincidn, ya que si la echamos a perder no habra otra oportunidad, porque las muestras de este
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tipo son muy dificiles de conseguir, porque se trata de especimenes unicos, ademas de que nos
protegemos de la contaminacion en caso de muestras biologicas infecciosas.

Las etapas mas importantes en la extraccion de ADN son: la lisis celular, procesos fisico o
quimico donde se rompen las membranas celulares para liberar sus componentes celulares, seguida
de la degradacion de proteina usando proteasas, seguido del proceso de separacion fisico o quimico
de los diferentes componentes celulares, utilizando una centrifuga. Seguida del proceso de
degradacion de ARN con ARNasa para evitar contaminacion, finalmente se debe cuantificar
utilizando un espectrofotometro.

Para optimizar la extraccion de ADN, el proceso debe realizarse a baja temperatura, lo que
se consigue manteniendo los recipientes utilizados en una bandeja con hielo (Cabria et al., 2009).
La baja temperatura ralentiza la actividad enzimadtica, evitando que las moléculas biologicas, como
el ADN, sean degradadas tras la ruptura de las membranas celulares que conlleva la liberacion de
los componentes subcelulares (Salazar et al., 2019). En este punto cabe recordar que los lisosomas
(en células animales) contienen enzimas que al ser liberadas provocan la degradacion de las

biomoléculas (Checa Rojas, 2017).

2.13.2 EVALUACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN EXTRAIDO.

La cuantificacion de ADN extraido es importante debido a que nos indica cual es la calidad
del producto obtenido, asimismo, nos informa la concentracion a la que se encuentra (DeNovix,
2021). A partir de dichos resultados podemos volver a extraer, si fuera necesario el caso, con
ciertas modificaciones, hasta obtener los resultados deseados dentro de los parametros de calidad
y concentracion los cuales se miden mediante la utilizacion de un espectrofotometro(New England

BiolLabs Inc., 2021). Todos los materiales y reactivos utilizados para la extraccion deben estar
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limpios y esterilizados ya que es un error frecuente que se suele cometer en el proceso de

extraccion de ADN.

La cuantificacion del ADN es un método preanalitico de gran importancia para muchos
métodos de andlisis de biologia molecular, e incluso puede determinar su éxito o fracaso de la
investigacion. También es una técnica rutinaria que inicia procedimientos para investigacion tales
como secuenciacion, reaccion en cadena de la polimerasa convencional o a tiempo real, clonacion
o transfeccion.

Relacion Asso/A2so: Las proteinas tienen una mayor absorcion a 280 nm que a 260 nm. La
relacion entre las absorbancias a 260 (A260) y 280 nm (A2g0) es ampliamente aceptada como un
método para evaluar la contaminacion con proteinas de una muestra de ADN purificado. La
relacion Azeo/A2go de una muestra que contiene ADN puro sin contaminacion por proteinas debe
estar entre 1,8 y 2,0, con valores por debajo de 1,8 indicando contaminaciéon por proteinas y
relaciones por encima de 2,0 indicando contaminacion por ARN. Una relacidn Azeo/A2s0 baja
también puede ser indicativa de la presencia de fenol, un aditivo usado en algunos métodos de
purificaciéon de ADN (DeNovix, 2021).

Las proteinas no son el inico contaminante posible en las muestras de ADN purificado.
Algunos contaminantes comunes causan un aumento relativo en la absorbancia a 230 nm en
comparacion con 260 nm, y por lo tanto la relacion Azeo/A230 también es util para evaluar la pureza
del ADN. La proporcion Aze/A230 del ADN puro es 1,8. Una proporcion menor indica
contaminacion por fenol, EDTA, tiocianato de guanidina, Triton X-100 o carbohidratos. La
contaminacion con proteinas también aumenta esta proporciéon, pero la proporcion
A260/A2g0 normalmente se prefiere como un indicador de contaminacion de proteinas, ya que no se

ve afectada por una gama tan amplia de posibles contaminantes (DeNovix, 2021).
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2.13.3 SINTESIS DE PRIMERS PARA LA REGION D-LOOP DEL ADNmt DE
Tremarctos ornatus

Los primers son secuencias cortas de moléculas de acidos nucleicos (entre 18 a 24 pares de
bases) que son utilizados para la amplificacion de un gen o un fragmento de ADN de interés,
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Riveroll, 2022). De tal forma que los cebadores
o primers, son uno de los principales ingredientes para una reaccion de PCR, y de ellos depende
la especificidad, porque al unirse complementariamente a las dos cadenas de ADN de la secuencia

molde, fijan por asi decirlo las coordenadas donde se llevara acabo la reaccion (Vera et al., 2012).

Para poder obtener un par de primers eficientes, se necesita un analisis cuidadoso de la
region de interés porque hay muchos factores, que pueden influir, por ejemplo, los primers podrian
ser complementarios entre ellos o formar estructuras secundarias, lo que podria resultar en obtener
amplificaciones de fragmentos no deseados fuera del blanco de la region de interés. Sin embargo,
gracias al disefo asistido por computadora, es relativamente facil poder obtener un par de buenos
primers. Reglas para el disefio de los primers: Caracter unico: Asegura que solo exista un sitio de
union al ADN molde, Tamafio: de 18 a 24 pares de base, Composicion de bases: %GC de 50-60
evita regiones ricas en (A+T) y (C+G), evitar tener mas de 3 bases GC en los extremos del primer,
Tm se prefieren valores entre 55 y 80 C, Asegurarse que no existe una diferencia de Tm mayor de
2 o 3 unidades entre ellos, Minimizar el efecto de las estructuras secundarias (Riveroll, 2022).

2.13.4 AMPLIFICACION DE LA REGION D-LOOP DEL ADNmt MEDIANTE PCR
CONVENCIONAL

La PCR esun método utilizadoen biologia molecular que permite obtener

un gran niumero de copias de un trozo de ADN a partir de una cantidad muy pequefia de esta
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biomolécula. El  método fue desarrollado  en la forma  que conocemos  por  los
bioquimicos Cary Banks Mullis y Michael Smith en los afos 90, quienes lo patentaron (Tamay de
Dios et al., 2013).

Para que pueda darse la PCR, el ADN molde es fundamental, se trata del fragmento de
ADN que queremos amplificar (Abm, 2022). Otro componente importante es el
Desoxirribonucleétidos-trifosfato, el ADN esta compuesto por 4 tipos de nucleoétidos, formados
por 4 bases nitrogenadas: adenina, guanina, citosina y timina (Salazar et al., 2019). Es de esperar,
entonces, que estos 4 desoxirribonucleotidos-trifosfato sean indispensables para poder obtener
nuevas moléculas de ADN, Los cebadores o primers son oligonucleo6tidos, secuencias cortas de
ADN, que se unen a la molécula de ADN molde y sirven como punto de inicio para comenzar la
sintesis de ADN (Abm, 2022). En la PCR necesitamos dos cebadores, cada uno complementario a
una cadena del ADN que buscamos amplificar. Estos oligonucledtidos determinan la region del
ADN a amplificar (Riveroll, 2022). En la PCR se pueden utilizar diferentes ADN polimerasas,
obtenidas de varios organismos. Sin embargo, la mas utilizada dada su efectividad, es la ADN
polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus, también llamada Polimerasa Taq. Esta polimerasa
es idonea para la PCR por su resistencia a las altas temperaturas que se utilizan en el proceso (Abm,
2022).

La PCR se compone de varios ciclos, cada ciclo comprende estas tres
etapas: desnaturalizacion, alineamiento y extension del ADN, se repiten sucesivamente, en cada
nuevo ciclo se amplifica simultdneamente la region de interés de las dos cadenas complementarias.
De este modo, si comenzamos con una unica molécula de ADN en la muestra, obtendremos 2 en
el primer ciclo, 4 en el segundo ciclo (Rios-sanchez et al., 2016). En la primera parte del ciclo de

una PCR, se desnaturalizan la molécula de ADN de la muestra. Esto significa que las dos cadenas
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que forman cada molécula se separan, dando lugar a dos moléculas de ADN monocatenario.
Normalmente, este primer paso se logra realizar mediante un aumento de temperatura de la
solucion (aproximadamente a 95°). El siguiente paso de un ciclo de la PCR implica la unién de los
cebadores al ADN blanco (Gémez Ochoa de Alda et al., 2019), en este paso, se disminuye la
temperatura de la solucion para favorecer la union de los cebadores al ADN monocatenario que
habiamos obtenido en el proceso anterior. Los cebadores se unen al ADN de forma especifica, asi

que solo se amplifica la region de interés (Salazar et al., 2019).

2.13.5 ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis es un método de separacion de biomoléculas como el ADN o ARN de
acuerdo a su tamafio, permitiendo ademas su aislamiento cortando la zona de interés (Salazar et al.,
2019). La electroforesis en acidos nucleicos es muy versatil, porque permite una observacion
directa de cada fragmento, separando directamente en el gel, ya que, su tincion mediante un
compuesto llamado bromuro de etidio, hace visible al ADN o ARN (fluoresce) mediante la emision
de luz ultravioleta (EDVOTEK, 2016). Cuando una corriente eléctrica se aplica sobre el gel de
agarosa, el ADN tiene una carga negativa y migra hacia el &nodo o polo positivo, (Montalvo
Navarro & Lugo Flores, 2019). La agarosa es un polimero lineal de galactosa y 3,6-
anhidrogalactosa (Salazar et al., 2019).

La electroforesis en gel de agarosa, es una técnica muy utilizada para separar moléculas o
fragmentos de moléculas de 4cidos nucleicos (EDVOTEK, 2016). Los materiales mas comunes
para separar moléculas de dcidos nucleicos son polimeros como la poliacrilamida o la agarosa
(Salazar et al., 2019). Estos geles se colocan en la cubeta de electroforesis, sumergidos en un

tampon de pH alrededor de 8. De esta forma, las moléculas de ADN o ARN sometidas a
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electroforesis se desplazaran al polo positivo ya que a pH superiores a 5 poseen carga negativa
(EDVOTEK, 2016). Los geles se comportan como un tamiz molecular y permiten separar
moléculas cargadas en funcidn de su tamafio y forma (Padilla et al., 2011). Asi, moléculas de ADN
de diferente tamano, van a emigrar de forma distinta en un gel de electroforesis (Contreras et al.,
1993). La distancia recorrida por cada fragmento de ADN va a ser inversamente proporcional al
logaritmo de su peso molecular (EDVOTEK, 2016). Es importante la utilizacion de marcadores
de tamafo conocido porque nos permitiran calcular los pesos moleculares de las muestras de ADN
problema (Salazar et al., 2019). En el caso de los geles de agarosa, se le anade bromuro de etidio,
sustancia que se intercala entre las bases del ADN y es fluorescente cuando se ilumina con luz
ultravioleta (Padilla et al., 2011). Tras la electroforesis, se visualiza el gel con una ldmpara de luz
UV, y se veran las bandas correspondientes a las muestras de ADN aplicado y los marcadores de

peso molecular (EDVOTEK, 2016).

2.13.6 SECUENCIAMIENTO DE LA REGION D-LOOP DEL ADNmt MEDIANTE
METODO SANGER

Se trata de una técnica desarrollada por el bioquimico britdnico Frederick Sanger y sus
colegas en 1977. La secuenciacion de ADN es el proceso que determina la secuencia de bases de
los nucleotidos (As, Ts, Cs y Gs) de un fragmento de ADN. Secuenciaciéon de Sanger conocido
como método por terminacion de cadena, se secuencian regiones de ADN de hasta 900 pares de
bases. La secuenciacion de Sanger consiste en hacer muchas copias de una region blanco de ADN.
Sus ingredientes son similares a los necesarios para la replicacion del ADN en un organismo o
para la reaccion en cadena de la polimerasa, que copia el ADN in vitro (Salazar et al., 2019). Los
ingredientes son: Una enzima ADN polimerasa, Un cebador, que es un fragmento pequefio de

ADN monocatenario que se une al molde de ADN y actia como un "iniciador" de la polimerasa,
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los cuatro nucleotidos del ADN (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), contiene un ingrediente unico:
Versiones didesoxi, o terminadores de la cadena, marcado con pigmentos de color diferente

(Frederick Sanger, 1988).

M¢étodo de secuenciacion de Sanger: La muestra de ADN que se secuenciara se combina
en un tubo con el cebador, la ADN polimerasa y los nucleétidos del ADN (dATP, dTTP, dGTP y
dCTP). También se afiaden los cuatro nucleotidos didesoxi terminadores de la cadena, marcados
con su pigmento, pero en cantidades mucho mas pequeiias que los nucle6tidos normales. Primero
se calienta la mezcla para desnaturalizar el molde de ADN (separar las cadenas) y luego se enfria
para que el cebador pueda unirse al molde de cadena sencilla. Una vez que se ha unido el cebador,
se eleva la temperatura para que la ADN polimerasa pueda sintetizar ADN nuevo a partir del
cebador. La ADN polimerasa anadird nucledtidos a la cadena hasta que aleatoriamente agregue un
nucledtido didesoxi en lugar de uno normal (F Sanger & Nicklen, 1977).

Cuando la reaccion termina, los fragmentos se hacen pasar a través de un tubo largo y
delgado que contiene gel. Los fragmentos cortos se mueven rapidamente a través de los poros del
gel, mientras que los fragmentos largos se mueven més lentamente, un laser lo ilumina y permite
la deteccion del pigmento asociado. De esta manera, se puede reconstruir nucleotido por nucleétido
la secuencia del fragmento de ADN original a partir de los colores de los pigmentos registrados

uno tras otro por el detector (Frederick Sanger, 1988).
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Figura 8

Proceso de secuenciacion sanger

Fuente: obtenido de "Secuenciacion de Sanger", de Estevezj (CC BY-SA4 3.0-2023).

2.13.7 ANALISIS BIOINFOMATICO DE LA SECUENCIACION SANGER

La bioinformatica tiene un papel central en muchas areas de la investigacion en biologia,
como en gendmica, especificamente secuenciacion de genomas, mapeo, anotacion y comparacion
de genomas, asi como, forma parte de los estudios de evolucion y filogenia (Vera et al., 2012).

El andlisis de secuencias incluye busqueda en las bases de datos, alineamiento de
secuencias, descubrimiento de motivos y patrones en proteinas, prediccion de genes y regiones
promotoras, regulacion, reconstruccion de relaciones evolutivas, ensamblaje de genomas y su
comparacion. Es por ello que existen diversas bases de datos biologicas y programas
bioinformaticos que permiten buscar, visualizar, editar y analizar secuencias de nucle6tidos
(Portillo et al., 2022).

