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Antecedentes Por:

l. Objetivo gen.tía.!
Caracterizar la. variabilidad ge~nétl(~l..ele la población silvestre (le ~4,r.---:: mac ao e!1 Costa

Rica pa-a establecer políticas (le manej (}y conservación de esta especie;

= Recolectar muestras de plumas, sallgre o heces de individuos
poblaciones silvestres ele CostaRica,

- Determinar las relaciones (le parentesco entre individuos silvestres (le -,,4,r(2" ~I

de las muestras analizadas,

genética. poblaciones si lvestres obtenidas ell el presente
proyecto con individuos en cautiverio ele otros estudios,

...Determinar el sexo ele ios individuos analizarlos,

Formular recomendaciones apartir de la. información generada IJfU"11el mejoramtento
conservación de la ii '!i • rpo m acion

Duración original del proyecto: 08 s/03/0"7 al 31./05,/08

3. Períodos de ampliación de vicencia en caso ele

4. Investigadores y carga académica
Gustavo Gutiérrez ESIJeleta;> Ph. I17 1nvestigador principal, 1...8 te
Kenneth Madriz Ordeñana, sin (~arga-
Henr)7 Soto Muñoz ..sin carga
Julio Sánchez Pérez, sin carga.

¿C;ÓIII0 se hizo y qué se hizo para ejecutar el proyecto?
, ,

metas v el
porcentaje de

4 .. •• ~

logro total al



Se colectaron 39 muestras (le plumas de lapas el} cautrverio, provenientes del zooave
y 35 muestras ele heces secas )! fi"escas ele lapas silvestres, A estas muestras se le
realizaron (íos tratamientos: la. mitad ele la. muestra se l)reSe!,,\ló en etanol \;-
mitad 110 se le adicionó ningún reactivo.

L~
1~¡.otra.

Se probaron elos métodos ele extracción para plumas con el Kit Nuclospin Tissue ":/ta.rnbié:n
eÍ método de Wizard (Prornega) para tejido. En ambos casos se ohíuvieron excelentes
resultados, De las 39 muestras ele plumas, se obtuvo 36 ..t~J)Ns (te !11U~lbuena calidad, IJe
tres plumas 110 file l)osil)le obtener i\T)N? asunumos ql!e se (lebe a.la rttlSeIlcia. de células en.
el extremo de la pluma

Para. la. extracción de heces se probaron los métodos Wizard ele prome ga. )! el ~~it lJlalnlP"'!.~')
DN",.:\ stool (Qiagen], el segllHclo cia. nlejores reSlIlta.cios. (;011 arnl.Jos métodos, ele las
111l1eSrl~l.Sele heces, se obtuvo 15 ~J.J)Ns (le buena calidad (42~fh). Hay (fue repetir los
procesos de extracción para las otras muestras.

Meta: Establecer relaciones de parentesco entre las (los poblaciones estudiadas .
...Aunque se tienen a121l!10S (latos moleculares, no se I)uede estshlecer este tiro (le
relaciones, Se necesitan ele la. totalidad ele datos para todos los iniciadores para todas
muestras, Ver adelante.

Meta: determinar ."....... .diterencías entre '1 .
IJOOlrtCI one s (le comp arar estos

C011108 estudios (llle incluyen individuos en cantiverio,
L,08 individuos el1ca.1Jtiv·erio serán analizados en este mismo estl!dio~ Se ¡::rrobarorl tres
iniciadores fluorocrornados C~T21"(;T43 y (;T'74 en las muestras (le plumas (población el1

(;T21: se obtuvieron los gen.otil)OS de 18 individuos (~Ar)Ns de plumas) y' se identificaron
seis alelos diferentes,

obtuvieron los genotipos de 21 identificaron
seis aleles diferentes.

CT74: No se hapodido ampnticar este marcador, })ese a.!111!cll0S intentos realizados.

• Correr eSTOS últimos tres iniciadores IJara..todas las muestras ele pluma ..s "'l heces.
.• Probar dos iniciadores sin fluorocrornar ~.1~gCiT31~l~i1<g{3T83?¡)[U'11. deternJ.lllar si son

pol imórticos. Si lo son, correr estos dos marcadores pa-a todas las muestras del
estudio.

