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RESUMEN

A partir de muestras de heces colectadas en agosto y septiembre del 2008 en el rango de distribucion
peruano de la nutria marina (Lontra felina), se realiz6 un andlisis del ADN mitocondrial de 24 individuos, que
mostraron una variabilidad genética relativamente alta (11 haplotipos, h=0.86 y m=0.0117). El estudio
representa el primer registro de secuencias genéticas de la especie. La adaptacion de esta especie
amenazada a un habitat naturalmente fragmentado podria explicar por qué, a pesar del decrecimiento de la
poblacion a causa de los efectos negativos de las actividades humanas en la costa peruana en las dltimas
décadas, la especie aln mantiene una variabilidad relativamente alta. Sin embargo, de acuerdo a las
predicciones de la continua reduccion de la poblacién de nutria marina y debido al constante incremento de
las amenazas de su poblacién por actividades humanas, se recomienda realizar estudios que profundicen los
conocimientos sobre la estructura genética de la especie y se sugiere el establecimiento de por lo menos un
area natural protegida en el sur del pais, donde se han registrado regiones con elevado nimero de individuos.
Descriptores: nutria marina, genética no invasiva, especie amenazada

ABSTRACT

Scats from marine otter (Lontra felina) were collected in August and September 2008 along the species’
distribution at the Peruvian coast. DNA analysis from 24 individuals yielded the first registered sequences of
this species, showing relatively high variability (11 haplotypes, h=0.86 and 1m=0.0117). Adaptation of this
species to a naturally fragmented habitat could explain why, despite the decreasing population number due to
the effects of human activity at the Peruvian coast in the last decades, the species remains with a relatively
high variability. According to predictions of decreasing population numbers and constantly increasing threats
due to human activity, further studies deepening the knowledge about genetic structuring of the species’
population and the establishment of at least one protected area at the south of Peru where region with high
number of individuals have been registered, are recommended.
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INTRODUCCION

La nutria marina (Lontra felina) (Figura 1) el mamifero marino més pequefio del mundo, habita el litoral rocoso
a lo largo de la costa del Pacifico sudamericano, desde la localidad de Chimbote (9° S) en Perq, hasta la
Tierra del Fuego (56°S) en Chile y Argentina (Figura 2). Su distribucion es fragmentada [1, 2], debido a que en
el litoral se alternan regiones de playas arenosas con zonas rocosas. En el Pert de los 1300 km que se
encuentran dentro de su rango de distribucion, aproximadamente 300 km, representan un habitat potencial
para la especie y las densidades pueden variar entre 0,5 y 10 individuos por kilometro de litoral rocoso [3, 4].
El rango de distribucién individual es menor a 5 km [5].

La distribucion histérica de la nutria marina ha sido reducida en las ultimas décadas debido a los efectos de la
actividad humana, tal como la caza dirigida, la captura incidental, la contaminacion y también debido a la
presencia de perros, gatos y ratas que acompafian a las poblaciones humanas, desplazando a las nutrias de
su habitat [3, 6]. En el extremo sur de su distribucion (Tierra del Fuego) las nutrias casi han desaparecido [2,
3, 7]. Por ello la especie es considerada en peligro de extincién por la Lista Roja de la Unién Internacional
para la Conservaciéon de la Naturaleza (International Union for Conservation of Nature - IUCN). Asimismo
figura en los Apéndices | (especies con la mayor amenaza) de la Convencion sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (Convention on International Trade in Endangered
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Figura 1: la nutria marina (Lontra felina). : Figura 2: Distribucion de L. felina y
localidades de muestreo.

Species of Wild Fauna and Flora - CITES) y la Convencién sobre las Especies Migratorias (Convention on
Migratory Species - CMS). La especie también es protegida por las legislaciones peruana, chilena y argentina
por ser considerada una especie amenazada por las respectivas autoridades.

