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RESUMEN

El proyecto tiene como objetivo principal conocer la variabilidad genética del mono titi
(Saimiri oerstedii) en Costa Rica ademas de sus implicaciones en la conservacién de
esta especie; debido a que se le considera como una de las especies amenazadas o

vulnerables a desaparecer.

Para ello se utilizaron marcadores de ADN llamados microsatélites, cuyas
secuencias se amplificaron utilizando la técnica de PCR. También se estimaron las
variables morfométricas de cada individuo y se determiné la dosis de droga mas

adecuada en el proceso de captura.

Entre los resultados principales se obtuvo que la especie presenta baja variabilidad
genética, lo que compromete su existencia a corto plazo. El marcador AP68 no
amplifica para esta especie contrario al AP74 con el se obtuvieron tres alelos. En
cuanto a la dosis de droga para la captura se recomienda utilizar una dilucion 3X de
Zoletil 50.

Se recomienda incluir mas marcadores para completar la informacion acerca de la
diversidad genética del S. oerstedii. El analisis debe ser reforzado con un mayor
numero de muestras, para que se elabore un plan de conservacion del mono titi de
forma urgente, que contemple tanto el aspecto genético, como el estado de salud y el

ecolégico de este primate.

Palabras clave: microsatélites, mono titi, PCR, variabilidad genética, marcadores de

ADN, especie en peligro, Saimiri oerstedii oerstedii, Saimiri oerstedii citrinellus.



ABSTRACT

This main objective of this project is to learn about the genetic variability of the titi
monkey (Saimiri oerstedii) in Costa Rica and to study its implications in the

conservation of the species, since it is considered an endangered species.

To this end, DNA markers, called microsatellites, were used. The microsatellites
sequences were amplified using the PCR technique. Morphometric variables of each
individual were estimated, along with the correct amount of drug to be used for their

capture.

During this study, it was discovered that the species has a low genetic variability,
which compromises their long term survival. Discovered that the AP68 marker does
not amplify this species; the AP74 marker however yielded three alleles. The

recommended dosage of drug to capture the monkeys was a Zoletil 50 dilution 3X.

It is advised to utilize more markers to complete the information about the genetic
variability of the S. Oerstedii. This analysis should be reenforced with more samples,
so that a plan for the conservation of the titi monkey can be created. This plan should

contemplate the genetic aspects, as well as health and ecological issues.

Keywords: microsatellites, titi monkey, PCR, genetic variability, DNA markers,

endangered species, Saimiri oerstedii oerstedii, Saimiri oerstedii citrinellus.
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1. Introduccioén

Las amenazas que afectan la vida de los primates no humanos varian segun la
especie y entre las regiones (Mittermier, 1986). La deforestacion, junto con la caza y
el comercio ilegal, amenazan la sobrevivencia de los primates silvestres que viven en

las regiones del trépico (Gutiérrez-Ezpeleta, 2000).

Una de las especies amenazadas o vulnerables a desaparecer es el mono titi
(Saimiri oerstedii) (CITES, 2003), que habita en los bosques de Costa Rica y
Panama (Wilson, 2002; Wong, 1990a; Boinski, 1999). Otras especies del género se
encuentran en América del Sur, en un area limitada por Colombia al oeste y la
cuenca del Amazonas y las Guyanas al este (Wong, 1990a). La separacion entre las
especies de América Central y las de América del Sur se estima que es de unos
900km (Morera, 2002).

En Costa Rica existen dos subespecies de este género: S. oerstedii oerstedii y S.
oerstedii citrinellus (Wilson, 2002). La subespecie S. oerstedii citrinellus se distribuye
en las tierras bajas del Pacifico Central (Parque Nacional Manuel Antonio), mientras
que los S. oerstedii oerstedii al sur de la vertiente pacifica (Parque Nacional
Corcovado) (Happel, 1986). La altitud promedio del habitat de estos primates se
encuentra entre los 0 y 300 msnm, aunque se han localizado hasta los 500 msnm

(Arauz, 1993; Parque Zoologico Simon Bolivar, 1997).

Tanto S. oerstedii oerstedii (endémico de Costa Rica y Panama) y S. oerstedii
citrinellus (subespecie endémica de Costa Rica) se consideran en peligro de
extincion, principalmente por la pérdida de su habitat, el desarrollo de infraestructura
hotelera y por su captura y venta como mascotas (Cropp y Boinski, 2000; Saénz,
1992; Carrillo et al, 2000). La especie esta protegida y regulada por la Ley de
Conservacién de la Vida Silvestre No. 7317, la Ley Organica del Ambiente No. 7554
y el decreto No. 26435-MINAE (MINAE, 1999).
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Ademas esta incluida en el Apéndice | del Convenio sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES, 2003).