Meta: Establecer el sexo (le tocios los individuos muestreados.

Hay (fue esperar los resultados moleculares 1)arel. intentar algo e:n este sentido.



6. Los métodos o los procedimientos utilizados
Colecta de muestras

Dado (fue el objeto ele estudio es la población silvestre de -<4ra: rrts.c..L.·CiJ ..J •• larecolección de
muestras se realizó principalmente en las dos localidades donde se encuentran las poblaciones
silvestres de 1113.)'01" tamaño en (;0 sta Rica: los alrededores del Parque Nacional Ca-ara y oer
ParCfue Nacional Corcovado,

Considerando que las pa-ejas de lapas rojas de
mes de diciembre la cual se prolonga por 24 a 28 dít~'3,

mtctan la incubación en
además de (fue las crías permanecen en

el :n1(10durante tres !11eSeS~el muestreo se llevó a cano en. los rneses
Originalmente, se pensó que las muestras fUe!illl principalmente plumas (le pichones o ele
adultos que fueran tornadas directamente de 111(!OS previamente reconocidos y ubicados IJor
funcionarios ele organizaciones o parncuteres de la. comunidad local, Sin embargo, tanto
ubicación de los rudos corno la. escalada liara. su acceso, fue dificil ele coordinar COIl

personas ele la. comunidad local, esta. file la.fase más diílcldtosa.ciel proy'ecto.
Se IJeI1SÓ tomar un registro (le ca-la. nido maestreado con la. sigl!iente inloi111ación.:

1ocahzaci ón sitio mediante posicionamiento satelital (GPS), fecha ele muestreo ..
condiciones del nido ..condición ele Íos pichones (tamaño y peso}, condición ~=lelos padres (en
caso (le ser observados), e&l:Jecie del abol el} cIue se encuentra el 111(!0,; alturay orientación (le
la entrada del nido,

Además (le phanas se colectaren Il1llestras de heces, las cuales fueron obtenidas dentro
o fuera (le la época (le anidación, Se coloca"o!} láminas (le plástico c!e!¡)[!io ele los firboles (bucle
se alimentaban las lapas jl se conserva'on las heces en etanol el1tubos de plástico,

También se recolectaron muestras provenientes ele ii].(li\ri(hJC~s ele Ara rrrur.o:

decomisados o (lile se encontraban en cautiverio, (fue !layall nacido en el medio s11..•vestre v su
zona (le procedencia fuera conocida,

Extraeelón del ADN genónlico
Para la. extracción (le ~AJ)Napartir (le muestras de plumas, se tornó el

la.pluma) que es la. porción (fue contiene residuos ele céltda,.~del ave, apatir
cáramo {base
del cual el j.D.~nN

11" ~se reanzo siguiendo ei protocolo de Extractlvlaster Fecal FxtractioIl ¡(It .. ~. .
(.el)l centre

Biotechnologies), L,3.calidad del i:lJ)N extraído se verificó mediante elecjroforesis en zeles ele
agarosa teñidos con brO!111irO de etidio, luego se cuantificó por espectrofotometría y se
conservó a. ,..2(FC;. De todas las rnuestras biológicas cbteni(ias~ se clasificaron 40 .át\I}!,-J"s corno
ele buena. calidad, )7 fueron los que se procesaron para los análisis ele microsatélites,

microsatélites <lile SOí1 altamente infbrrnati~los. Russello et al (200 f\ ~l

hen descrito 14 marcadores e:n total ¡:Jara.las especres -<4n··¿~~ZZC~¡.F1.(Z

El levantamiento ele perfil es marc actores

respectivamente, de loo cuajes cuatro marcadores son informativos I:1ftt11.1a. especie en. eSbJdio,
-<41~2 P;·Fk2Ctl.r.J. Los iniciadores e orresp ondiente s fueron evaluados prelíminarmente COl1

resultados positivos tanto para -<4r~2 macao como para ../i;¡=-"a: e:n.Costa RiCF:i. e:n el
L,al)oraiorio BioTécnica., Se intentó correr algunos microsatélites COI! los sigllientes resultados,