Siendo GenBank una base de datos publica de secuencias de nucledtidos, bibliografia de
apoyo y anotacion biologica y a partir de 1992 es mantenida por el National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (Pinz6n, 2007).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3 AREA DE ESTUDIO

3.1.1 UBICACION POLITICA

Las Areas Naturales protegidas Parque Nacional del Manu y Santuario Historico de
Machupicchu, se ubican en los departamentos de Cusco y Madre de Dios. El Santuario Historico
de Machu Picchu se ubica en la provincia de Urubamba del departamento de Cusco, mientras que
el Parque Nacional del Manu estd ubicado parcialmente en los departamentos de Madre de

Dios y Cusco, entre las provincias del Manu y Paucartambo.

3.1.2 UBICACION GEOGRAFICA

La presente investigacion se desarrollo en el corredor Biologico de Vilcabamba — Ambord
ubicado en el sur este del Peri, el Parque Nacional del Manu es un espacio natural
protegido localizado en el sureste del Perli, se encuentra en la margen derecha de la cordillera
Vilcanota con un area de 1 909 806 ha, se divide en 3 grandes zonas: el Parque Nacional, el area
reservada y la zona de amortiguamiento, mientras que el Santuario Histérico de Machupicchu
comprende un extenso paisaje cultural y natural localizado en diversos ecosistemas, en el que
también existen otros sitios arqueologicos conectados por caminos que conducen a la ciudad inca,
se encuentra en la cordillera de Urubamba, las dos ANPs estan separados por barreras naturales

como el Rio Paucartambo y rio Urubamba.
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3.1.3 RUTAS DE ACCESO

La ruta I mas accesible via terrestre al Parque Nacional del Manu es siguiendo la ruta Cusco
— Paucartambo - Acjanaco - Tres Cruces, mientras la Ruta II corresponde a Cusco-Atalaya - Santa
Cruz — Pusharo es para dirigirse hasta los puestos de control al interior del Parque.

La ruta de acceso al Santuario Historico de Machupicchu via linea férrea: Cusco —
Ollantaytambo — Aguas Calientes el pueblo mas cercano a Machu Picchu, por ello también es
conocido como Machu Picchu Pueblo. Existen otras rutas alternas para poder llegar al Santuario
Histérico de Machupicchu via terrestre: Cusco — Santa Maria — Santa Teresa — Hidroeléctrica —
Aguas Calientes, otra de las rutas alternas es el camino inca: Cusco — Ollantaytambo — Km 82

— Camino Inca — Llaqta Inca de Machupicchu.
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Figura 9
Mapa del area de estudio

En el mapa se observa el Corredor Biologico Vilcabamba — Amboro, parte Peruana, donde se
observa las dos Areas Naturales Protegidas en la parte central, Tomada de (Figueroa &

Stucchi, 2013).
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3.2 MATERIALES

3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material biologico esta conformado por el pelo del oso andino, colectados mediante
técnicas de muestreo no invasivas, en las dos areas naturales protegidas, dicha colecta se desarrolld
dentro del PNM y SHM. Las muestras fueron debidamente codificados y rotulados (codigo de la

muestra, lugar de procedencia, coordenadas UTM, tipo de muestras, fecha de colecta, colector).

3.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO.
3.2.2.1 EQUIPOS.

o Termoblock marca Thermo Scientific modelo digital Shaing Drybath.

o Destilador de agua marca GFL modelo gel 2004

o Centrifuga marca Thermo Scientific modelo micro CI17

o Ultra congeladora eléctrica vertical de -86° marca Thermo Scientific modelo
UXF40086D

. Ultra congeladora eléctrica vertical de -30°% marca Thermo Scientific modelo
REVCO

. Incubadora convencional marca Memmert modelo IF55

. Campana de Extracciéon Metélica marca BIOBASE modelo FH1500
. Cubeta Horizontal De Electroforesis

. Cuantificador de ADN (espectrofotometro Marca Denovix ds-11).

. Autoclave marca BENCHMARK modelo BIOCLAVE B4000 16L.
o Balanza de precision, marca A&D, modelo FX 500i.

o Vortex mixer marca Thermo Scientific modelo LP mixer

o Microscopio marca CARL ZEISS modelo PRIMOTECH D/A.
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o Cabina de trabajo HEPA-UV3 PCR Marca UVP Modelo Workstation.
. Microcentrifuga de PCR Marca VWR Modelo SPINNER
o Termociclador BioSystems Modelo ProFlex PCR System
o Vortex Marca Thermo Scientific Modelo LP Mixer
o Cémara electroforética Marca Bio Rad Modelo Sub-CellGT
o Plancha De Calentamiento Con Agitacion Marca Thermo Scientific Modelo SP
131635.
. Balanza De Precision, Marca A&D, Modelo FX 500i.
o Cabina De Seguridad Biologica Clase Il Tipo A2 Thermo Scientific Serie 1300.
. Foto-documentador (Trans-iliminador Marca Vilber Modelo Ecx-726-Mx).
o Laptop Lenovo i5 RAM 16GB, almacenamiento de 1TB.
o Disco externo de 1 TB marca Toshiba.
3.2.2.2 REACTIVOS
e Alcohol etanol de 70%
¢ Alcohol etanol de 90%
e Agua destilada
e Buffer TE 1X (Tris-EDTA)
e AguaDe PCR
e Master Mix (Abm 2X PCR Taq MasterMix cat# G013)
e Agarosa
e Buffer TE 1X
e Ladder 5000bp (Marcador De Peso Molecular)

e Buffer De Carga (Azul De Bromofenol).
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e Bromuro De Etidio
3.2.2.3 CONSUMIBLES Y FUNGIBLES
e Pinzas de diseccion del tipo E (para cubreobjetos y membranas)
e Bisturi médico clasico
e Tubos Eppendorf de 1,5 mL
e Columna de Purificacion de ADN
e Tubo de recoleccion
e Papel de aluminio
e Tijeras
e Papel toalla
¢ Guantes de nitrilo
e Barbijo KNO95
e Tips De 0,2-2uL
e Tips De 0,5ul- 10uL
e Tips De 20ul- 200puL.
e Tips De 100ul- 1000pnL
e Strip Tubo De PCR (Tubo Eppendorf De 0,2 mL)
e Tubo Eppefndorf De 1,5 mL
e Guantes De Nitrilo
e Barbijo NK95
e Racks (soporte de laboratorio para microtubos)
e Agitador Magnético (Magneto)
e Aspirador De Pipeta
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e Peine De Electroforesis

e Pipetas De 0,2-2uL

e Pipeta De 2 pul-20puL

e Pipeta De 0,5ul- 10uL

e Pipeta De 20ul- 200uL

e Pipeta De 100ul- 1000uL

e Envase Para descarte de puntas
3.2.2.4 MATERIALES DE VIDRIO

e Matraz Erlenmeyer de 100 mL

e Pipeta De Vidrio ImL
3.2.2.5 PROGRAMAS BIOINFORMATICOS

e Software MEGA-X version 6

e Software Chromas version 2.6.6

e (Cap3 version 2009

e GenBank version 2022

e Software ClustalX version 2.1-win

e Software Aliview.exe version 3.0 (GPLv3)

e DnaSP version 6.5

e Software Arlequin version 3.5.2.2

e Dambe.exe version 7.0

e Popart version 1.7



3.2.2.6 KIT DE EXTRACCION DE ADNmt Y PRIMERS.
e Monarch® Genomic DNA Purification Kit de New England Biolabs.
e Primers: TORmt2F y TORmt2R: Fuente Bruque (2016)

3.2.3 MATERIALES DE CAMPO

Los materiales utilizados son:

. GPS marca Garmin S.64

. Céamara trampa marca Bushnell

. Trampas pelos

o Cebos atrayentes (esencia de mora, esencia de vainilla, esencia de anis)
. Alicate

. Clavos en U

° Martillo

o Alambre de puas

. Cuaderno de campo

o Lapiz

. Guantes de nitrilo

o Pinzas estériles.

. Cinta métrica.

. Camara fotografica Marca Canon modelo EOS Rebel.
o Carpa, matra, sleeping, bolsas herméticas, etc.
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FLUJOGRAMA PARA EL ESTUDIO DE DIVERSIDAD GENETICA DEL OSO ANDINO

Colecta de muestras Procesamiento de muestras
biologicas no invasivas Biologicas
|
| |
Extraccion cle ADN total
Instalacion de
camaras trampa y Cuantificacion y pureza de ADN total extraido
— tramas pelo dentro
del SHM —
, Amplificacion del ADNmt regian HVII D-LOOP
Manitoreo de ‘//
camaras trampa y Electroforesis

trampas pelo en el

SHM A .
Secuenciamiento en Corea del Sur por método
Colecta directa de Sanger
| muestras dentro
del PNM
Analisis Bioinformatico de los resultados de secuenciacion

Disefio de instrumentos de investigacién en campo
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3.3 METODOLOGIA

La presente investigacion es de tipo experimental, nivel de investigacion aplicada, enfoque
de la investigacion descriptivo y analitico, el disefio de la investigacion consta de dos etapas bien
definidas, la primera etapa consistio en la colecta de muestras en campo y la segunda etapa trabajo

de laboratorio y gabinete.

3.3.1 TRABAJO DE CAMPO
El trabajo de campo comprendid dos etapas entre los que se encuentran:

3.3.1.1 INSTALACION DE TRAMPAS PELO Y CAMARAS TRAMPA.

Con la debida autorizacién de parte de la Direccion General de Areas Naturales Protegidas
(DGANP), se viajo al area de estudio, para el reconocimiento e identificacion de los senderos del
oso andino, asi como los lugares donde frecuenta el oso andino dentro del Santuario Historico de
Machupicchu. Una vez identificado los sitios posibles, se instalaron las camaras trampa de la marca
Buschnell y trampas pelo de elaboracion propia. Los sitios escogidos comprenden lugares que ya
fueron monitoreados con camaras trampa y/o se conoce la presencia de oso andino, asimismo, se
contd con la ayuda de especialistas que trabajan dentro de SERNANP Machupicchu y
guardaparques.

La instalacion de las 10 cdmaras trampa y 10 trampas pelo dentro del Santuario Historico
de Machupichu, se ejecutd con la autorizacion del Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas
(SERNANP MACHUPICCHU), mediante la carta de ingreso N.° 123-2018-SERNANP-SHM/J

(anexo 14).
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Figura 10

Trampa pelo al inicio de la investigacion

La Trampa pelo, se instalo alrededor de un arbol marcado por el oso andino para dejar su marcaje

en el sector de Ahobamba dentro del Santuario Historico de Machupicchu.

Procedimiento para la instalacion y modificacion de trampas de pelo con camara trampa:
e Identificacion del area de estudio: Se selecciond el area de estudio donde se realizo la
captura de muestras de pelo de fauna silvestre, especialmente del oso andino.
e Evaluacion de la topologia del terreno: Se realiz6 una evaluacion detallada de la
topologia del terreno para determinar las ubicaciones Optimas para la instalacion de

trampas de pelo.
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Disefio inicial de las trampas de pelo: Basado en el disefio estandar de la "trampa de
pelo", se planificd un corral de aproximadamente 4m? (2x2 metros) con dos lineas de
alambre de puas, segun lo descrito por Molina (2015).

Modificacion de las trampas de pelo: Se adapto las trampas de pelo segln las topologias
encontradas en el campo considerando la disposicion de las lineas de alambre de puas y
la ubicacién de los arboles cercanos para evitar su corte.

Instalacion de las trampas de pelo modificadas: Colocar las trampas de pelo modificadas
en los senderos por donde el oso andino se desplaza con mayor frecuencia. Ajustar la
altura del alambre de puas a 0,5 metros y 1 metro del suelo, respectivamente, de acuerdo
con la topologia del lugar y la disponibilidad de arboles.

Preparacion del cebo atrayente: Se rocid los arboles adyacentes con esencias de
diferentes sabores, como esencia de mora, esencia de vainilla y esencia de anis, para
utilizarlos como cebo atrayente para el oso andino.

Instalacion de la camara trampa: Se coloco la camara trampa en un punto estratégico que
permitié obtener un panorama amplio del area donde se ubicod la trampa de pelo
modificada. Esto facilit6 la identificacion de la procedencia de las muestras y la posible
identificacion de los o0sos.

Monitoreo y recoleccion de muestras: Se realizd un monitoreo regular de las trampas de
pelo modificadas y la cAmara trampa. Luego se recolecto las muestras de pelo capturadas
y se registro cualquier actividad de los osos o de otras especies.

Registro de resultados: Se registro los resultados obtenidos durante el proceso de captura
y andlisis de muestras, incluyendo la ubicacion de las trampas, las especies identificadas

y cualquier otra observacion relevante.
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e Evaluacion y ajuste: Se evalu¢ la efectividad del método de captura y se realizé ajustes
necesarios en el disefio o la ubicacion de las trampas para optimizar su eficacia en futuras
investigaciones sobre el 0so andino y otras especies de fauna silvestre.

Figura 11
Trampa pelo adaptada a la geografia del lugar

Se observa la Trampa pelo modificada, que fue instalada en el sendero del oso andino en el
sector de Mandor dentro del Santuario Historico de Machupicchu.
Protocolo de colecta dentro del Santuario Historico de Machupicchu:
e Se retird la memoria de 32 GB de la camara trampa.
e Se coloco la memoria de 32GB en otro dispositivo donde sea posible la verificacion
de las imagenes tomadas.
e Luego se verifico las imagenes que muestran fotos de o0so, si hubiese presencia, se

anoto el punto exacto por donde pas6 el oso andino por el alambre.
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Se uso6 guantes de nitrilo estériles para evitar contaminar las muestras.
Seguidamente se recogio las muestras con pinzas estériles los pelos.

Se coloco en sobres de papel estéril los pelos.

Se etiqueto los sobres de papel con datos de lugar y fecha de colecta, asi como el
nombre del recolector.

Finalmente, los sobres de papel, se guard6 en bolsas Ziplock con sello hermético.

Se traslad6 y almacend a -80°C en el laboratorio hasta su procesamiento.

Procedimiento para la colecta de muestras de pelo del oso andino dentro del Parque Nacional de

Manu:

Planificacion del recorrido: Se establecio el recorrido desde el puesto de control
Acjanaco hasta el Puesto de control Kurkurpampa, con una distancia aproximada
de 85 km dentro del Parque Nacional del Manu.

Identificacion de areas de interés: Se identifico las areas dentro del recorrido donde
se sospeche la presencia del oso andino, especialmente senderos frecuentados y
lugares con indicios indirectos como comederos y senderos.

Inicio de la colecta: Se inici6 la colecta de muestras de pelo del oso andino desde el
puesto de control Acjanaco, siguiendo el recorrido planificado.