En el Peru, los pocos estudios sobre la especie se han concentrado en censar y evaluar las poblaciones,
obteniendo resultados muy divergentes, pero consistentes en cuanto al bajo nimero de individuos. El estudio
de Castilla y Bahamondes [8] (en 1978) revelan numeros poblacionales de 200-300 individuos, mientras
Apaza et al. [3] (en el 2003) estimaron la poblacién en unos 700 individuos. Un estudio estimé la poblacién
total (para Peru, Chile y Argentina) en 1 000 individuos, aunque los investigadores advierten que el valor es
probablemente una subestimacién [9]. Todos los estudios en Perud, Chile y Argentina sugieren que las
amenazas se estan incrementando constantemente y presentardn un peligro para la sobrevivencia de la
especie en el futuro [2]. Es por ello que urgen medidas de conservacion a lo largo de toda su distribucion,
para lo cual es relevante basarse en estudios genéticos que determinen el nivel de la variabilidad genética y
las caracteristicas de la estructura poblacional.

El presente estudio, que cubre la distribucion peruana de la especie (Figura 2), pretende cerrar esta brecha
brindando los primeros andlisis moleculares referidos a este mustélido. El objetivo principal es cuantificar el
grado de variabilidad genética existente, dentro del contexto de su distribucion espacial, tratando de identificar
factores que podrian revelar procesos de interrupcion en el flujo de genes en la poblacion peruana de nutrias
marinas.

Los resultados de este estudio fueron publicados originalmente el 19 de marzo del 2010 en la revista cientifica
Conservation Genetics por Juan Valqui, Gunther B. Hartl y Frank E. Zachos bajo el titulo: “Non-invasive
genetic analysis reveals high levels of mtDNA variability in the endangered South-American marine otter
(Lontra felina)” [10] con el numero de acceso por internet: DOI 10.1007/s10592-010-0069-9. El estudio forma
parte de la tesis doctoral del primer autor en el Instituto de Zoologia de la Universidad Christian-Albrechts en
Kiel, Alemania.

METODOLOGIA

Colecta de muestras

El ADN de un individuo se puede obtener a partir de muestras de su tejido. La mayoria de métodos implican
la captura de individuos, lo cual a parte de representar problemas logisticos (la nutria marina es dificil de
avistar y por lo tanto también de capturar), puede perturbar a los individuos de por si hurafios. Es por ello que
en este estudio se decidié proceder con el analisis de ADN a partir de muestras de heces, que representa el
método menos invasivo.
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Entre agosto y septiembre del 2008 un equipo de 4 personas viajo en una camioneta a lo largo de la costa
peruana desde Vesique (9°12’S) hasta el puerto de Vila Vila (18°07’S), cubriendo mas de 1 200 km de litoral
dentro del rango de distribucion peruano de la nutria marina. Se colectaron muestras de heces de nutrias
marinas en 4 areas principales denominadas: Norte, Lima, Ica y Sur (Figura 2) las cuales estaban separadas
por tramos de costa no evaluada, distantes 340 km, 347 km y 370 km respectivamente. Se visitaron 25
localidades, tomandose un total de 87 muestras en 20 de ellas (Figura 2). Las heces fueron colectadas
principalmente en regiones de litoral rocoso (Figura 3), dentro de cuevas (Figura 4) y sobre rocas de la orilla
donde se encuentran las tipicas letrinas usadas por la especie para la marcacion. También se colectaron
muestras de botes en puertos. Se prefiri6 la colecta de heces frescas, pues el ADN se degrada
considerablemente después de pocos dias [11]. Las muestras se colectaron usando guantes quirdrgicos
(Figura 4) y cuando fue necesario, un brazo mecanico, luego fueron puestas en etanol de 96% dentro de
tubos de 50 ml y selladas con teflon. Fueron puestas en refrigeracion, para lo cual se portaba una caja
isotérmica con hielo (Figura 4). Entre la colecta y la refrigeraciéon no pasaban mas de 10 minutos. Después de
obtener los permisos debidos para su exportacion (aproximadamente 2 meses), las muestras fueron llevadas
a los laboratorios del Instituto de Zoologia de la Universidad Christian-Albrechts en Kiel, Alemania.