Análisi s genético
La interpretación

iníorméticos Genescan y

,
(le los pttilles utilizando los programas

se procedió a calcula lasGenotyper 3.1 de PE Bios)'sterns. No
frecuencias alélicas, distancias genéticas y equilibrio de
suficientes resultados,

(fue l' -Ji:no IlUDO

Los resultados ele la.presente investigación concernientes a la población silvestre de
macao fe trftrarán. (le comparar con los datos del estudio de la. variabilidad 1gen~ética,(le

misma eSI)ecie en cautiverio realizada I)O¡-el Dr. Kenneth Madriz :··l los que genera.l11.la Lic.

IT:n prohl ema importante ql!e se presentó :/ que aún vernos las COnSeC1JenClaS., :füe
que (le agosto del 200-7 ala terc-era. ~!11~111a-ele enero del 2009, el ...¿!~F;I 310 ele la Escuela. ele
Biología. estuvo fuera ele servicio, es decir, casi toda. la. '\ligen.cia- de este proyecto, E-sto
atrasó drásticamente los avances en la. pcute molecular al extremo que se tuvo que paralizar
este ,Y otros proyectos en. 81Jtotalidad, 3l~l(fue no llabían f011(108 Sllficientes para cornprar el

CIBC;:rv~I)ero 110 la- totalidad . Además, muchas (le estas corridas tuvieron (Iue repetirse
:HO obtenerse resultado alguno o por ser inconsistentes, es decir, se repitieron algunas
muestras .Ylos resultados no eran los rnisrnos.



Resultados
8~ Los logros o resultados más relevantes

1111ade las muestras analizadas.
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Al utiljzar algtliloS (le estas muestras corno controles en otras se el1contraron
resultados inconsistentes, Por ejemplo, si las corridas se hicieron eil el ...f\BI 310 se
obtuvieron resultados homocigotos ":l si se corrieron e:nel i1..RI 3100 eral} heterociaotos
para la. misma muestra, Ante esto? se tornó la. decisión de repetir absolutamente todos
los PC~Rv correrlos en un mismo aparato.

9. Trabajos de graduación y presentaciones hechas en congresos o senunarios, en el
caso (le (lile los lrubiera""

.l~,...iko Takahashi, estudiante ele maestría cie Agronomía, I)milClIJÓ eIl la coleCC1011~

análisis ele laboratorio )' de datos ele algunas de las muestras incluidas en este infórrne
.• '" •• • .• - ~ • - .;¡ -

ella. decidto :Hü continuar CO!l este estudio.
Fernando Vil 1anea Guevara, estudiante ele licenciatura- cle Biología, continuó con el
mismo, COlIjO su proyecto de graduación ele licenciatura. Sin embargo, recibió una oeca-
para- ha-cer estudios de doctorado y no continuó con el proyecto,

10. Las observaciones o recomendaciones
Se procede a-entregar este informe fi!lall)ar~t cerrar formalmente el proy-ecto,; !Jero
continuaremos con la-generación ele elatos ~lsus respectivos análisis I)["!ra-,lf~rsi
podrían conducir auna puhlicacién,

11. P1JBLIC;.tL\C;ICrt~E-S: 1"Jose ha concluido co:n Ía-getiera.cióil (le flatos y' por taJlto COi!
el anáhsis, IJor lo ql1e no se ha p o(11(10 elaborar I)ulJlicaclones sobre el provecto.

Informe Financiero
12. La. \71 aportó únicamente 8 horas asistente J{ , ";¡ iIieses para el año 2007. Hubo

aportes económicos por parte (lel Dr. Christopher Vaughan, IJniversidad (le
Wisconsin, Del)~_of Wildlife Ecology y (le la-estudiante Aiko Takahashi, Estos
aportes se utilizaron ell la. cornl)ra, (le reactivos de iaba"atorio, eS1)ec:iÍic:arnel1te los
iniciadores específIcos ele . ."maca:..~;")7 los rea.ctl\lOS
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