En general, los esfuerzos de conservacion en Costa Rica han sido principalmente
dirigidos a la creacion de parques nacionales y areas protegidas (Mena y Artavia,
1997). Sin embargo, esta estrategia no garantiza la conservacion a mediano y corto
plazo de las especies de primates y otros animales dentro de las areas protegidas
(Gutiérrez-Ezpeleta, 2000). Es necesario complementar estos esfuerzos con analisis
de la diversidad genética, en conjunto con los estudios ecolégicos que ya se han
llevado a cabo en ciertas especies silvestres. Aunque se han realizado algunos
estudios de diversidad desde los afios 50-60, se han enfocado principalmente hacia
la citogenética y, en menor grado, hacia analisis en isoenzimas y de ADN, por lo que
en el pais solo existen estudios puntuales y modestos y la informacion al respecto
esta dispersa (MINAE, 1999).

Los estudios en los primates podrian también ilustrar el impacto que han tenido la
deforestacion y la efectividad de los esfuerzos de conservacion en la preservacion de
la biodiversidad, particularmente en poblaciones animales (Gutiérrez- Ezpeleta,
2000), de ahi la relevancia de este tipo de investigaciones y el gran aporte que

podrian hacer en el area de conservacion.

Uno de los propdsitos del presente estudio fue determinar el grado de variacion
genética entre individuos de las poblaciones de Saimiri en Costa Rica. Estos
resultados se obtuvieron por medio de la utilizacibn de marcadores llamados
microsatélites o STRs, cuyas secuencias se amplificaron utilizando la técnica de PCR

(Reaccion en cadena de la polimerasa).
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Este proyecto es uno de los cuatro componentes del programa de investigacion
“Variabilidad genética y determinacién del estado de salud del mono congo (Alouatta
palliata), del mono colorado (Ateles geoffroyi), del mono titi (Saimirii oerstedii) y del
mono cara blanca (Cebus capucinus) de Costa Rica: implicaciones para la
conservacion de estas especies’, realizado por un grupo de investigadores, en su
mayoria de la Universidad de Costa Rica; bajo la coordinacién del Dr. Gustavo A.
Gutiérrez Ezpeleta (Biologia, UCR), cuyo propésito es cuantificar la problematica de
las especies de primates en Costa Rica para proponer un plan de conservacion para

ellas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

e Caracterizar la variacion genética de la especie (Saimiri oerstedii) en las

poblaciones de Costa Rica, usando loci de microsatélites (MS).

Otros objetivos generales que se generaron durante la realizacién del proyecto

fueron:

o Estimar las medidas morfométricas de los individuos muestreados.
o Determinar la dosis de la droga ideal empleada que presente mejor resultado
en la captura de monos titi (Saimiri oerstedii) para extraer las muestras de

sangre.

2.2. Objetivos especificos

e Recolectar muestras de sangre de S. oerstedii de diferentes regiones de
Costa Rica.

e Extraer y purificar el material genético (ADN) a partir de las muestras de
sangre de S. oerstedii recolectadas.

e Amplificar el ADN probando los marcadores microsatélites AP74 y APG8.

14



3. Revision de literatura

3.1. Antecedentes de Primates del Nuevo Mundo

El orden Primates es uno de los grupos mas antiguos; sin embargo, su registro fosil
es muy incompleto, posiblemente, porque que la formacion de fésiles en las areas
tropicales ha sido mas dificil que en las zonas templadas. Los Primates se derivaron
de los insectivoros y algunas de las primeras familias de primates fueron dificiles de
clasificar por su poca divergencia del plan original de los insectivoros; de esta forma,
los primates o monos componen el punto final de una rama destacada desde sus

origenes en el arbol filogenético de los mamiferos (Mora, 2000).

Los listados recientes de primates vivientes dividen a los monos del Nuevo mundo o
primates neotropicales (subfamilia Platirrini, superfamilia Ceboidea) en 15 géneros.
Estos géneros con base en juzgamientos tanto por evidencias morfoldgicas (fosil y
neontoldgica), como por evidencia de ADN molecular constituyen siete grupos
monofiléticos o clados, separados unos de otros desde el oligoceno tardio hasta los
tiempos de la mitad del Mioceno, hace unos 25 y 17 millones de afos (Escobar,
2002). Estos siete clados se agrupan dentro de tres familias, una de ellas es la
Cebidae, con la subfamilia Cebinae que incluye el género Saimiri (Robinson, 1987).
La divergencia del género Saimiri se estima entre 16.5 a 19 millones de afios (Cropp
y Boinski, 1999).