Revision de indicios indirectos: Durante el recorrido, se revisdé los indicios
indirectos de la presencia del oso andino, tales como comederos, senderos y otros

signos caracteristicos de su actividad.
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e Colecta de pelos caidos: Al encontrar indicios de la presencia del oso andino, se
realizd la colecta de pelos caidos que puedan encontrarse en el entorno,
especialmente en areas donde se rosan con bromelias, arboles u otros elementos.

e Me¢todos de colecta: Se utilizo técnicas adecuadas para la recoleccion de pelos,
como el uso de pinzas estériles y guantes de nitrilo, para evitar la contaminacion de
las muestras.

e Almacenamiento de las muestras: Se almacen6 las muestras de pelos recolectados
en recipientes adecuados y debidamente etiquetados, asegurando su integridad para
su posterior analisis en laboratorio.

e Registro de datos: Se registr6 la ubicacion exacta de cada muestra recolectada, asi
como cualquier informacion relevante sobre el entorno y las condiciones en las que
se encontro.

e Finalizacion del recorrido: Se continu6 con la colecta de muestras a lo largo del
recorrido hasta llegar al Puesto de control Kurkurpampa.

e Transporte de las muestras: Una vez finalizada la colecta, se transport6 las muestras
de manera segura hasta el laboratorio.

3.3.1.2 MONITOREO DE LAS TRAMPAS PELO

El monitoreo de las trampas pelo y camaras trampa, se realizé durante todo un afio al interior
del Santuario Histérico de Machupicchu (setiembre del 2018 a diciembre del 2019), en cada
entrada se verificd la presencia de pelo de oso, asi como se renovaron las pilas AA de las camaras

trampa para que siguiera tomando fotografias.
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3.3.2 TRABAJO DE LABORATORIO
3.3.2.1 EXTRACCION DE ADN TOTAL

En el proceso de extraccion de ADNtotal se implemento pasos previos para optimizar dicho
proceso, posterior a ello se siguio el protocolo que recomienda la compania fabricante del Kit de
extraccion de ADNtotal. Para el procedimeinto se utilizaron 10 muestras (pelos de oso andino en

numero variable) colectados de manera no invasiva en las ANPs en estudio.

Lavado Inicial:

a. Se Coloco las muestras en tubos eppendorf de 1 ml

b. Se lavo las muestras tres veces con agua destilada. Para cada lavado, se agrego6 suficiente
agua destilada para cubrir las muestras, se mezcl6 suavemente.

c. Se descarto6 el agua destilada después de cada lavado.

Lavado con alcohol

Después del tercer lavado con agua destilada, se agrego suficiente alcohol al 70% para cubrir

las muestras, se mezcld suavemente y descarto el alcohol después del lavado.

Segundo lavado con agua destilada

a. Se lavo las muestras una vez mas con agua destilada como se describi6 en el paso 1.

b. Se descart6 el agua destilada después del lavado.

Incubacion de las muestras

a. Después del ultimo lavado, se resuspendi6 las muestras en 1 ml de buffer TE (tris EDTA).

b. Se incubd las muestras lavadas durante 72 horas a 37 °C para permitir la interaccioén con el
buffer.

Centrifugacion y extraccion del sobrenadante.

a. Después de la incubacion, se centrifug6 las muestras a 1200 g durante 3 minutos.
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b. Con mucho cuidado, se extrajo 400 ul de sobrenadante de cada muestra utilizando una pipeta

y se transfirié a nuevos tubos limpios de centrifugacion.

c. Los tubos con el sobrenadante extraido estan listos para el proceso de extraccion de ADN.

En todo el proceso se mantuvo un ambiente estéril y limpio para evitar contaminaciones

cruzadas. Asegurandose de etiquetar correctamente todos los tubos y mantener un registro claro de

las muestras y los pasos realizados.

Del siguiente procedimiento en adelante la extraccion siguid el protocolo de Monarch ®Kit

Purificacion de ADN con modificaciones:

1. Preparacion de las Muestras:

a)
b)

¢)

Se colocd 400 pl de cada muestra en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
Se afiadid 3 pl de proteinasa K y 200 pl de tampdn de lisis de tejidos a cada
muestra.

Las muestras se mezclaron en vortex durante 10 segundos para homogenizar.

2. Incubacion y Centrifugacion:

a)

b)

¢)

Las muestras se incubaron a 56 °C en un mezclador térmico a 1400 rpm durante 2
horas (se modifico de 50 minutos a 2 horas).

Después de la incubacion, se centrifugd cada muestra durante 3 minutos a
velocidad maxima (12,000 G).

Se transfiri6 el sobrenadante (400 pl) a un nuevo tubo Eppendorf limpio.

3. Tratamiento con RNasa A:

a)
b)

¢)

Se afiadieron 3 pl de RNasa A al lisado en el nuevo tubo.
Se mezcl6 en vortex durante 20 s (se modifico de 10 a 20 segundos).
Se incub6 a 56 °C con agitacion a 1400 rpm durante 30 minutos (se modificd de

15 a 30 min).
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4. Purificacion del ADN:

a)
b)

¢)

d)

Se afiadieron 400 ul de tampon de union de ADN a la muestra.

Se vortexed durante 15 segundos.

Se transfirié 600 pl de la mezcla del lisado a una columna de purificacion de ADN
en un tubo de recoleccion, evitando tocar la parte superior de la columna y sin
transferir espuma.

Se centrifugd durante 3 minutos a 1000 G y luego durante 1 minuto a velocidad

maxima (12,000 G). Se desecho el flujo y el tubo de recoleccion.

5. Lavado de la Columna:

a)
b)

¢)

d)

Se transfirié la columna a un nuevo tubo de recoleccion.

Se afiadié 500 pl de tampodn de lavado de ADN a la columna.

Se cerrd la tapa y se agito varias veces para que el tampon de lavado llegara a la
tapa.

Se centrifugd inmediatamente durante 1 minuto a velocidad méaxima (12,000 G) y

se desecho el flujo.

6. Segundo Lavado de la Columna:

a)

Se repitieron los pasos de lavado (5a-5d) una vez mas.

7. Elucion del ADN:

a)

b)

d)

Se colocd la columna de purificacion de ADN en un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml.

Se afiadio 50 ul de tampon de elucion de ADN precalentado (56 °C).

Se cerrd la tapa y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Se centrifugd durante 1 minuto a velocidad maxima (12,000 G) para la elucion del

ADN.
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3.3.2.2 MEDICION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL ADN EXTRAIDO
Este procedimiento describe como medir la concentracion y pureza del ADN total extraido
utilizando un espectrofotdmetro marca Denovix DS11.

Procedimiento:

Medicion del Blanco:

a) Se pipeted 2 puL de solucion (buffer de elucion o agua de PCR) sobre la superficie inferior
del espectrofotometro.
b) Se bajo el brazo superior y se presion6 el boton "Blanco" (Black).

¢) Se retir6 la solucién de ambas superficies con un paio de laboratorio limpio y seco.

Medicion de la Muestra de ADN:

a) Se pipeted 1 pL de la muestra de ADN sobre la superficie inferior del espectrofotometro.
b) Se bajo el brazo superior y se presion6 el boton "Measure".

¢) Se esper6 unos segundos para que el espectrofotometro realizara la medicion.

Interpretacion de los Resultados:

a) Los resultados de la calidad del ADN estuvieron disponibles en la pantalla del
espectrofotometro.

b) Se tomaron notas de los valores obtenidos para su analisis posterior
Los valores 260/280 generalmente son aceptados ~ 1,8 y 1,9 para ADN (DeNovix, 2021).

Los valores de 260/230 para los 4cidos nucleicos suelen oscilar entre 1,8 y 2,2 (DeNovix,

2021).
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3.3.2.3 OBTENCION DE LOS PRIMERS PARA LA AMPLIFICACION DEL ADNmt.

Para la obtencion de los primers se siguio el siguiente procedimiento:

Identificacion de los Primers:

a. Se Obtuvo la secuencia de los primers TORmt2F y TORmt2R reportados por (Bruque, 2016).

Solicitud de Sintesis de Primers:

a. Se envi6 la secuencia de los primers a la compania Macrogen en Corea del Sur para su
sintesis.

b. Se Proporcion6 informacion necesaria para la sintesis, como la secuencia de los primers y
las especificaciones requeridas.

Recepcion de los Primers Sintetizados:

a. Los primers sintetizados llegaron al laboratorio de Genética Molecular de la escuela

profesional de Biologia — UNSAAC liofilizados en tubos individuales.

Resuspension de los Primers:

a. Se prepar6 agua de PCR o se utiliz6 agua estéril y libre de nucleasas.

b. Se resuspendieron los primers liofilizados en agua de PCR o en agua estéril de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

c. Para poder suspenderlos, se centrifugd a 1000 RPM durante 20 segundos. Posteriormente, se

agregaron 100 pl de agua libre de nucleasas, se dejo reposar por 2 minutos a temperatura

ambiente y finalmente se agitdé durante 20 segundos en vortex. A partir de este proceso, se

realizaron diluciones a 10 pM para el proceso de amplificacion del ADNmt.
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Tabla 1

Secuencia de Primers utilizados en la Investigacion

Nombre Secuencia (5'-3") Tm %GC Longitud (pb)
TORmt2F TAGCTCCACCATCAACACCC 59,38 55 20
TORmt2R ACTGCGACGAGACCTTTACG 60,11 55 20

En la tabla se observa los cebadores, ambos tienen 20 pares de bases de longitud, con un 55% de
proporcion G=C, lo que le confiere mayor estabilidad y una temperatura de desnaturalizacion

proximo a 60°C.

3.3.24 AMPLIFICACION DE LA REGION D-LOOP DEL ADNmt MEDIANTE PCR
CONVENCIONAL
La amplificacion de la region HVII del D-loop del ADN mitocondrial extraido de las
muestras de pelo de oso andino, se realiz6é por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR convencional), para ello se siguid el siguiente protocolo:

Preparacion de la Mezcla de Reaccion:

a. La preparacion de la mezcla siguid las instrucciones de la tabla 2, luego se mezcld
suavemente los componentes mediante pipeteo y brevemente se centrifugd el tubo para
asegurar una homogeneizacion adecuada.

Configuracion del Termociclador:

a. Se configur6 las condiciones de amplificacion de acuerdo con lo siguiente:

Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 10 minutos

Ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion: 35 ciclos a 94°C durante 50 segundos cada ciclo

Alineamiento: 68°C durante 50 segundos

Extension: 72°C durante 50 segundos

Extension final: 72°C durante 2 minutos
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Ejecucion de la PCR:

a. Se distribuy6 la mezcla de reaccion en los pocillos de la placa de PCR.

b. Se coloco la placa en el termociclador y se cerrd la tapa.

c. Se inici6 el programa de amplificacion y se siguieron las instrucciones del termociclador

para completar el proceso.

d. El volumen final de la reaccion fue de 50 pl.

Tabla 2

Reactivos utilizados en la amplificacion de la region D-loop del ADNmt del oso andino

Reactivos Volumen Concentracion
ADNmt 2ul -
Primers
TORME2F 1 ul 10 uM
Primers
TORMER lul 10 uM
Master Mix 25ul 1X
Agua de PCR 21 ul -
Volumen final 50 ul

Se observa los reactivos utilizados en el proceso de amplificacion del ADNmt, asi como su volumen

Yy concentracion.

3.3.25 ELECTROFORESIS DE LOS AMPLICONES EN GEL DE AGAROSA
El producto de la amplificacion fue evaluado mediante electroforesis para verificar la

correcta aplicacion de la region deseada.

Procedimiento de Electroforesis en Gel de Agarosa
Preparacion del Gel de Agarosa:

a. Se pesaron 1,8 gramos de agarosa en una balanza analitica y se vertieron en un matraz.

b. Se afiadieron 100 mL de buffer TAE 1X al matraz que contenia la agarosa.
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c. Se fundi6 la agarosa utilizando una plancha de calentamiento con agitacion constante hasta
obtener una solucién homogénea y transparente.

d. Se dejo enfriar la solucion fundida hasta alcanzar una temperatura entre 50°C y 60°C.

e. Se vertio la solucion de agarosa en la cubeta de electroforesis y se coloco el peine para
formar los pocillos.

f. Se permitid que la agarosa se enfriara y polimerizara completamente en la cubeta.

Montaje y Carga del Gel:

a. Se coloco la cubeta de electroforesis con el gel polimerizado en la camara de electroforesis.
b. Se afiadi6 buffer de electroforesis (TAE 1X) en la cdmara hasta cubrir el gel con el buffer

una capa de 0,5 a 1 cm de altura.

Carga de Muestras:

a. En el primer pocillo de la cubeta, se cargaron 15 pl de un marcador de peso molecular
(ladder) con un rango conocido de 50 a 1500 pares de bases.
b. En los siguientes pocillos, se cargaron las muestras mezclando 3 pl de azul de bromofenol

con 12 pl del producto de PCR amplificado.

Electroforesis:

- Se tap6 la camara de electroforesis y se configurd la fuente de alimentacion a 80 voltios

durante 50 minutos para la corrida.

Tincion y Visualizacion del Gel:

a. Al finalizar la electroforesis, se retird cuidadosamente el gel de la cubeta.

b. Se incubd el gel en una solucién de bromuro de etidio 1 pg/ml a temperatura ambiente
dentro de una cabina de bioseguridad tipo II durante 20 minutos.

c. Se transfirio el gel tefiido al Trans-iluminador Marca Vilber Modelo Ecx-726-Mx
asegurandose de manipularlo con precaucion para evitar daios.

d. Se analizaron y capturaron imagenes de las bandas de ADN utilizando radiaciéon UV en el

transiluminador.
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Este procedimiento detallado cubrid desde la preparacion del gel de agarosa hasta la
visualizacion de las bandas de ADN amplificado utilizando bromuro de etidio y un foto-

documentador.

Figura 12

Electroforesis con las muestras cargadas

En la imagen se observa la cubeta junto al gel de agarosa debidamente cargada con las muestras
en cada pocillo y los cantos el marcador de peso molecular.

3.3.2.6 PREPARACION Y ENVIO DE AMPLICONES PARA SU SECUENCIACION

a. Los productos de amplificacion se enviaron a Corea del Sur, a la empresa Macrogen, para
la secuenciacion.

b. Se envio 30 pl de cada producto de PCR con concentraciones entre 30-40 ng/ul. Se
realizaron diluciones segin sea necesario para cumplir con las especificaciones de la
empresa.

c. En total, se enviaron 10 muestras de ADN amplificado de la region HVII del D-LOOP del
ADNmt, las cuales fueron secuenciadas en ambas direcciones (forward y reverse).

d. Se enviaron los primers TORmt2F y TORmt2R, cada uno a una concentracion de 10 pM y
un volumen de 7 ul por muestra.

e. Losamplicones se diluyeron utilizando agua de PCR para ajustar las concentraciones dentro

del rango solicitado por la empresa (30-40 ng/pl).
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Este procedimiento detalla el envio y la preparacion de muestras para secuenciacion de
productos de PCR, asegurando que todas las especificaciones de concentracion y preparacion de

reactivos fueron cumplidas antes del envio a Macrogen.