I

Figura 3: Litoral peruano Figura 4: Colecta de muestras en cueva

|

Procesamiento y andlisis de muestras

En el laboratorio se procedio a la extraccion del ADN mediante el QIAMP Stool Minikit y a la multiplicacién de
los genes estudiados mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Los
productos del PCR fueron secuenciados mediante el secuenciador automatico MegaBACE y las secuencias
obtenidas fueron alineadas y analizadas mediante el programa Bioedit [12] y colapsadas en haplotipos con el
programa FaBox [13]. Asi como es posible que en este analisis dos secuencias (haplotipos) idénticas vengan
de dos individuos diferentes (p.ej. dos individuos cercanamente emparentados pueden compartir un haplotipo
en genes mitocondriales), también se tiene que considerar la posibilidad de obtener pseudoreplicas, es decir
gue dos muestras diferentes con secuencias idénticas provengan de un mismo individuo. En este analisis se
procedié de manera conservadora y, considerando el rango de los individuos, se descartaron los haplotipos
idénticos que procedieran de menos de 5 km de distancia.

Con el programa DnaSP [14] se calcularon las siguientes medidas de diversidad:

la diversidad de haplotipos, que es la medida de singularidad de un haplotipo particular en una poblacion.
Su valor (h) est4 relacionado a la frecuencia de cada haplotipo presente en la muestra y al tamafio de ésta. h
describe la presencia de diferencias (variabilidad genética), pero no detalla en qué medida esta presente;

la diversidad de nucledtidos, que mide el grado de polimorfismo (variaciébn) genético dentro de una
poblacién. Su valor () esta relacionado al numero promedio de diferencias de los nucleétidos en un locus
(lugar en una secuencia) particular, entre dos secuencias elegidas al azar dentro de una poblacion. A
diferencia de h, m da una medida de variabilidad genética.

Ademas se utilizé el programa Arlequin [15] realizando un analisis molecular de variancia (AMOVA) para
detectar diferenciacion entre grupos muestrales. Para descubrir patrones de aislamiento por distancia se
realizd un test de Mantel con dos matrices: la del nimero de diferencias en los nucleétidos de cada dos
haplotipos y la de la distancia geografica entre los mismos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidén de secuencias genéticas de 24 individuos de Lontra felina.

41 de las 87 muestras tomadas lograron ser amplificadas en un fragmento de la regién control del ADN
mitocondrial. 4 de esas muestras no fueron incluidas por presentar fragmentos muy cortos, quedando 37
muestras secuenciadas. Esto significa un éxito de amplificacion de 43%, valor similar al de otros estudios
basados en la extraccion de ADN a partir de muestras de heces [16, 17]. Posteriormente se descartaron 13
de las 37 muestras debido a que procedian de una distancia menor a 5 km de otra muestra con idéntica
secuencia (posible pseudoreplicacion). Por ello se conté con un nimero final de 24 secuencias, asumiendo
gue cada una proviene de un individuo diferente. La secuencia obtenida para las muestras analizadas tenia
una longitud de 265 pb (pares de bases).

Primer registro de secuencias genéticas de Lontra felina en GenBank.

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucleotide), es un banco de datos que contiene
secuencias genéticas de mas de 100 000 organismos procedentes de estudios en laboratorios de todo el
mundo. La comparacién de las secuencias de este estudio con las secuencias existentes en GenBank,
mostraron la mas alta similitud con la especie Lontra canadienses, que no habita en el Per( y cuyas muestras
no son trabajadas en el laboratorio usado para este estudio, por lo que se pudo descartar la posibilidad de
contaminacién. En el analisis de las 24 secuencias se encontraron 11 haplotipos (Lf01-Lf11) (Tabla 1), que
fueron subidos al banco de datos con los nimeros de acceso: GU982296-GU982306.

Identificacion de la variabilidad de haplotipos (h=0.86) y de nucle6tidos (m=0.0117).

