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Informe Final

El objetivo general de este proyecto de investigación es el de determinar la paternidad
de plántulas y semillas de una población de Caryocar costaricense, con el fin ampliar
conocimientos sobre el flujo génico, la dominancia reproductiva y la estructura de
población esta especie.

A seguir se detallan los avances obtenidos durante el período de extensión del proyecto,
de Junio 2006 a Junio 2007:

l. Como había sido informado anteriormente, los resultados obtenidos no
permitían alcanzar plenamente los objetivos del proyecto, ya que la cantidad de
variación alélica encontrada en Caryocar costaricense a partir de imprimadores
de microsatélites desarrollados para C. brasiliense no era suficiente para realizar
análisis de exclusión de paternidad dentro de la población en estudio.

2. Durante este período hemos aprovechado una oportunidad valiosa para
desarrollar microsatélites propios para esta especie, dando la posibilidad de
obtener imprimadores que revelaran loci con mucho mayor variación que los
obtenidos hasta ahora. Esta oportunidad se abrío con el curso "Tools for
Developing Molecular Markers Workshop", del Interdisciplinary Center for
Biotechnology Research, de la Universidad de Floridad en Gainesville, USA,
durante los días del 3 al 7 de abril del 2006. En este curso los asistentes tienen
oportunidad de preparar librerías de fragmentos de ADN enriquecidos con
microsatélites de la especie de su escogencia. Con apoyo de la Vicerrectoría de
Investigación se envió al técnico Federico Hernández, de la Escuela de Biología,
para desarrollar estos procedimientos con ADN de C. costaricense. Se hicieron
arreglos con el personal del ICBR para secuenciar los clones positivos para tres
secuencias tipo microsatélite, utilizando las facilidades de secuenciación de ese
laboratorio, que nos permitiría realizar este trabajo a un costo mucho menor al
posible en Costa Rica.

3. Como resultado de esta pasantía, se aislaron 50 clones de C. costaricense que
presentan las secuencias GA, CA y GAT. Estas secuencias fueron enviadas a
Costa Rica donde se procedió a la búsqueda de secuencias de microsatélites
dentro de los clones, diseño de primers y prueba de variación en esas regiones
para su selección en el análisis definitivo.

4. Se analizaron los productos de la PCR de 27 pares de primers diseñados para
secuencias que contenían posibles micro satélites, derivados de los 50 clones
mencionados anteriormente. Los productos de PCR fueron analizados en
agarosa Metaphor de alta resolución, con el objetivo de detectar variación entre



fragmentos con esta técnica que pudieran pronosticar un grado de variación
aceptable para su uso como marcador genético. El análisis de los productos de
PCR de los 27 pares de primers nos permitió seleccionar 12 pares de primers en
los que se observó algún nivel de variación en el gel de agarosa, y de los cuales
se solicitaron los primers fluorocromados colocados a la izquierda del gene para
estudiarlos en el Analizador Genético ABI3100 del Centro de Biología Celular
Molecular de la Universidad de Costa Rica.

5. Finalmente, de los 12 de pares de primers estudiados con este equipo, sólo 4 han
mostrado niveles de variación aceptables con picos claramente definidos. Los
datos de variación para estos 4 loci, a partir del análisis de 20 individuos, en su
mayor parte adultos, se presentan en la tabla siguiente:

Marcador No. alelos Heterocigosidad
805
D07A
D07e
809

6
4
4
3

0.740
0.583
0.281
0.590

Es de esperar que estos niveles de variación aumenten con el tamaño de muestra.

6. En este momento se continúa el análisis de más secuencias de clones para
detectar un mayor número de marcadores genéticos con niveles más altos de
polimorfismo. Se espera llegar a tener por lo menos 3 marcadores más que
permiten aumentar el poder de exclusión de paternidad de la combinación de
todos los loci. Se espera obtener estos marcadores en los próximos 6 meses.
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