3.3.3 ANALISIS DE DATOS DE SECUENCIACION SANGER

Este procedimiento detalla paso a paso el andlisis de las secuencias obtenidas del
secuenciamiento, desde la recepcion de los datos crudos hasta la confirmacion de la identidad de

las secuencias consenso y el andlisis de su alineamiento.

a) Recepcion, Verificacion y Correccion de Data Cruda

Este procedimiento detalla el proceso de verificacion y correccion de secuencias utilizando
el software Chromas, de tal forma que se asegura la precision y fiabilidad de las secuencias

analizadas antes de realizar cualquier interpretacion de los datos secuenciados

- La data cruda del secuenciamiento fue recibida en varios formatos (fasta, phd, abl, pdf,
file).

- Los electroferogramas fueron visualizados utilizando el software Chromas de manera
independiente para revisar la calidad de las secuencias. Se verificé que los picos del
electroferograma correspondieran a los nucleotidos correctos y estuvieran en la posicion
adecuada.

- Ambas secuencias forward y reverse fueron abiertas en el software Chromas, cada una
en ventanas paralelas.

- Para la secuencia reverse, se ejecutd la reversa complementaria navegando a "Edit —
Reverse + Complement" en el menu del software Chromas.

- Las secuencias fueron revisadas visualmente para asegurarse de su exactitud.

- Se utilizo la funcidon de busqueda del software Chromas para corroborar secuencias

sospechosas. En caso de que hubiera una base distinta en alguna de las secuencias, se
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b)

d)

fue al comando "Find" e introdujo una secuencia de 5 a 10 bases adyacentes a la base
sospechosa en la ventana de busqueda.
Se hizo clic en "Find First" para localizar la secuencia buscada y verificar su posicion y
exactitud.
En caso de identificar algin error, se procedid a corregirlo segun fuera necesario en el
software Chromas.
Cualquier correccion realizada durante la verificacion de las secuencias fue
documentada en un registro detallado.

Exportacion de Secuencias

- Lasecuencia forward se export6 en formato fasta utilizando un block de notas.

- Lasecuencia reverse se complementod reversamente antes de exportarla en formato fasta
al mismo block de notas

- El bloc de notas se guard6 con el codigo de la muestra

Obtencion de Secuencia Consenso

Se utilizé el Software Cap3 (Sequence Assembly Program) para obtener la secuencia

consenso, se cargd ambas secuencias (F y R) en formato fasta al programa Cap3.

Se ejecutd la opcidon "submit", seguida por la opcidon "contigs" para obtener la secuencia

consenso.

La secuencia consenso se copio en formato fasta en un block de notas y se guardd con el

nombre de la muestra.

Confirmacion de Identidad de Secuencias Consenso

Se realiz6 una busqueda en la pagina web de NCBI la herramienta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool).

Se utilizo la opcidn Blastn con la base de datos estandar para comparar las secuencias con

la region D-loop del mtDNA de Tremarctos ornatus.

Los criterios de evaluacion fueron: el porcentaje de identidad, cobertura y valor E.

Los resultados de identidad guardamos en un archivo.

Alineamiento de Secuencias Consenso

Se utilizo6 el Software ClustalX para alinear las secuencias consenso.

Los archivos fasta se unieron en un solo archivo fasta para el alineamiento.
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Se import6 el archivo en formato fasta que contenia las 10 secuencias consenso mediante
la opcion "File — Load Sequences" en ClustalX.

Se selecciond la opcidon "Alignment — Complete alignment" para obtener los resultados del
alineamiento.

El resultado se guard6 automaticamente en formato aln y dnd.

Evaluacion de Calidad del Alineamiento

Se import6 el archivo en formato aln en el Software Aliview para observar la calidad del
alineamiento.

Se cortaron los extremos (primers y cola sobrante) del alineamiento utilizando el comando
"Selection" seguido por "Edit — Delete Selected".

Se guardo6 el alineamiento en formato aln (File - Save as Clustal aln) y otro archivo en

formato Nexus.

Procedimiento para el Analisis Filogenético y Calculo de Distancia Genética en Software

Mega

Este procedimiento detalla paso a paso cémo realizar el andlisis filogenético y el calculo de

distancia genética utilizando el software Mega, asegurando la correcta manipulacion y andlisis de

los datos de secuencias nucleotidicas.

a. Conversion de Formato de Archivo:

Se abri6 el software Mega, se naveg6 al menu "File" - "Convert File Format to Mega".

Se selecciond el archivo en formato aln a convertir, se seleccion6 la opcion "OK".

Se asigndé un nombre al archivo convertido y confirm6 con "OK".

Apertura del Archivo en Mega:

En el software Mega, se procedio a abrir un archivo seleccionando la opcion "File" y luego
"Open File". Posteriormente, se selecciono el archivo convertido en formato Meg y se hizo
clic en "Open". A continuacion, se eligi6 la opcion "Nucleotide sequences" y se confirmo
con "OK". ;Durante este proceso, emergié una ventana preguntando “la secuencia sintetiza

proteina?" y se selecciond la opcidon "no".

c. Seleccion de Taxa y Agrupamiento:

En la interfaz de Mega, seleccion6 el comando "Data" y eligié "Select taxa and group".

Se organiz6 los grupos de muestreo por Area Natural Protegida.
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- Se confirmé con "OK" para establecer los dos grupos de muestreo por ANP.
d. Construccion del Arbol Filogenético:
- Se selecciono el comando "Phylogeny" en Mega.
- Se eligio la opcion "Construct/Test Neighbor Joining tree".
- Se confirm6 con "OK" para generar el arbol filogenético y el resultado se guard6 en formato
jpg.
- Como grupo externo se utilizo la secuencia de la region D-loop de Arctotherium sp., dicha
secuencia fue obtenida de la base de datos de NCBI con codigo de accesion NC 030174.1.
e. Calculo de Distancia Genética:
- Se utilizé el comando "Distance" en Mega.
- Se selecciond "Model", en seguida la opcion “compute composition distance”, luego “ok™.
- Los resultados se guardaron en formato excel.
f. Guardado del Archivo:
- Se guard¢ los archivos generados y el archivo principal en formato Mega.

- Los andlisis de patrones evolutivos se realizaron en MEGA X. (Tamura, K. et, al. 2018).

3.3.3.1 CALCULO DE LOS INDICES DE DIVERSIDAD GENETICA
El procedimiento realizado para analizar los diversos indices de diversidad genética se

llevo a cabo de la siguiente manera:

a. Preparacion del Software Arlequin: Se utilizo el Software Arlequin para realizar los
calculos de los indices de diversidad genética. Se import6 el formato MEG en Arlequin y
se convirtio en formato ARP para facilitar los analisis.

b. Apertura del archivo en formato ARP: Se procedio a abrir el archivo en formato ARP en
el Software Arlequin. Esto se realizé seleccionando la opcion "File", luego "Open Project",
eligiendo el archivo deseado y finalmente haciendo clic en "Abrir".

c. Definicion de los indices a calcular: Una vez cargado el archivo en el programa, se

definieron los indices moleculares que se tienen que calcular. Esto se llevo a cabo ajustando
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las configuraciones del programa. Se seleccionaron las opciones pertinentes como el test
de neutralidad, indices de diversidad molecular, estructura genética y diferenciacion
poblacional.

Inicio del calculo: Se inicid el calculo de los indices seleccionados. Esto se realizo
haciendo clic en la opcién "Start" una vez que se definieron todas las configuraciones
necesarias.

Generacion de resultados: Finalmente, el programa gener6 un archivo con varias carpetas,
incluyendo una denominada "archivo log". Para observar los resultados obtenidos, se abrio

este archivo log en cualquier navegador web.

Este procedimiento permitio realizar un analisis exhaustivo de la diversidad genética

utilizando el Software Arlequin, proporcionando resultados detallados que fueron fundamentales

para el estudio genético realizado.

a. Uso de software DnaSP6exe y comparacion con Arlequin:

Para determinar los indices de diversidad genética y el flujo genético (Fst) entre los
individuos muestreados, se utiliz6 el software DnaSP6exe como alternativa a Arlequin.
Se realizaron los céalculos necesarios y se compararon los resultados obtenidos con los

generados por Arlequin para validar la consistencia entre ambos programas.

Este procedimiento garantizé una exploracion exhaustiva de la diversidad genética y la

estructura de haplotipos entre los individuos muestreados, integrando el uso de diferentes softwares

para obtener una perspectiva completa y comparativa de los datos genéticos analizados.
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3.3.3.2 CALCULO DE LA RED DE HAPLOTIPOS EN POPART 1.7:

a. Seutilizé el software PopArt 1,7 para calcular la red de haplotipos siguiendo estos pasos:

- Se importo el archivo en formato MEG que contiene los haplotipos definidos.

- Para hacerlo, se seleccioné la opcion "File", luego "Open", se eligio el archivo deseado y
se procedio a la siguiente fase.

- Seutiliz6 la funcionalidad "Network" dentro de PopArt 1,7 y se seleccion6 "Median Joining

Network" para construir la red de haplotipos. (Clement, et., 2002).
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CAPITULO 1V
RESULTADOS
4 TRABAJO DE CAMPO
4.1 COLECTA DE MUESTRAS NO INVASIVAS
Dentro del Santuario Historico de Machu Picchu, se logro colectar 6 muestras entre los afios
2018 y 2019, mientras en el Parque Nacional del Manu se colectd 4 muestras de pelo de oso andino
en el afo 2022. Los detalles especificos, como el lugar de recoleccion, las coordenadas geograficas

y la fecha de recoleccion, se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 3

Colecta de muestras en las dos ANPs

Coordenadas UTM

Cédigo de la FECHA DE
ANP Sector Muestra ZONA XY COLECTA
Tres Cruces TOPNM-04 219916 8548530 26/01/2022
Kurkurpampa TOPNM-03 206746 8560558 28/01/2022
PNM 19L
Acjanaco TOPNM-02 223650 8543646 27/01/2022
Acjanaco TOPNM-01 207847 8550114 27/01/2022
Qorihuayrachina ~ TOSHM-05 777350 8539923 17/12/2018
Mandor 1
(muralla inca) TOSHM-06 767710 8545572 09/06/2019
Mandor 2 TOSHM-07 766495 8545595 08/062019
Intiwatana TOSHM-08 763512 8540045 14/12/2018
SHM Ahobamba TOSHM-09 18L 763992 8539282 10/06/2019
%Zﬁgﬁfgi TOSHM-10 777350 8539923 10/06/2019
San Gabriel 1 765607 8545595
San Gabriel 2 765607 8545726
Wifiaywayna 786276 85410114
Torrepata 716120 8539888

Se muestran las coordenadas UTM de los sitios de colecta dentro del Santuario Historico de

Machupicchu y Parque Nacional de Manu.
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4.2 TRABAJO DE LABORATORIO

4.2.1 EXTRACCION DE ADN TOTAL A PARTIR DE PELO DE OSO ANDINO

Se logro extraer ADN total, a partir de muestras no invasivas colectadas. Las concentraciones
variaron entre 5,3 ng/uL y 387,58 ng/uL, Se evaluo la pureza del ADN mediante las relaciones de
absorbancia 260/230 y 260/280 (DeNovix, 2021).

Tabla 4

Concentracion y pureza del ADN total extraido

Cédigodela 2951980 A260/230 Concentracién Medida MUESTRA
muestra
TOPNM-1 1,82 2,1 387,6 ng/ul  DNA
TOPNM-2 1,9 1,8 100,5 ng/ul DNA
TOPNM-3 1,81 1,86 114,0 ng/ull  DNA
TOPNM-4 1,9 2,2 31,5 ng/ul DNA
TOSHM-5 1,82 2,1 236,3 ng/ull  DNA
TOSHM-6 2 2,2 5,4 ng/ul DNA
TOSHM-7 1,84 1,9 5,3 ng/ull  DNA
TOSHM-8 1,8 2,1 77,8 ng/ul DNA
TOSHM-9 1,71 2,2 8,0 ng/ul DNA
TOSHM-10 1,82 2 37,6 ng/ll  DNA

Los resultados se encuentran dentro de los rangos permisibles de pureza y concentracion (Anexo
6)
4.2.2 AMPLIFICACION DE LA REGION D-LOOP DEL ADNmt DE OSO ANDINO

Una vez obtenido los amplicones, se midi6 la concentracion y pureza del ADNmt region

D-loop, los resultados se visualizan en la tabla 5.
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Tabla 5

Concentracion y pureza de los amplicones

Codigo dela Concentracién ~ Modida 260/280 2601230 20 %°
TOPNM-01PCR 660,4 ng/ul 1,88 2,1 DNAmt
TOPNM-02PCR 309,9 ng/ul 1,84 2,1 DNAmt
TOPNM-03PCR 439,7 ng/ul 1,89 2,1 DNAmt
TOPNM-04PCR 189,1 ng/ul 1,86 2,0 DNAmt
TOSHM-05PCR 187,6 ng/ul 1,89 2,0 DNAmt
TOSHM-06PCR 445,6 ng/ul 1,82 2,1 DNAmt
TOSHM-07PCR 650,8 ng/ul 1,87 2,1 DNAmt
TOSHM-08PCR 180,5 ng/ul 1,87 2,0 DNAmt
TOSHM-09PCR 393,1 ng/ul 1,82 2,0 DNAmt
TOSHM-10PCR 438,8 ng/ul 1,88 2,1 DNAmt

Todos los amplicones se encuentran dentro de los parametros establecidos para la absorbancia
de 260/280 y 260/230.

4.2.3 ELECTROFORESIS DE LOS AMPLICONES DE ADNmt
Los fragmentos amplificados tuvieron el tamafio de 600pb, los primers fueron especificos

para la region hipervariable 11 del ADN mitocondrial del oso andino.

Figura 13

Electroforesis de los 10 amplicones

En la parte superior se observan los pocillos en orden ascendente desde la muestra TOPNM-1
hasta TOSHM-10, los amplicones avanzaron uniformemente hasta la altura de 600 pb.
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4.2.4 SECUENCIAMIENTO DE LA REGION D-LOOP DEL ADNmt DEL OSO
ANDINO

Se logré secuenciar mediante el método Sanger, las 10 muestras enviadas de ADNmt
amplificado de la region HVII del D-LOOP, las cuales fueron secuenciadas en ambas direcciones
(forward y reverse), en la compaiiia Macrogen de Corea del Sur. La calidad de los datos crudos
tuvo una senal clara y definida, con picos bien separados y minima interferencia de ruido de fondo,
secuencia clara, precisa y con una buena separacion y forma de los picos correspondientes a las
bases A, T, C y G. El tamafio de los fragmentos secuenciados tuvo 580 pb en la gran mayoria. En

la figura siguiente se observa los resultados de la secuenciacion en formato pdf de la muestra

TOSHM-10.