En la familia Cebidae existen 58 especies comprendidas en 11 géneros, que se
localiza desde el noroeste de México hasta el norte de Argentina (Mora, 2000). En
Costa Rica existen cuatro de estas especies las cuales son: Allouatta palliata, Ateles

geoffroyi, Cebus capucinus y Saimiri oerstedii (Wilson, 2002).
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3.2. Descripcion de las subespecies del Género Saimiri presentes en Costa
Rica

Las dimensiones del S. oerstedii son: longitud de cabeza-cuerpo 26.6 - 29.1 cm, cola
36.2-39 cm, longitud del pie 7.6-8.6 cm (Mora, 2000). Su peso oscila entre 0.5-1.1
Kg (Robinson, 1987; Mora, 2000). La hembra es mas pequefia que el macho (Reid,
1997).

La espalda, la parte inferior de las piernas, las manos y pies son de color naranja, los
hombros y caderas son olivaceos (Mora, 2000). El pelaje de la espalda es un poco
largo y con elevaciones (Emmons, 1990). En la cabeza tiene un capuchoén negro, el
hocico es negro y la cara presenta como una mascara blanca; el macho posee las
mejillas y el capuchon mas palidos que la hembra; las orejas y la parte lateral del
cuello son blancas (List y Solano, 2001). La cola es olivacea con la mitad distal
negra y en la punta posee un pequeno mechon, la cola no es prensil (Muioz, 1990).
La barbilla y cuello son blancos, el resto de las partes inferiores del cuerpo son
naranja palido (Mora, 2000). Son los unicos monos pequefios en Centroamérica con
hocico negro y mascara blanca (Emmons, 1990). S. oerstedii citrinellus presenta una
coloracién mas palida y grisacea que S. oerstedii oerstedii, localizada en la zona sur,

principalmente el Parque Nacional Corcovado (Boinski, 1997)

3.2.1. Distribucién geografica de las sub- especies

S. oerstedii citrinellus se localiza principalmente en el Pacifico Central de Costa Rica
(Wong, 1990) y se distribuia originalmente en las tierras bajas del Pacifico central,
donde el Cerro Herradura (9° 40°N, 84° 35°0) y las montafnas de Dota (9° 37°N, 84°
35°0) fueron los limites en el borde noroeste, mientras que el Rio Grande de Térraba
(8° 25°N, 84° 25°0) era el limite sur (Arauz, 1993) (Fig 1). La distribucion actual
comprende la misma zona pero se encuentra muy fragmentada, siendo el Parque

Nacional Manuel Antonio la uUnica area protegida (Wong, 1990).
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Los limites de la distribucion actual se encuentran entre los Rios Parrita y Naranjo: al
noroeste Rio La Gloria a inmediaciones de la Quebrada Amarilla y al sur los
manglares ubicados a inmediaciones de Coronado y el Rio Grande de Térraba
(UICN/SSC, 1996; Fernandez, 1997).

S. oerstedii oerstedii se localiza desde la provincia de Chiriqui en Panama (8° 58°N,
83° 39°0) hasta el Pacifico Sur de Costa Rica (8° 58N, 83° 39°0) (List y Solano,
2001).

Costa Rica

Parque MI.
Antonio

_______

Océano Pacifico T

Peninsula de
Azuero

Distribucién original de S. o. citrinellus

B Distribucion original de S.o.oerstedii.

[ 4] Distribucion actual de S.o.citrinellus.

Figura 1. Mapa de distribucién geografica original del mono titi (S. oerstedii) en Costa Rica (Fuente:
Wong, 1990a).

3.2.2. Tipos de habitat y habitos alimenticios del Saimiri oerstedii

Los monos del género Saimiri pueden vivir en una gran variedad de habitats como
son: los bosques primarios, secundarios, manglares y bosque de galeria. También
forrajean en zonas de cultivo ubicadas a lo largo de corrientes de agua (List y
Solano, 2001).
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Los bosques caracteristicos de distribucion en Costa Rica pertenecen al piso basal y
premontano de la region tropical; de ellos el bosque humedo y el bosque muy

humedo premontano ocupan la mayor parte de la zona (Boinski, 1987c).