La diversidad de los haplotipos (h) y de los nucleétidos (1) calculada fue de 0.86 y 0.0117 respectivamente. A
pesar de ser una especie amenazada y presente en 3 paises, poco es lo que se sabe actualmente de la nutria
marina y su genética poblacional. El resultado més sorprendente de este estudio es, tal vez, la obtencién de
una variabilidad mitocondrial relativamente alta. Con 24 individuos analizados, se obtuvo mayor cantidad de
haplotipos en un fragmento corto de la regién control del ADN mitocondrial que la obtenida en un fragmento
mas largo en diferentes estudios de la poblacién de la nutria Lutra lutra, que vive en diferentes habitats de
agua dulce de Europa, Asia y Africa. Para esta nutria, Ferrando et al. [18] hallaron una diversidad de
haplotipos y de nucleétidos de h=0.16 y 1=0.0006 respectivamente, en un fragmento de 361 pb para la
poblacion europea. Stanton et al. [19] obtuvieron recientemente valores de h=0.73 y m=0.003, en 299 pb para
la poblacién de la misma especie en el Reino Unido, mientras que Finnegan y Néill [20] obtuvieron los valores
h=0,75 en 299 pb para su poblacion en Irlanda. Aunque las poblaciones de Lutra lutra son sin duda mucho
mayores —se registra mas de 10 000 individuos estimados solamente para la poblacién del Reino Unido [2]-
su diversidad de haplotipos y de nucleétidos es considerablemente mas baja que la de Lontra felina.

El empobrecimiento genético en Lutra lutra es incluso mayor al de otra especie de nutria marina que habita en
el pacifico norte (Enhydra lutris), que sufrié una pérdida en el nimero de individuos estimada en un 99%, pero
sigui6 mostrando valores de variabilidad de haplotipos de h=0.41 [21]. Son escasos los estudios que se
ocupan de la genética de las especies del género Lontra, pero en un estudio del huillin (Lontra provocax) que
habita rios y lagos del sur de Chile y Argentina, s6lo se obtuvo 1 haplotipo en el andlisis de muestras de 13
individuos [16]. En la especie Lontra longicaudis, que ocupa diferentes habitats riberefios en Centro y
Sudameérica, a partir de muestras de 20 individuos se obtuvo valores de diversidad de haplotipo de h=0.82,
gue estan en el rango de los valores obtenidos para Lontra felina en estudio, a la vez que se obtuvo valores
de diversidad de nucleétidos mucho menores (11=0.0049) [22]. Con este estudio se da indicios de que la nutria
marina es la de mayor diversidad genética entre las especies del género Lontra en Sudamérica [10].

Estructuras genéticas de la poblacion de la nutria marina en el Peru.

En los analisis no se detectd la existencia de aislamiento por distancia ni sub-estructuracion en el genoma
mitocondrial. Esto sugeriria que una reciente interrupcion en el flujo genético no ha resultado ain en una
diferenciacién a través de la deriva genética o confirmaria la existencia de un flujo de genes entre las
localidades con presencia de la especie. Si bien los efectos de la actividad humana son postulados como
causantes de la fragmentacién en poblacién de la nutria marina, la costa peruana tiene un caracter
fragmentado naturalmente. Aunque se asume que el rango individual comprende menos de 5 km [5], la nutria
podria presentar migraciones frecuentes en por lo menos algunos individuos. La adaptacion a su medio
fragmentado puede incluir una adaptacion evolutiva de comportamiento que permite el flujo genético en esta
condicion de fragmentacion y, por lo tanto, también representa una adaptacion a un nuevo factor de
fragmentacion de origen antrépico.
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7 de los 11 haplotipos hallados en este estudio, se encuentran en el grupo muestral Sur, mientras que en el
grupo Norte solamente se encontré 2 haplotipos. El haplotipo LfO8 esta presente en los 4 grupos muestrales,
mientras que 8 de los 11 haplotipos estan presentes en so6lo uno de los grupos (Tabla 1).

Tabla 1: Distribucion y frecuencia de los 11 haplotipos hallados, dentro de sus respectivas areas de muestreo.