Figura 14

Electroferograma de la muestra TOSHM-10

Se observa el electroferograma de la muestra TO-SHM-10, los picos de color rojo corresponden
a Timina, el color negro corresponde a Guanina, el color verde corresponde a Adenina y el color
azul corresponde a Citocina.
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43 OBTENCION Y CONFIRMACION DE LAS SECUENCIAS CONSENSO

Una vez obtenida las secuencias consenso (Anexo 1), las 10 secuencias consenso fueron

sometidos a la confirmacion de identidad, mediante el Blast de NCBI. De los cuales 9 tuvieron

altos porcentajes de identidad, mayores a 95% para la region D-loop de Tremarctos ornatus, lo que

sugiere que la secuencia consenso es muy similar a las secuencias de la base de datos, por lo que

trata de la misma especie, mientras la muestra TOPNM-1 tuvo un bajo porcentaje de identidad del

83% para el genoma mitocondrial completo de Tremarctos ornatus, debido a ello para evitar

resultados erroneos, se descartd esta secuencia consenso para analisis posteriores. En la tabla se

observa los resultados de Blast de NCBL

Tabla 6
Porcentajes de identidad de las secuencias consenso en Blast de NCBI
Cédigo de la o Nombre Maximo Puntaje Cublerta Porcentaje .
Descripcién e ) de valor E de Adhesion
muestra cientifico  puntaje total ) )
consulta identidad
Tremarctos ornatus Tremarct
TopNmz  2islado HTOLL Drloop os 774 774 74% 0 96,97% MT425202.1
secuencia parcial
) ; ornatus
mitocondrial
Tremarctos ornatus Tremarct
TOPNM-3 aislado HTOL1 D-loop 0s 747 747 85% 0 95,89% MT425202.1
secuencia
A ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus
aislado HTOL1 D-loop | TeMarct
TOPNM-4 A 0s 767 767 85% 0 96,97% MT425202.1
secuencia —
A ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus Tremarct
TosHms ~ 2isladoHTOQ4 broop os 749 749 85% 0 96,43% KX812515.1
secuencia
R ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus
aislado HTOL1 D-loop Tremarct
TOSHM-6 ) 0s 725 725 75% 0 95,67% MT425202.1
secuencia
R ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus Tremarct
TOSHM-7 aislado HTOL1 D-loop os 745 745 75% 0 95,89% MT425202.1
secuencia
S ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus
aislado HTOL1 D-loop | TeMarct
TOSHM-8 ) 0s 745 745 85% 0 95,89% MT425202.1
secuencia —
S ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus
aislado HTOL1 D-loop Tremarct
TOSHM-9 ) 0s 736 736 75% 0] 95,45% MT425202.1
secuencia
A ) ornatus
parcialmitocondrial
Tremarctos ornatus
aislado HTOL1 D-loop Tremarct
TOSHM-10 . ) 0s 745 745 85% 0] 95,89% MT425202.1
secuencia parcial ornatus

mitocondrial.

El promedio de porcentaje de identidad fue 95.82% de para la region D-loop del ADNmt de
Tremarctos ornatus, Fuente (NCBI, 2024).
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4.3.1 ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS CONCENSO DEL ADNmt DE OSO
ANDINO

Como producto del alineamiento se pudo recuperar un total de 540 pb en formato aln, dnd,
con los cuales se realizo los analisis posteriores, se muestra un fragmento del alineamiento en la
figura 15.

Figura 15

Alineamiento en ClustalX de las secuencias consenso.
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Se observa los sitios variables dentro del alineamiento de las secuencias consenso de la region

D-loop del ADNmt del oso andino.

4.3.2 SITIOS POLIMORFICOS DEL ADNmt REGION D-LOOP DEL OSO ANDINO

En total se identifico 21 sitios polimdrficos para los individuos muestreados de ambas
ANPs. En el Parque Nacional del Manu, se identifico 11 sitios polimdrficos (S), todos fueron por
sustitucion, de los cuales 5 fueron transversiones y 6 transiciones; mientras para el Santuario
Historico de Machupicchu se logré identificar 20 sitios polimorficos, de los cuales fueron 11

transversiones y 10 transiciones, se observa en la siguiente tabla.
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Tabla 7

Sitios variables en las secuencias consenso de la region D-loop del ADNmt del oso andino

SITIOS POLIMORFICOS DE LA REGION D-LOOP DEL ADNmt DE Tremarctos ornatus

POSICION 13 121127 |30 |32|39 |50)]|61)|66 |69 |84 |188| 202|248 | 306 | 324 | 358 | 429 | 486 | 495 | 504 TOTAL, DE
sscuenan g1 1| clal6|T|T|c|a|c|c|a|a|a|a|a|a]G]|c|c|roumonricos
TOSHM-8 0
TOSHM-9 0
TOSHM-6 A A 2
TOSHM-10 |C A C 3
TOSHM-7 A A C 3
TOPNM-3 A G C 3
TOPNM-4 c(C|C G G G 6
TOPNM-2  [C C G G|G|G|G 7
TOSHM-5 T|C T|T| |G6|T|G G|G| [T|T 1

parte inicial 11 sitios

parte intermedia 6 sitios

parte final 4 sitios

X=3.8

En la parte inicial posee mayores sitios variables mientras la parte final solo presenta 4.

La probabilidad de encontrar nucledtidos como citocina tanto en el PNM y SHM oscilan
entre el 25% — 26 %, mientras para el nucledtido Timina se encuentra por 30%, en cambio, para la

Adenina en ambas poblaciones se encuentra en 26%, finalmente, para el nucledtido Guanina oscila

entre el 16 a 17%, dichos datos se encuentran en la siguiente tabla.

Tabla 8

Composicion nucleotidica de las secuencias consenso de las dos ANPs

COMPOSICION NUCLEOTIDICA

C
T

A
G

PNM SHM
BASE PORCENTAJE BASE PORCENTAIJE
26,16% C 25,90%
30,05% T 30,37%
26,67% A 26,82%
17,13% G 16,91%
100% TOTAL 100%

TOTAL

TAMANO

540 pb




4.4 INDICES DE DIVERSIDAD GENETICA
Los indices de diversidad genética se calcularon a partir de las 9 secuencias consenso que

tuvieron altos porcentajes de identidad, por encima del 95%.
4.4.1 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA

La diversidad nucleotidica encontrada para los individuos muestreados del Parque Nacional
de Manu resulté T =0,01358 +/- 0,01091, en cambio, para el Santuario Historico de Machupicchu
la diversidad nucleotidica encontrada fue &= = 0,01753 +/-0,01080, ambos resultados mostraron un
margen de error por debajo de 0,05 por lo tanto, los resultados son significantes.

4.4.2 DIVERSIDAD HAPLOTIPICA

La diversidad haplotipica para las dos areas naturales protegidas mostraron los siguientes
resultados: para el Parque Nacional del Manu resulté Hd = 1 +/- 0,27, mientras para el Santuario
Histérico de Machupicchu resulté Hd = 0,933 +/- 0,1217, en ambos resultados el margen de error

se encuentra por encima de 0,05, por lo tanto, los resultados no son significantes.

Tabla 9

Procedencia de los haplotipos encontrados

HAPLOTIPO CANTIDAD CO“IZ:JGEzTI:{iLA PROCEDENCIA AREA NATURAL PROTEGIDA
H1 2 TOSHM-8, TOSHM-9  Ahobamba, Intiwatana Santuario Histérico de Machupicchu
H2 1 TOSHM-6 Muralla Inca Santuario Historico de Machupicchu
H3 1 TOSHM-10 Torontoy Palomar Santuario Historico de Machupicchu
H4 1 TOSHM-7 Mandor Santuario Historico de Machupicchu
H5 1 TOPNM-3 Kurkurpampa Parque Nacional de Manu
H6 1 TOPNM-4 Tres Cruces Parque Nacional de Manu
H7 1 TOPNM-2 Acjanaco Parque Nacional de Manu
H8 1 TOSHM-5 Qoriwayrachina Santuario Histdrico de Machupicchu

Se observa los haplotipos encontrados y su procedencia, el haplotipo con mayor frecuencia es el
haplotipo 1, las muestras que corresponden a dicho haplotipo son TOSHM-8 y TOSHM-9
pertenecientes al SHM.
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4.4.3 TEST DE NEUTRALIDAD (D)

Para el Parque Nacional del Manu resulté D =-0,4072 +/- 0,069, mientras para el Santuario
Historico de Machupicchu resultdo D =-1,0636 +/- 0,031, los resultados obtenidos para ambas areas
naturales protegidas indican, que solo del SHM es significante, porque el margen de error se
encuentra por debajo de 0,05, mientras del PNM se encuentra por encima del margen de error, lo
que no apoya los resultados obtenidos, aparentemente los individuos muestreados estarian en un
crecimiento o expansion en ambas ANPs.

4.4.4 ESTRUCTURA POBLACIONAL

El estadistico Fst, determino la estructura poblacional, entre los individuos muestreados del
Parque Nacional del Manu y Santuario Histérico de Machupicchu, mostrando un valor Fst =
0,04853, el Fst corregido resulté Fst = 0,0546, Asimismo, para corroborar los resultados del Fst,
se calculo el indice Nst = 0,04774, dichos resultados indican aparentemente que entre los
individuos muestreados de ambas ANPs habria una moderada estructuracion.

En la siguiente tabla se observa el resumen de los indices de diversidad genética
encontrados para cada ANPs, donde (n: nimero de secuencias, (n): diversidad nucleotidica, S:
numero de sitios polimodrficos, Hd: diversidad haplotipica, h: niimero de haplotipos, SD: desviacion
estandar o margen de error, D: Tajima test, Fst, Gst: test para determinar la estructuracion
poblacional.

Tabla 10

Indices estimados para determinar la diversidad genética y flujo genético

Tajima

ANP CODIGO n (m) SD s h Hd SD D SD FST Nst
PARQUE +/- 0,0546 +/-
m(;SNALDE PNM 3 001358 +/-0,0109 11 3 1 +/-0,27 -0,4072 0,069 0.0007 0,04774
SANTUARIO _ -
HISTORICO DE  SHM 6 0,01753 +/-0,0108 20 5 0,933 +/-0,12 -1,06365 :;/031 8’83‘7‘6 * 0,04774
MACHUPICCHU > ’

Los indices m, Hd, D se estimaron para determinar la diversidad genética, Fst y Gst para

determinar flujo génico.
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445 FILOGENIA DE OSO ANDINO DEL PNM Y SHM

En el diagrama, se observa el arbol filogenético, donde se observa 5 ramas y 5 nodos, el
haplotipo mas antiguo es TOSHM-5, a partir de ella se originaron los demas haplotipos, la mayor
distancia genética existente se da entre el haplotipo TOSHM-8 y TOSHM-5, ademaés de ello se
utilizd como grupo externo el Arctotherium sp.

Figura 16

Arbol de filogenia a partir de region D-loop del ADNmt de los osos muestreados
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446 RED DE HAPLOTIPOS ENCONTRADOS
En la red, cada guion representa un nucleotido, gracias a ello se observa de manera

ramificada las distancias genéticas de los 8 haplotipos, y el grupo externo Arctotherium, la mayor
distancia genética se observa entre el haplotipo TOSHM-8 y el haplotipo TOSHM-5. Mientras la
menor distancia genética se observa entre el haplotipo TOSHM-8 y TOSHM-9. Asimismo, en la

red se observa 5 haplotipos intermedios, los que originaron a los haplotipos encontrados en la
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presente investigacion. En esta investigacion se encontraron 7 nuevos haplotipos los que se
observan en el grafico.

Figura 17
Red de haplotipos a partir de la region D-loop del ADNmt de los osos del PNM y SHM.

Se observa una red ramificada con haplotipos intermedios

Tabla 11

Distancias genéticas entre los individuos muestreados.

DISTANCIAS GENETICAS
TOSHM-8 TOSHM-9 TOSHM-6  TOSHM-10 TOPNM-2  TOPNM-3  TOPNM-4  TOSHM-7

TOSHM-8

TOSHM-9 0,0000

TOSHM-6 0,0037 0,0037

TOSHM-10 0,0056 0,0056 0,0056

TOPNM-2 0,015 0,015 0,0188 0,0131

TOPNM-3 0,0056 0,0056 0,0056 0,0112 0,0169

TOPNM-4 0,0131 0,0131 0,0169 0,015 0,0093 0,015

TOSHM-7 0,0075 0,0075 0,0075 0,0131 0,0188 0,0019 0,0169

TOSHM-5 0,0226 0,0226 0,0265 0,0284 0,0227 0,0246 0,0207 0,0265

La mayor distancia genética se da entre TOSHM-5 y TOSHM-8, en cambio la menor distancia
genética se dio entre TOSHM-8 y TOSHM-9.
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CAPITULOV
DISCUSION

5 EXTRACCION DE ADN

El ADN extraido a partir de muestras de pelos de oso andino utilizando el kit de extraccion
Monarch Genomic DNA Purification Kit de New England Biolabs present6 concentraciones entre
5,3 y 387 ng/uL, con una pureza para la relacion de absorbancia de 260/280 de 1,7 a 2. En el estudio
previo realizado por Bruque en 2016, quien analiz6 13 muestras de pelo de oso andino en el Norte
de Ecuador, obtuvo concentraciones desde 0,2 hasta 12,3 ng/uL con el Kit Dneasy Blood & Tissue

Mini Spin Column.

Trabajar con muestras no convencionales fue crucial en la investigacion del oso andino, por
diversas razones fundamentales. El uso de muestras no invasivas permitié explorar aspectos poco
estudiados y demostr6 su aplicabilidad en una variedad de contextos y situaciones. Este enfoque
no solo impulso la innovacion metodoldgica al desarrollar nuevos métodos de recoleccion de datos,
sino que también aumento significativamente la relevancia practica del estudio. Las muestras no
invasivas proporcionaron informacion crucial sobre la diversidad genética del oso andino, siendo
igualmente relevantes que las muestras convencionales, pero sin poner en riesgo la vida de la
especie ni requerir los recursos intensivos asociados con la captura directa. Este método es
especialmente recomendable para estudios de diversidad genética en especies en peligro o
vulnerables, como el oso andino, debido a su aplicacion practica y eficiencia en la recoleccion de

datos.
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5.1 IDENTIDAD DE LAS SECUENCIAS CONSENSO

Las secuencias consenso obtenidas para la region D-loop del ADNmt de Tremarctos ornatus
(oso andino) fueron comparadas con la base de datos del NCBI, mostrando una identidad superior
al 95%. Este alto porcentaje de identidad es significativo, dado que la longitud de la secuencia
consenso es de 540 pares de base (pb), una longitud suficiente para realizar comparaciones fiables
con la base de datos del NCBI. La alta identidad observada reduce la probabilidad de que los
resultados sean atribuibles al azar, proporcionando una base solida para la identificacion de la
especie. La precision de la identificacion también esta influenciada por la calidad y la cobertura de
la base de datos utilizada en el andlisis BLAST. Bases de datos mas completas y actualizadas

permiten una identificacion mas precisa de las secuencias.