El habitat mas adecuado para los Saimiri oerstedii probablemente sea aquel que esté
compuesto por una mezcla de diferentes tipos de vegetacion, entre los que destacan
el bosque secundario maduro o el bosque primario y bosque secundario con arboles
frutales (Wong, 1990b).

Son primates frugivoros e insectivoros y pueden agregar un suplemento adicional de
hojas, nueces, semillas, bayas, yemas, flores, resinas, aracnidos y pequenos
vertebrados, aprovechan dos tercios o tres tercios de dia buscando alimento
(Notman, 1988).

El tipo de habitat mas utilizado por S. o. citrinellus del Parque Nacional Manuel
Antonio es el bosque secundario donde pasan el 50% del tiempo y utilizan el bosque

primario en menor grado (0-7%) (Wong, 1990 a).

En el Parque Nacional Manuel Antonio depende en gran medida de frutas cultivadas
por el hombre (guaba, banano, mango, maiz, guanabana). Ademas, las plantaciones
de palma africana constituyen una importante fuente de alimento en el sentido de

que la espesa maleza que crece en el tronco de las palmas de mayor tamafio y en el

suelo sirve de refugio a una gran variedad de invertebrados (Arauz, 1993).

Las actividades mas frecuentemente desarrolladas por S.o.citrinellus son forrajear
cerca del suelo y viajar. Esta ultima actividad aumenta al final de la estacion lluviosa
cuando hay mayor escasez de alimento, por esta misma razén, el descanso

estacionario disminuye (Boinski, 1989).
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El habitat preferido por los S. o. oerstedii es el bosque secundario; y durante la época

lluviosa, el bosque primario y tardio (Boinski, 1987b).

En Corcovado, los S. o. oerstedii se alimentan principalmente de larvas de
escarabajos, mariposas, saltamontes, huevos de aves, frutas, néctar de flores y
vertebrados pequefios como lagartijas, aves, ranas y neonatos de murciélagos
(Boinski, 1986).

Sin embargo su dieta esta determinada por la cantidad de alimento disponible, de ahi
que la época lluviosa es un periodo de escasez de alimento porque se reduce la
abundancia de artropodos a causa de la disminucion de follaje tierno comestible y la
disminucion del tiempo de actividad de los artropodos debido a las fuertes lluvias, por

lo cual aumenta el consumo de frutos y flores (Boinski, 1988.; Wong, 1990b).

3.2.3. Aspectos poblacionales y de comportamiento generales.

El mono titi se caracteriza por ser diurno, arboricola y social. Su caracter social se

refleja en la formacion de grupos de 20 o mas individuos (Mora, 2000).

El S.o.citrinellus, bajo condiciones naturales, vive en tropas formadas de 22 a 66
individuos, en promedio 30 individuos; de ellos 35% son hembras adultas, 27%
infantes, 25% juveniles y 12% machos adultos (Wong, 1990b). Su ambito de accion
varia entre 35 a 63 ha, dependiendo del tamafio del grupo y del habitat utilizado
(Wong, 1990a).

En Corcovado, el S.o.oerstedii forma grupos de 38 a 45 individuos que ocupan entre
79y 110 ha (Boinski, 1987b).
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En general, las hembras alcanzan su madurez sexual a los 2.5 a 3 afos de edad y
los machos a los 4 anos (Matamoros y Wong, 1996). Como la gestacién tarda 6
meses, las hembras producen la primera cria alrededor de los 3 afos (UICN/SSC,
1996). Tienen una cria por gestacion y el sistema de apareamiento es poligamo
(Mora, 2000).

Los nacimientos se dan principalmente en la estacion lluviosa (List y Solano, 2001).
En 1990 la tasa de natalidad fue de 76 % (Wong, 1990b). En 1996 se estimd que la
natalidad variaba entre 57-89%, pero la proporcion de hembras que se reproducen
cada ano es 90% con algun porcentaje de mortalidad de las crias después del
nacimiento; existe un limite bajo de mortalidad juvenil de un 25% (List y Solano,
2001).