Haplotipo . Grupo muestral Suma
Norte Lima Ica Sur
(9°13’'S — 10°05’S) | (12°28'S — 13°01’'S) | (15°26’S — 15°26’S) | (17°00’S — 18°07’S)
LfO1 - - - 3 3
Lf02 - 1 - - 1
LfO3 - 1 - - 1
LfO4 1 - - - 1
LfO5 - 1 - - 1
LfO6 - - - 1 1
LfO7 - 1 1 2 4
LfO8 3 1 1 3 8
LfO9 - - - 1 1
Lf10 - - - 1 1
Lf11 - 1 - 1 2
Suma 4 6 2 12 24

Recomendaciones para determinar la subestructuracion genética en la poblacion de Lontra felina.

El hecho de no encontrar aislamiento por distancia debe ser tomado con precaucién considerando la
metodologia, en la cual se excluyen secuencias idénticas dentro de un rango de 5 km. Presentando un punto
débil en la metodologia del analisis mitocondrial, por la exclusion se puede haber ignorado la presencia de
linajes maternales, considerandose como un solo individuo y sesgando la percepcion de cercania geogréfica
y similitud genética. En el andlisis, la ausencia de aislamiento por distancia sumada al nimero relativamente
bajo de muestras analizadas dentro de cada uno de los 4 grupos, obligd a descartar a éstos como subgrupos
poblacionales genéticamente diferenciados, debiendo ser considerados meramente grupos muestrales. Para
el andlisis de la estructuracion genética de la poblacion de la nutria marina se debe analizar un mayor nimero
de muestras y realizar analisis de microsatélites a partir de muestras de heces. También se puede considerar
realizar estudios de telemetria [23], aunque estos presentan una metodologia mas invasiva.

Sugerencia de medidas de conservacion.

Tal como figura en la Lista Roja de la IUCN [2] se predice que la poblacion de la nutria marina ir4 decreciendo
en los proximos afios, perdiendo su variabilidad genética. Por ello se recomienda elaborar medidas de
conservacion basadas en estudios genéticos de la especie. El presente estudio significa el primer paso en
ese sentido, en el Perd.

La Reserva Nacional Islas y Puntas Guaneras comprende un sistema de mas de 20 islas y 10 puntas y tiene
como obijetivo proteger mas de 100 000 hectareas de costa peruana. Aqui se incluye la proteccion de varias
especies amenazadas de aves (el pingiino de Humboldt, el potoyunco, el zarcillo, el piquero), mamiferos
marinos (el lobo fino, el lobo chusco, la nutria marina) y reptiles (tortugas marinas). Esta medida ayudara a
proteger a algunas meta-poblaciones de la nutria marina y garantizara hasta cierto punto el flujo de genes. Sin
embargo no considera la proteccién de la parte sur de la poblacién peruana, donde Mangel y Alfaro-Shigueto
[24] (en el 2004) han registrado regiones con elevado nimero de individuos: aproximadamente 90 nutrias en
55 km de litoral, que deberian ser consideradas en las medidas de conservacion, por ejemplo creando un
area protegida. Si se confirman las predicciones de disminucion de la poblacion y se detectan subestructuras
genéticas en la poblacion de la nutria marina, se podria incluso considerar la eleccion de individuos de zonas
de alta diversidad para el repoblamiento de zonas de menor diversidad o en las cuales la especie ya no esta
presente.

En las medidas de conservacion se debe incluir la educacién ambiental y la sensibilizacién de la poblacion.
Para asegurar que las medidas tomadas abarquen la distribucion total de la especie, éstas deben realizarse
en coordinacion con los paises Chile y Argentina.
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CONCLUSIONES

Este trabajo ha cubierto el rango peruano de distribucion de la nutria marina y representa el primer estudio
genético de la nutria marina en el Per(. A pesar de que se sabe que la nutria marina ha sufrido la influencia
de las actividades humanas en la costa peruana, los resultados muestran que su variabilidad genética es
relativamente alta. Esto podria deberse a la adaptacion de la especie a un habitat naturalmente fragmentado,
en cuya poblaciéon hasta ahora no se ha podido detectar una sub-estructuracion. Sin embargo, por el
constante aumento de las amenazas para L. felina y la prediccion de disminucién de su poblacién, se
recomienda tanto realizar estudios que profundicen los conocimientos sobre las estructuras genéticas
poblacionales, como la proteccién de la especie, en especial en el extremo sur de la costa peruana.
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