Un alineamiento extenso con alta identidad ofrece una evidencia més robusta para la
identificacion de la especie. Por otro lado, alineamientos cortos pueden no ser suficientes para una

identificacion precisa, incluso si el porcentaje de identidad es alto.

Aunque se recomienda que el porcentaje de identidad para una identificacion precisa a nivel
de especie supere el 98%, en este caso no se alcanza ese umbral debido a la alta variabilidad de la
region D-loop del ADNmt del oso andino. Esta region, también conocida como la region de control,
es propensa a acumular mutaciones a lo largo del tiempo por varias razones. En primer lugar, la
region D-loop no codifica proteinas, por lo que las mutaciones en esta drea no afectan directamente
la estructura o funcién de las proteinas mitocondriales esenciales, permitiendo una acumulacion
mas libre de mutaciones en comparacion con las regiones codificantes. Ademas, la regiéon D-loop
contiene elementos reguladores cruciales para la replicacion y transcripcion del ADNmt, lo que

puede influir en la tasa de mutacion y en la variabilidad genética observada entre diferentes
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individuos del oso andino. Por lo tanto, la variabilidad en la region D-loop del ADNmt del oso
andino impide alcanzar un 100% de identidad con la base de datos del NCBI debido a las

acumulaciones naturales de mutaciones en respuesta a presiones evolutivas y ambientales.

5.2 INDICE DE DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA

En relacion con los hallazgos de los indices de diversidad para ambas Areas Naturales
Protegidas (ANPs), se observé que el valor de w en este estudio fue el siguiente: © = 0,01358 +/-
0,01091 para el Parque Nacional del Manu, y & = 0,01753 +/- 0,01080 para el Santuario Historico
de Machu Picchu. Los margenes de error de los resultados obtenidos para el SHM y PNM son

inferiores a 0,05, lo que indica que estos hallazgos son estadisticamente significativos.

Estudios previos, como el realizado por Bruque (2016), revelaron un valor de © = 0,0122
para el corredor ecologico del oso andino en Ecuador. En contraste, Arias (2017) encontr6 un valor
de m = 0,0118 para el grupo de los Andes del Sur, que incluye el sur peruano y osos del norte de
Bolivia. Otro estudio llevado a cabo por Moreta (2020) mostr6 un valor de m = 0,00691 en el sur
de Ecuador. Ademas, Cueva et al. (2018) reportaron m = 0,0019, mientras que Ruiz-Garcia et al.

(2020) obtuvieron m = 0,0104 para la poblacion total de osos en Ecuador.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en esta investigacion para el Santuario
Historico de Machu Picchu y el Parque Nacional del Manu, se observa una ligera diferencia en los
valores de diversidad nucleotidica. Los resultados indican una ligera diferencia en ambas areas
protegidas en comparacion con los reportados por otros investigadores. Sin embargo, los valores
encontrados siguen estando por debajo de 0,5, lo que sugiere que la diversidad nucleotidica
encontrada en la zona de estudio sigue considerandose baja. Este patron sugiere que los osos han

acumulado mutaciones en la region D-loop del ADN mitocondrial a lo largo del tiempo.
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Ademés, estudios como el de Arias (2017) respaldan esta idea, al indicar que los osos de los
Andes del Sur tienen una mayor acumulaciéon de mutaciones, lo que puede explicar por qué las
poblaciones en estudio presentan una ligera diferencia en cuanto a la diversidad nucleotidica, que

las reportadas por otros autores.

5.3 INDICE DE DIVERSIDAD HAPLOTIPICA

Los resultados de diversidad haplotipica obtenidos en esta investigacion muestran un valor
maximo de Hd = 1 +/- 0,27 para el Parque Nacional del Manu y Hd = 0,933 +/- 0,1217 para el
Santuario Histérico de Machu Picchu. En comparacion a estudios previos realizados en Ecuador,
Colombia y Venezuela presentaron los siguientes resultados, Bruque (2016) encontré Hd = 0,7051
para osos andinos en Ecuador, mientras que Arias (2017) reportd Hd = 0,935 para el sur peruano y
norte de Bolivia basado en 36 individuos. Otros estudios como el de Moreta (2020) identificaron
Hd = 0,526 en osos de Ecuador, y Cueva (2018) registr6 Hd = 0,705 también en Ecuador. Por

ultimo, Ruiz-Garcia et al. (2020) obtuvieron Hd = 0,895 para los osos de Ecuador y Colombia.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en la presente investigacion, se observa una
variacion en los valores de diversidad haplotipica, siendo el unico valor similar el reportado por
Arias (2017) de Hd = 0,935 para osos del sur peruano y norte de Bolivia. Esto sugiere que los
individuos muestreados tanto en PNM como en SHM han experimentado un cuello de botella
genético, lo cual implica que ha pasado suficiente tiempo para recuperar la diversidad haplotipica,
pero no lo suficiente para acumular mutaciones en la regiéon D-loop del ADN mitocondrial del oso

andino.

La diversidad haplotipica (Hd) es una medida de la variabilidad genética en una poblacion,

indicando la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar posean haplotipos diferentes.
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Un valor de Hd igual a 1 refleja una alta variabilidad genética. En el contexto especifico de la
region D-loop del ADN mitocondrial del oso andino, esta alta diversidad haplotipica podria
explicarse por varios factores: Los 0sos andinos podrian haber tenido una diversidad genética
considerable desde el principio, sugiriendo una poblacion originalmente diversa, la segunda
explicacion podria ser que los osos muestreados podrian estar divididos en multiples
subpoblaciones con poco flujo genético entre ellas, lo que favoreceria la diversidad haplotipica
dentro de cada grupo, la tercera explicacion es que la region D-loop del ADN mitocondrial es
conocida por su alta tasa de mutacion, lo que contribuye a la generacion de numerosos haplotipos
distintos. Otra de las posibles explicaciones podria deberse al tamafio poblacional grande que posee
el Perti més de 5750 individuos, esto haria que se mantenga y generen nuevos haplotipos, lo cual

puede contribuir a una alta diversidad haplotipica.

Ambas Areas Naturales Protegidas se encuentran en la parte central del corredor bioldgico
de Vilcabamba-Amboro, donde la continuidad de ecosistemas facilita el desplazamiento y la
expansion poblacional del oso andino. Estos factores también pueden contribuir significativamente
para explicar la méxima diversidad haplotipica encontrada en esta investigacion. En el caso
particular de la region D-loop del ADN mitocondrial del oso andino, la combinacion de una alta
tasa de mutacion en esta region y eventos historicos de mezcla genética probablemente han sido

factores clave para alcanzar una diversidad haplotipica tan elevada.

5.4 TEST DE NEUTRALIDAD

Los resultados del test de neutralidad, o test de Tajima D, para el Parque Nacional del Manu
mostraron un valor negativo (D = -0,4072 +/- 0,069), mientras que para el Santuario Historico de

Machu Picchu también se observo un valor negativo significativo (D =-1,06365 +/- 0,031). Estos
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resultados sugieren que los individuos muestreados en ambas Areas Naturales Protegidas (ANPs)

estan experimentando un proceso de expansion.

El test de Tajima D evaltia la variacion nucleotidica observada frente a la variacion esperada
bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg. Un valor de D igual a cero (D = 0) indica que no hay
evidencia de seleccion; valores negativos (D < 0) sugieren un exceso de alelos raros, lo cual es
caracteristico de una poblacion en expansion. Por otro lado, valores positivos (D > 0) indican una

ausencia de alelos raros, asociada a una contraccién poblacional.

En investigaciones previas realizadas por otros cientificos, se encontraron diversos valores
de D para poblaciones de osos andinos en diferentes regiones. Por ejemplo, Bruque Gutiérrez
(2016) reportdo D = -0,53 para osos en el Distrito Metropolitano de Quito. Arias Vasquez (2017)
encontro D = -0,084 para osos del sur peruano y norte de Bolivia, mientras que Moreta (2020)
identific6 un D = +2,26 para osos en el sur de Ecuador. En otro estudio, Ruiz-Garcia et al. (2020)

reportaron D = -2,39 para la poblacion de osos en Ecuador.

Comparando estos resultados con los obtenidos en la presente investigacion, los resultados
muestran que los osos andinos del PNM y SHM estéa experimentando un periodo de crecimiento y
expansion. Este proceso conlleva a la acumulacion de mutaciones y la generacion de nuevos alelos,
lo que eventualmente resulta en indices de diversidad genética altos. Como han indicado Arias
(2017) y Ruiz-Garcia et al. (2020) en sus estudios, existen dos poblaciones claramente definidas
de osos andinos, cuya divergencia se estima ocurrid hace aproximadamente 300,000 afios durante
el Pleistoceno. La poblacion del norte incluye osos de Ecuador, Colombia, Venezuela y el norte y
centro de Peru, mientras que el grupo del sur estd compuesto por osos del sur peruano y norte de

Bolivia.



Segun los resultados de esta investigacion, los osos muestreados en el PNM y SHM han
acumulado mutaciones en la region D-loop del ADN mitocondrial durante un periodo mas
prolongado, lo que coincide con su estado de expansion y la formacidén de nuevos haplotipos en

estas areas protegidas.

5.5 ESTRUCTURACION DE LOS INDIVIDUOS MUESTREADOS

Los hallazgos de esta investigacion revelan una moderada estructuracion entre los
individuos muestreados de ambas Areas Naturales Protegidas (ANP), con un valor de Fst = 0,04853
+/- 0,0007. Considerando un factor de correccion n/n-1 debido al niimero limitado de individuos
muestreados, el valor corregido de Fst seria Fst = 0,0546. Este resultado apoya los hallazgos de
altos indices de diversidad haplotipica (Hd) y bajos indices de diversidad nucleotidica (r). Sugiere
una moderada estructuracion y bajo flujo genético entre ambas ANPs, respaldado por la red de
haplotipos y el arbol filogenético. Por ejemplo, el individuo TOSHM-7 comparte caracteristicas
genéticas con TOPNM-3 a pesar de ser de ANPs distintas, mientras que TOPNM-2 y TOPNM-4
comparten caracteristicas y pertenecen a una sola ANP, al igual que TOSHM-6 y TOSHM-10, y

TOSHM-8 y TOSHM-9.

Estos patrones podrian sugerir que los individuos muestreados siguen un modelo de
especiacion parapatrica, donde dos poblaciones estan geograficamente adyacentes, pero tienen una
zona de contacto limitada. Este tipo de especiacion implica la formacion de nuevas especies con
una zona de contacto, donde el flujo génico es bajo. En el presente estudio, el bajo flujo génico
observado entre los individuos muestreados de ambas ANPs podria atribuirse a barreras naturales
como cordilleras y rios (Urubamba y Paucartambo) entre las ANPs, limitando el contacto genético

a pesar de su proximidad geografica en el corredor bioldgico Vilcabamba — Ambord. Ademas, la
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capacidad del oso andino de desplazarse hasta 50 km por dia facilitaria el contacto, a pesar de que
la distancia lineal entre las dos ANPs es de 70 km y aproximadamente 150 a 180 km considerando
las curvas de nivel. Este patrén sugiere que los osos andinos podrian seguir un modelo de
especiacion parapatrica, donde dos poblaciones geograficamente adyacentes pero separadas por
barreras naturales mantienen un contacto genético limitado. Las cordilleras y rios como el
Urubamba y Paucartambo actuan como barreras efectivas que restringen la mezcla genética entre
los osos andinos del PNM y SHM, a pesar de estar ubicados en el mismo corredor bioldgico

Vilcabamba — Amboro.

En conclusion, la continuidad de ecosistemas y la geografia adyacente de las dos ANPs
podrian estar facilitando un punto de contacto genético limitado, apoyando la estructuracion

moderada y el bajo flujo genético observado en nuestra investigacion.

5.6 SITIOS POLIMORFICOS

En total se identifico 21 sitios polimorficos para los individuos muestreados de ambas
ANPs. Para el Parque Nacional de Manu, se identifico 11 sitios polimoérficos (S), de los cuales
todas fueron por sustitucion: 5 transversiones y 6 transiciones; mientras para el Santuario Historico
de Machupicchu se logré identificar 20 sitios polimorficos, de los cuales fueron 11 transversiones
y 10 transiciones, de acuerdo a los resultados obtenidos se observa que los individuos muestreados
del SHM presentan mayores sitios polimodrficos que el PNM, asimismo esta diferencia se mantiene
largamente con las poblaciones de osos de Ecuador y Colombia. A partir de dichos resultados
podemos afirmar que efectivamente la poblacion de osos del area de estudio lleva mayor tiempo
acumulando mutaciones que los osos del norte de los andes, un resultado muy similar fue reportado

por Arias en el 2017.
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5.7 RED DE HAPLOTIPOS

En la presente investigacion se encontré como dominante al haplotipo 1, cuya secuencia no
presenta ninguna mutacion en los 540 pb, los individuos muestreados TOSHM-8 y TOSHM-9,
pertenecen a este haplotipo, las cuales provienen de Ahobamba e Intiwatana del Santuario Historico
de Machupicchu. Asimismo, se encontrd 7 haplotipos tnicos H2, H3, H4, H5, H6, H7, HS los

cuales son nuevos para la regiéon D-loop (Anexos).

El haplotipo dominante, H1, destaca por su falta de mutaciones en una region de 540 pares de
bases, lo que sugiere una estabilidad genética notable entre los individuos muestreados,
especificamente, los individuos TOSHM-8 y TOSHM-9 son portadores de este haplotipo, ambos
procedentes de Ahobamba e Intiwatana dentro del Santuario Historico de Machu Picchu. Ademas
del haplotipo dominante, se identificaron siete haplotipos adicionales (H2 a H8) que son unicos en
la region D-loop del ADN mitocondrial. Estos haplotipos representan variantes genéticas nuevas y
especificas, lo cual amplia nuestro entendimiento de la diversidad genética dentro del area
estudiada. La presencia de multiples haplotipos Unicos sugiere una historia evolutiva compleja y
posiblemente aislada respecto a otras. Este hallazgo podria tener implicaciones significativas tanto
en términos de conservacion genética como en la comprension de los patrones de migracion y

colonizacion historica en los Andes.

Estos hallazgos sugieren una historia evolutiva compleja y posiblemente aislada de otras
poblaciones, lo que podria tener implicaciones importantes para la conservacion genética y la

comprension de los patrones historicos de migracion y colonizacion en los Andes centrales.
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1.

CONCLUSIONES

Los resultados de diversidad genética para el Parque Nacional del Manu y el Santuario
Historico de Machu Picchu muestran una diversidad nucleotidica () baja y una alta
diversidad haplotipica (Hd), similar a otros estudios realizados en el sur peruano y norte de
Bolivia. Estas cifras sugieren que las poblaciones han experimentado un cuello de botella
genético, donde ha habido suficiente tiempo para generar nuevos haplotipos, pero no para
acumular mutaciones significativas en la region D-loop del ADN mitocondrial. Los valores
negativos del test de Tajima D para ambas dreas confirman un proceso de expansion
poblacional.

El analisis del estadistico Fst revel6 una moderada estructuracion (Fst=0,04853 +/- 0,0007)
entre los individuos muestreados en ambas Areas Naturales Protegidas (ANP), indicando
un bajo flujo genético entre ellas. La continuidad de ecosistemas y la geografia adyacente
de las dos ANPs genera un punto de contacto genético limitado, apoyando la estructuracion
moderada y el bajo flujo genético observado en la presente investigacion.

La investigacion revela la presencia predominante del haplotipo H1 sin mutaciones en una
region especifica del ADN mitocondrial entre los individuos TOSHM-8 y TOSHM-9 de
Ahobamba e Intiwatana en el Santuario Historico de Machu Picchu. Ademas, se
descubrieron siete haplotipos adicionales (H2 a H8) que son exclusivos de la region D-loop,

indicando una diversidad genética significativa en esta poblacion.
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1.

RECOMENDACIONES

Se recomienda aumentar el nimero de individuos muestreados en ambas areas protegidas
y considerar la utilizacion de marcadores genéticos nucleares ademas del ADN
mitocondrial para obtener una representacion mas completa de la diversidad genética y
evitar sesgos.

Se recomienda la implementacion de medidas que promuevan el flujo genético entre las
dos ANPs y la evaluacion de corredores genéticos viables entre ellas.

Se recomienda monitorear continuamente la moderada estructuracion y estudiar la
efectividad de los corredores bioldgicos para facilitar el movimiento de los osos y promover
el intercambio genético.

Se recomienda Promover la educacion y sensibilizacion sobre la importancia de la
diversidad genética del oso andino en las comunidades locales, visitantes y responsables de
las 4reas naturales protegidas, fomentando la colaboracién entre diferentes disciplinas
cientificas y autoridades locales, lo que garantizard que las decisiones de manejo

contribuyan efectivamente a la conservacion a largo plazo del oso andino.
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ANEXO 1. (A) Secuencias consenso del ADNmt region D-loop del oso andino
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ANEXO 1 (B) Lista de Haplotipos encontrados

HAPLOTIPO CANTIDAD conlz:?EgTiiLA PROCEDENCIA AREA NATURAL PROTEGIDA
H1 2 TOSHM-8, TOSHM-9 Ahobamba, Intiwatana Santuario Histérico de Machupicchu
H2 1 TOSHM-6 Muralla Inca Santuario Histérico de Machupicchu
H3 1 TOSHM-10 Torontoy Palomar Santuario Histérico de Machupicchu
H4 2 TOSHM-7 Mandor Santuario Histérico de Machupicchu
H5 1 TOPNM-3 Kurkurpampa Parque Nacional de Manu
H6 1 TOPNM-4 Tres Cruces Parque Nacional de Manu
H7 1 TOPNM-2 Acjanaco Parque Nacional de Manu
H8 1 TOSHM-5 Qoriwayrachina Santuario Historico de Machupicchu

En la tabla se observa los haplotipos encontrados en cada area natural protegida y su sitio de

muestreo.

Hap_1
ACACCCAAGGGTGACATTTTATTTAAACTATTCCCTGATACCACTATTTTTACCCAACATTTTACTTATTTCATATATACCACCCCACATACTGTAG
CATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAACCATGT
ACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAAACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAGC
TTAGTCACCAGGCCTCGAAAAACCAGCAACCCTTGCAAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAAAAACGTGGGGGTTTCTATACTGA
AACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAAATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAAT
GACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_2
ACACCCAAGGGTGACATTTTATTTAAAATATTCCCTGATACCACTATTTTTACCCAACATTTTACTTATTTCATATATACCAACCCACATACTGTA
GCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAACCATG
TACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAAACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAG
CTTAGTCACCAGGCCTCGAAAAACCAGCAACCCTTGCAAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAAAAACGTGGGGGTTTCTATACTG
AAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAAATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAA
TGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_3
ACACCCAAGGCTGACATTTTATTTAAAATATTCCCTGATACCACTATTCTTACCCAACATTTTACTTATTTCATATATACCACCCCACATACTGTAG
CATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAACCATGT
ACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAAACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAGC
TTAGTCACCAGGCCTCGAAAAACCAGCAACCCTTGCAAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAAAAACGTGGGGGTTTCTATACTGA
AACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAAATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAAT
GACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_4
ACACCCAAGGGTGACATTTTATTTAAACTATTCCCTGATACCACTATTTTTACCCAACAATTTACTTATTTCATATATACCAACCCACATACTGTA
GCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAACCATG
TACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAAACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAG
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CTTAGTCACCAGGCCTCGAAAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAAAAACGTGGGGGTTTCTATACTG
AAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAAATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAA
TGACTAATCACCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_5
ACACCCAAGGGTGACATTTTATTTAAACTATTCCCTGATACCACTATCTTTACCCAACATTTTACTTATTTCATATATACCAACCCACATACTGTA
GCATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAACCATG
TACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAAACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAG
CTTAGTCACCAGGCCTCGAAAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAAAAACGTGGGGGTTTCTATACTG
AAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAAATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAA
TGACTAATCACCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_6
ACACCCAAGGCTGACATTCTATTTAAACTATTCCCTGATACCACTATTTTTACCCAACATTTTACTTATTTCATATATACCACCCCACATACTGTAG
CATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGT
ACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAGC
TTAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTG
AAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAAATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAA
TGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_7
ACACCCAAGGCTGACATTTTATTTTAACTATTCCCTGATACCACTATTCTTACCCAACATTTTACTTATTTCATATATACCACCCCACATACTGTAG
CATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGT
ACATATCTGGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAAACGTAGTCTGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAGC
TTAGTCACCAGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTG
AAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAA
TGACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG

Hap_8
ACACCCAAGGGTGACATTTTATTTAAATTATTCCCTCATACCACTATTTTTACCCAACATTTTACTTTTTTCATATATACCCCCCCACATACTGTAG
CATCCTAGTATGTCCCCGAACAAGGAAATCTCTCCTTTTTTTTCCCCCCTATGTACGTCGTGCATTAATGGCGTGCCCCATGCATATAAGCATGT
ACATATCTTGCTTGGTTTTACATGAGGACATGAACTCCAAAAACTCGTTTTGAAGACGTAGTCCGCAAGCATGTATCTCACTTAGTCCGGGAGC
TTAGTCACCAGGCCTCGAAAAACCAGCAACCCTTGCGAGTACGTGTACCTTTTCTCGCTCCGGGCCCATAGAAACGTGGGGGTTTCTATACTGA
AACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACCCTTCAAATGGGACATCTCGATGGACTAAT
GACTAATCAGCCCATGATCACACATAACTGTGGTGACATGCATTTGGTATCTTTTAATTTTGGGG
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ANEXO 2: Sitios polimdrficos en las secuencias consenso

SITIOS POLIMORFICOS
POSICION 13 (21|27 |30]32]39]|50|61|66|69 84| 188 | 202 | 248 | 306 | 324 | 358 | 429 | 486 | 495 | 504
TOTAL, DE SITIOS

SECUENCIA BASE g|t|T|c|ale|T|T|c|Aalc| c || a|la|la]la|la]ec]|c]|c R
TOSHM-8 0
TOSHM-9 0
TOSHM-6 A A 2
TOSHM-10 c A c 3
TOSHM-7 A A c 3
TOPNM-3 A 6 c 3
TOPNM-4 clc]c G G G 6
TOPNM-2 c c G 6 | 6| e | e 7
TOSHM-5 T|cC T|T ¢ | T | a G | 6 T | T 1

11 SITIOS POLIMORFICOS EN LA PRIMERA PARTE 10 SITIOS POLIMORFICOS EN LA PARTE INTERMEDIA X=3.8

En la siguiente tabla, se observa los sitios polimorficos, donde la mayor cantidad de mutaciones se dieron en la primera y en menor

cantidad en la parte final. En promedio cada secuencia consenso tiene una tasa de mutacion de4.6 nucledtidos por cada 540 bases.
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ANEXO 3:
Instalacion de las camaras trampa y trampas pelo dentro del Santuario Histérico de Machupicchu.

Imagen de la instalacion de camaras trampa en el sector de San Gabriel dentro del Santuario

Historico de Machupicchu.
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Imagen de Instalacion de trampas pelo en sector de Ahobamba, dentro del Santuario Historico de

Machupicchu

Colecta de pelos de oso andino de las trampas pelo en el sector de Muralla Inca, dentro del

Santuario Historico de Machupicchu.
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Sitio de muestreo Tres Cruces dentro del Panque Nacional de Manu, al fondo se observa el Apu

QOhawagriawi.

En la imagen se observa la colecta de pelos a partir de la trampa pelo en el sector de muralla inca,

Santuario Historico de Machupicchu.
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i

Imagen capturada por la camara trampa del oso andino olfateando el cebo atrayente en el sector

12-20-2018 07:07:14

de Muralla Inca, dentro del Santuario Historico de Machupicchu

Imagen tomada en el sector de Acjanaco dentro del Parque Nacional Manu.
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Imagen tomada en el sector de Qéllo q asa cerca al puesto de control de Acjanaco un oso de dos

patas.

114



ANEXO 4
Almacenamiento de las muestras dentro del Laboratorio de Genética Molecular de la escuela

Profesional de Biologia de la UNSAAC hasta su procesamiento.

21

Imagen (20) muestras almacenadas en la ultracongeladora de -80°C hasta su procesamiento,
imagen (21 izquierda) ultracongeladora de -80°C, la imagen 21 derecha muestra a la congeladora

convencional donde se almaceno el kit de estracion de ADN.
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ANEXO 5

Equipos y reactivos utilizados en el laboratorio.

22

23

Imagen (22) derecho se observa el autoclave, mientras en la izquierda se observa la incubadora
convencional, Imagen (23) derecho kit utilizado en la extraccion de ADN, izquierdo se observa la

congeladora de -30°C.
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24

()
N

Imagen (24) Proceso de extraccion de ADN en el campana de extraccion, imagen (25) muestras

codificadas en los tubos eppendorf.
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26

Imagen (26) se observa el kit completo de extraccion de ADN a partir del cual se estandarizo el

protocolo de extraccion, equipos utilizados en el proceso de extraccion de ADN.
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ANEXO 6
Proceso de medicion de la concentracion y pureza de ADN

) 31

(29
()

(99
(L

Imagen (30) muestra los tips o puntas de 10ul utilizados para medir la calidad y concentracion del
ADN, la imagen (31) muestra todas las pipetas necesarias en las actividaes del laboratorio, la

imagen (32) muestra en cuantificador de ADN, imagen (33) muestra los resultados exitosos de la
cuantificacion.
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ANEXO 7
Proceso de preparacion para la reaccion en cadena de la polimerasa.

34

(2
I

Imagen (34) muestra la cabina de PCR a la izquierda, mientras a la derecha se observa el proceso
de preparacion, imagen (35) izquierda muetra los primers utilizados en el proceso de la PCR,

mientras a la derecha seobserva las pipetas.
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imagen (38) a la izquierda se observa los ciclos de la PCR, mientras a la derecha se observa el

tiempo que duro la PCR.
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ANEXO 8

Preparacion del gel de agarosa.

39

40

Imagen (39) se logra observar la balanza analitica que se utiliza para pesar sustancias en
cantidades muy pequeriias, a la derecha se observa la agarosa, en la imagen (40) se observa la
plancha calentadora con su agitador magnético calentando la agarosa al 1.8% para ello se utilizo

el buffer TAE al 1% con un volumen de 100 ml.
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ANEXO 9

Corrida de las bandas en la electroforesis

41

42

Imagen (41) izquierdo equipo de electroforesis horizontal, derecho producto de PCR en un rack
junto al marcador de peso molecular. Mientras en la imagen (42) izquierda se observa la
preparacion de las muestras y su posterior colocacion en los posillos, derecha se observa la

corrida de bandas en la electroforesis
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ANEXO 10:
Programas bioinformaticos

. TOSHM-8_TORmt2F.ab1 - Chromas

File Edit Options Help

E H v B SN = —
Open  Save Export | Print Mext  Find | Reverse Enhance f i [Sample: TOSHM-2 TORmE2F E=® @rTysd
20 30 40 50 €0 70 80 °0 100 110
EEEEE EEEN EEEEEEE ENE NN EEEEEEEEN m L ml am s e e s =-E= = - mm el . L _m_m= RS —— e o s o omomommom
GGCTTTACGGTCATAGGTGAGTCATAGCRAGT T TTCCCCCCCRARBATTARARRGARATRACCARAARARTGCATGRACRCCACRAGTTATGTGTGATCATGG GG T

Wi f‘ ~ ” i A A- .M *‘ A AAMAAMMA‘

-
I TOSHM-8 TORmt2R.ab1 - Chromas = O x
File Edit Options Help

= = N2 & N #h & — "
Open  Save Export | Print Nect il || Revorse Enhance I [sample: TOSHM-8_TORmtzR Base 249 Quality 62

120 130 170 180 150 200 210 220
_________ -—= R L e T R R T R T R TN TR R R T T R P Ty Yy
CATCCTAGTIATGTICCCCGAAC ACGTCG6IGCATTARTIGGCGTIGCCCCATGCATATARAGCATGTIACATATCTIGCTITGES

lhﬂlﬂllhlhﬂhﬂ j

Word TOSHNM TOSHM

En la imagen se observa en el programa Chromas los resultados del secuenciamiento en ambas

direcciones forward y reverse.

PRABI-Doua: Programa de et Pl = Explosion NCBI: TOSHM-5_TOR- x [EH

€& 3> (C @& blastncbinim.nih.gov/Blastcgi & % @
5P Aplicaciones M Gmail B YouTube @ Maps G wwwgooglecom (@) Miperfil-Zoom @) Entrara una reunic.. Lista de lectura
e g P T s e g e e e - B .
[J seleccionar todo ¢ secuencias seleccionadas [Haevo]
Cubiert:
Tessrieam Nombre Maximo Puntaje ud: “ Valor  Por Acc .
'p cientifico puntaje  total E Ident  Len Adhesion
- = ~ | consulta = = =
-
[J Mitocondria de Tremarctos omatus genoma completo Tremarctos orna 675 675 85% 0o 91,31% 16682 MW556430.1
Tremarctos ormnatus genoma mitocondrial completo Tremarctos orna.. 675 875 85% 0.0 91.33% 16752 EM177764.1
Tremarctos ornatus aislado HTOQ4 D-loop,_secuencia parcial, mitocondrial Tremarctos orna 645 6545 67% 1e-180 96,43% 456 KX8125151
Tremarctos ornatus aislado HTOQ2 D-loop, secuencia parcial; mitocondrial Tremarctos orna.. 645 645 67% 1e-180 96,42% 455 KX8125131
Tremarctos omatus aislado HTOL1 D-loop, secuencia parcial drial Tremarctos oma . 645 645 73% 1e-180 9410% 461 MT4252021

Tremarctos arna... 640 640 67%  6e-179 96,17% 456 KX8125141

Tremarctos orna 640 6540 67% 6e-179 96,16% 455 KX8125121

Mitocondria de Tremarctos ornatus. genoma completo Tremarctos orna.. B17 817 85% 3e-172 89.13% 16766 EF196665.1
|:| Arctodus simus genoma mitocondrial completo Arctodus simus 545 545 67% 1e-150 91.86% 16754 FM177762.1

Haplotipo de Ursus thil Es14 D-loop, secuencia parcial, mitocondrial Ursus thibetanus 508 508 61% 2e-139 9272% 615 HM1351931

Helarctos malayanus aislado gen del citocromo b (CYTB) T14, cds parciales; genes tRNA-Thr y tRNA-Pro, .. Helarctos malay 505 505 61% 2e-138 9220% 1790 MW316401.1

Helarctos malayanus aislado gen del citocromo b (CYTB) T12 _cds parciales:_genes tRNA-Thr y tRNA-Pro, ... Helarctos malay 505 505 61% 2e-138 9222% 1800 MW3163931

[_] Helarctes malayanus aislado gen del citocroma b (CYTB) T7, _cds parciales; genes tRNA-Thr y tRNA-Pro, r... Helarctos malay 505 505 61% 2e-138 9222% 1809 MW316394.1
Haplotipo de Ursus thibetanus Es59 D-loop, secuencia parcial; mitocondrial Ursus thibetanus 503 503 61% 8e-138 9244% 615 HM135191.1
sp. mitocondria,_genoma Arctotherium sp. 501 501 63% 3e-137 91,15% 16532 KU836001.1

Helarctos malayanus aislado gen del citocromo b (CYTB) T10,_cds parciales; genes tRNA-Thr y tRNA-Pro,... Helarctos malay. 501 501 60% 3e-137 9237%

[] Helarctos malayanus sislado gen del citocroma b T8 (CYTE), cds parciales: genes tRNA-Thr y tRNA-Pro r _Helarctos malay 501 501 0% 30137 9237% [ERLCELLLIEUETELT]

L Escribe aqui para buscar

En la imagen se observa la confirmacion de la identidad de la secuencia consenso, donde se

confirma que el ADNmt secuenciado corresponde a oso andino.
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B Aiiew - CONTIGln

File Edit Selection View Align Tools Extemal commands Help

I m‘ R R Seard

lID ZP | SP | 4? | SP SID 7ID

TOSHM-8 G G
TOSHM-9 G G
TOSHM-6 G G
TOSHM-10 G G
TOPNM-2 G G
TOPNM-3 G G
TOPHN-4 G G
TOSHM-7 & G
TOSHM-5 G

En la imagen se observa el alineamiento de las secuencias consenso, donde los extremos ya fueron

cortados en el programa Aliviw.

File Search Image Subtree View Compute  Caption  Help
RS0y 0| &L

L3

0.002
HE TOPNM-3
0.004

L& 0.002

e 0.001 TOSHM-7
-0

0.002

=, 0.000 TOSHM-6

x

3

y 0.004
~ 0.001 TOSHM-10

0.000

E TOSHM-8
Q 0.003 -
H 0,001 \— TOSHM-9
- 0.016
— TOPNM-1
e 2827 TOSHM-5
i3 -
% 0.004

pre 0.002 |: TOPNN-4
0.005
£Lr 0.002 TOPNM-2

[C]  Evolutionary relationships of taxa

The evolutionary history was inferred using the Meighbor-Joining method [1]. The optimal tree is shown. (next to the branches). The evolutionary distances were computed using the Maximum Composite Likelihood method [2] and are in the
&  units of the number of base substitutions per site This analysis Involved 10 nucleotids sequences. All ambiguous positions were removed for each sequence pair (pairwise delstion option). There wers a total of 540 positions in the final
dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA X [3]

T 1 saitou N_and Nei M (1987). The neighbor-joining method: A new method for reconstructing phylogenetic rses. Molecular Sioiogy and Evolution 4-406-425
@, 2 Tamura K. Nei . and Kumar S (2004). Prospects for inferring very Iarge phylogenies by using the neighbor-joining method. Froceedings of the National Academs of Sciances (US4) 101:11030-11035
3. Kumar ., Stecher G, Li M., Knyaz C., and Tamura K. (2018}, MEGA X: Molecular Evolutionary Genelics Analysis across compuling platiorms. Molecular Bioiegy and Evolution 35:1547-1549 <

Ready

e >
[ Peliculasy TV <] MEGAX Escritorio ~ (= €} & ESP

En la imagen se observa el calculo del arbol de filogenia, dicho paso se ejecuto en el programa

Mega.
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En la imagen se observa los resultados del calculo de las distancias genéticas, para dicho paso se

utilizo el programa Mega.

En la imagen se observa el calculo de la composicion nucleotidica de las 10 secuencias consenso,

para dicho proceso se utilizo el programa Mega.
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5} DNA Sequence Polymorphism - SECUENCIA-CONTING1-10.meg

File Dats Displyy Analysis Oveiew Generate Tools Window Help

= Bl @& e (1] [Ed [£]
5] Output of: SECUENCIA-CONTING1-10.meg oo ]

Haplotype/DNA Sequences Data File

Input Data File: C:\...\SECUENCIA-CONTING1-10.meg

Number of sequences: 10 Number of sequences used: 10
Selected region: 1-522  Number of sites: 522

Total number of sites (exciuding stes with gaps / missing data): 522

Sites with alignment gaps: not considered
Number of variable sites: 245

=========== Haplotype Distribution ===========
Number of haplotypes, h: 10
Haplotype diversty, Hd: 1.0000

Hap_1:1 [1]
Hap_2:1 [2]
Hap_3:1 [3]
Hap_4:1 [4]
Hap_5:1 [5]

Hap 6.1 [6]
Hap_7:1 [7]
Hap_8:1 [8]
Hap_5:1 [9]
Hap_10:1 [10]
Hap_1:1 [TOPNM_3]
Hap_2:1 [TOSHM_5]
Hap_3:1 [TOSHM 3]
Hap_4:1 [TOSHM 8]
Hap_5:1 [TOSHM_7]
Hap_6: 1 [TOPNM_4]
Hap_7: 1 [TOSHM_10]
Hap_8:1 [TOSHM 6]

Hap_g: 1 [TOPNM_2]
Hap_10: 1 [TOPNNI_1]

v

[Haplotype/DNA Sequences Data File I I lunes, 11 Marzo 2024; 20:55

: e =
£ Buscar i Worc i Pt TOSH.. B DNAS. Escritorio . A i ) @ ESP

En la imagen se observa los resultados del caculo del numero de haplotipos encontrados, dicho
proceso se realizo en el programa DnaSP6, donde el haplotipo mas antiguo resulto la muestra

TOPNM-3.

Ho

File Data Display Analysis Overview Generste Tools Window Help

E Bl = El |9 & E &

Define Sequence Sets

List of All Sequences —————————— Included List
TOPNM_3 TOSHM_5
TOSHM_§ TOSHM &
TOPNM_4 TOSHM_7
TOSHM_10 TOSHM_8
TOPNM_2
TOPNM_1

© SelectAll (" UnselectAll  SelectAll ¢ UnselectAll
Sets
BT - | Update SHM |
If you want to store this information, save (or export)
the active data file as a NEXUS file format Cancel All Entries Update ll entries

[ I Tunes, 11 Marzo 2024; 21:01

[
H ,O Buscar

En la imagen se observa dandole estructura a cada poblacion por ANP, para realizar el cdlculo

de flujo genético entre ambas poblaciones, dicho proceso se siguio en el programa DnaSP6.
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1+ Arlequin 3.5.2.2 [C

Eile View Options Help

| 20pen project 27 View project (5 View resuts. By View Log fle () Ciose project | g Remd | [] stant [ Fevee [5] sios |

enovo/Desktop/TESIS-2024/ROGERS.arp]

Project| Structure Editor  Setiings | Arlequin Configuration | Project wizard | import data |

Reset | Load | save

Molecular diversity indices

.~ Standard Indices

~ indices

ARLEQUIN SETTINGS
B ® Calculation settings
Genetic structure
© AMOVA

% Population comparisons
® Fopulation differentiation
“ Genotype assignment
® Haplotype inference
B  Linkage disequilibrium
© Hardy-Weinberg
 Pairwise linkage
 Mantel test
- ® Wismatch distribution
 div o
ty test:
General settings

© Dstecting loci under selection

I Compute missing data frequencies

Allele Frequency computations
’1‘ Output sample allele frequencies for al loci

Site Freauency
[~ Population specific SFS

™ Joint pairwise SFS (for all pairs of populations}
I Joint muttidimensional SFS.

No. of bootstrapped SFS [0

~ Molecular Diversity
[ Molecular diversity indices.

I~ Compute minimum spanning tree among haplotypes.

I~ Print distance matrix between haplotypes

[¥ Theta (Hom) [ Theta (S) ¥ Theta () Theta (Piy

Molecular distance: | Pairwise difference
Gammaa: [0

El archivo importamos en el programa arlequin donde se define los calculos que va a calcular y

una vez listo presionamos Star, el programa nos genera una carpeta con los resultados.




ABNEXO 11:

resultados del calculo de los indices de diversidad

El archivo generado en arlequin arrastramos a un navegador para visualizar los resultados.

~ @ ROGERS_treehtm X @ ROGERShm=09_11_22at23.3: X  + - x
c @ Archive  C:/Users/Lenovo/Desktop/BIG%20DATA-2022/ROGERS.res/ROGERS. htm#09_11_22at23_33_46 * D “

G Gmail @B YouTube @ Maps @ Miperfil - Zoom @) Entrar aunare

G Mills, L S

be Acrobat [ Todes los marcadores

Sum of square fregs. : 0.2500
Gene diversity © 1.0002 +/- 2.1768

(Standard deviation is for the sampling process)

== Molecular diversity indices : (MANU)

Tajima, F., 1983
Tajima, F. 1993.
Nei, M., 1987.

Zouros, E., 1979.
Ewens, W.J. 1972

sample size : 4.0000
Wo. of haplotypes S

No. of original haplotypes in sample 4
Deletion weight i 1.0008
Transition weight : 1.0000
Transversion weight i 1.0008
Allowed level of missing data : 5.0000 %
Number of observed transitions : 88
Number of observed transversions : 151
Number of substitutions 231
Number of observed indels -
Number of polymorphic sites : 227
Number of observed sites with transitions @ 78
Number of observed sites with transversions : 151
Number of observed sites with substitutions : 227
Number of observed sites with indels ‘e
Number of observed nucleotide sites : 540
Number of usable nucleotide sites : 540

Nucleotide composition (Relative values)

H £ Buscar

En la imagen se observa los indices calculados en el programa Arlequin.
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File Data Display Analysis Overview

Generate  Tocls

Window  Help

= B = [E E
5

Gene Flow and Genetic Differentiation

Output of: CONTIG - BBE.nex

\EI@‘

Papulation 2 SHM
umber of sequences: 6
Number of segregating stes. 5 18
Number of haplctypes. h: 5

Haplotype diversty, Hd: 033333

Average number of diferences, K: 6.80000
Nucleatide diversty, Pi: 0.01259
Nudleatide diversity with JC, FilC: 0.01277

Total Data Estimates
Mumber of sequences: 10
Number of segregating stes, S: 30
Number of haplotypes, h: 9
Haplotype diversty, Hd: 0.57778
Average number of nuclectide diferences, Kt: 857778
Nucleotide diversiy, FiT: 0.01588

< Output. Table of: CONTIG - BBE.nex

Genetic Differentiation Among Populations

=]

Export Genetic Distances.

POPULATION 1

GammaSt

Nst

Dy

Da

FNM SHM

0.13212

0.01905

0.0208

0.01882

0.00034

Genetic Di ion Estimates

ns. not signficant: *. 0.01<P<0.05: . 0.001<P<0.01

HBK 1882, Hs: 0.95656 Hst: 0.02273
HBK 1932 Ks: 848000 Kst: 0.01140
HBK 1992, Ks™: 2.00267 Kst': 0.05096
HBK 1932, Z: 21.33333 Z*: 271535
Hudsen 2000, Snn: 0.60000

- ~ Gene Flow Estimates ==
Gename: Diplaid-Autosome

Haplotype Data Information
Nei 1572

Gst-002041 Nm: 1200
Sequence Data Information
Nei 1982

DekaSt: 0.00189 GammaSt: 013212 Nm: 164
Nst: 0.01905 Nm: 12.87

Hudson, Slatkin and Maddison 1552
Fst: 0.02018  Nm: 1214

Chisquare fable), Chi2: 10.000 P-value of Chi2: 0.2650ns; (df = 8)
“ 'P<0.001

Lynch and Creass 1390 fwith Jukes and Cantor cormection)

|Gene Flow and Genetic Differentiation

£ Buscar

dominga, 3 Junio 2024; 22:58

En la imagen se observa los calculos realizados para determinar Fst, Gst, Nst en el programa

DNA sPé6.

ANEXO 12: red de haplotipos

En la imagen se observa el interfaz del programa PopARTI.7, muestra resultados de la red de

haplotipos encontrados, resultado el haplotipo 4 con dos individuos muestreados.
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ANEXO 13
Resolucién de autorizacion de investigacion dentro de Santuario Histérico de Machupicchu
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ANEXO 14:

Autorizacion de ingreso otorgado por la jefatura del SHM, firmado por los puestos de control
como evidencia del trabajo de campo desarrollado.
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ANEXO 15
Certificado de procedencia de las muestras Biologicas del SHM.
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ANEXO 16
Carta de autorizacion N° 572-2021-SERNANP-DGANP, dicha carta autoriza la investigacion en
las dos ANPs.
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ANEXO 17
Resolucion de autorizacion para realizar investigacion dentro del PNM.
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ANEXO 18
Autorizacion de ingreso al Parque Nacional de Manu otorgado por la jefatura del PNM, sellado
por los puestos de control del PNM como evidencia del trabajo de campo.
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ANEXO 19

Certificado de procedencia de las muestras biologicas N° 001-2022-SERNANP-PNM, del Parque
Nacional de Manu.
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ANEXO 20

Constancia del deposito de muestras Biologicas en el Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.

150



151