Los machos son muy agresivos durante la competencia por las hembras e incluso se
hieren unos a otros (List y Solano, 2001). Mientras no haya una relacién fuerte entre
dominancia y éxito de la monta entre los machos reproductores, los subadultos o
machos subordinados son alejados y no pueden reproducirse (List y Solano, 2001).
Su periodo de vida es de 20 a 21 afos; la probabilidad maxima de vida en
condiciones naturales es 10 afos; entonces el tiempo de generacion podria estar
entre 3 y 8 afos (Matamoros, 1996). En cautiverio se ha reportado que viven hasta
25 afos ya que tienen menor competencia, depredacion, problemas ambientales,

enfermedades, carencia de alimento y otros factores (List y Solano, 2001).
Las poblaciones de individuos informados para Costa Rica son muy variables

(Cuadro 1); las diferencias entre los calculos hechos por los diferentes autores

pueden deberse al método de estimacion utilizado (Matamoros y Wong, 1996).
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Cuadro 1. Numero estimado de individuos presentes en el Parque Nacional Manuel Antonio,

Parque Nacional Corcovado y Costa Rica.

Fuente Cantidad de individuos reportados. Sitio
1984 (Vaughan, C) 186 Parque Nacional Ml .Antonio
1987 (Boinski, S)c 300 Parque Nacional MI. Antonio
1990 (Wong, G)b 581 Parque Nacional MI. Antonio
1990 (Wong, G)a 2000 Pacifico Central
1994 (Boinski, S) Menos de 200 Parque Nacional MI. Antonio
1994 (Boinski, S)b Mas de 500 Parque Nacional Corcovado
1997 (Boinski,S) 1246 Parque Nacional Corcovado
1996 (PRMVS-VII) 1475-1859 Costa Rica
1996 (Matamoros,Y) 2000 Costa Rica
1997 (Boinski, S)b Menos de 4000 Costa Rica
2003 (Echeverria, P) 1500 Pacifico Central

3.3. Estudios genéticos realizados en algunas especies de Saimiri.

La mayoria de estudios realizados han sido meramente dirigidos hacia aspectos
ecologicos de estas especies. Sin embargo se pueden encontrar estudios realizados
a partir de material genético, como el de Cropp y Boinski (1999 y 2000) utilizando
trozos del genoma del ADN mitocondrial, con los que lograron diferenciar especies
de Saimiri para usos biomédicos. Ademas combinando la informacion con la
evidencia de fésiles comprobaron que la especie Saimiri presente en Centro América
no habia sido producto de introduccion humana, aparte de determinar las relaciones

filogenéticas entre seis especies del género.
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Entre los estudios genético poblacionales mas importantes, cabe citar el de
Banguera y colaboradores (2002) realizado con S. sciureus y S. boliviensis (10
individuos de cada especie) en Colombia. Ellos utilizaron los microsatélites AP74,
AP68 y AP40 en sus estudios. El locus AP74, que es altamente polimérfico, mostro
16 alelos diferentes para S. sciureus; los otros microsatélites no mostraron
resultados. Ademas, en este estudio determinaron que los niveles de diversidad
genética en S. sciureus macrodon y S. boliviensis peruviensis en la coleccion de

Iquitos oscila entre H=0.39 y 0.56.

Ruiz (2000) trabajé en S. sciureus con el uso de ocho microsatélites (D5S111,
D5S117, D6S260, D8S165, D14S51, D17S804, AP74 y AP40), el AP40 resultd
monomorfico (176 pb), seis de ellos (D6S260, D8S165, D14S51, D17S804, AP74 y
D5S111) fueron polimorficos; y el que mostrd las mejores caracteristicas para el
analisis fue el marcador AP74. S. sciureus presenté un H= 0.5206; parecido al nivel
de heterocigosidad encontrado en 1990 para S. sciureus macrodon y S. sciurues

albigena por Vandeberg y colaboradores (1990) con un valor de 0. 521.

Por otra parte, Silva y colaboradores (1993) en un estudio con electroforesis de
proteinas (isoenzimas y grupos sanguineos). Encontraron que el nivel de
heterocigosidad para S. sciureus sciureus era de 0.027, mientras que, en S. ustus

erade 0.013 y para S. boliviensis de 0.047.

Sampaio y colaboradores (1991) obtuvieron niveles de heterocigosidad de 0.1513
para S. boliviensis peruviensis, 0.1968 en el caso de una poblacién de S. ustus y de
H= 0.4227 para otra poblacién de esta misma especie; los resultados anteriores

fueron obtenidos con el uso del loci de microsatélite CAll.
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3.4. Relevancia de los marcadores moleculares microsatélites (STRs)

El término microsatélite se derivo porque inicialmente estas secuencias repetitivas en
tandem podian ser separadas del resto del genoma como fracciones sateliticas,

cuando se analizaban con gradientes de cloruro de cesio (CATIE, 1995).

Weber y May (1989) y Litt (1989) y colaboradores describieron las repeticiones en
tandem de longitud corta "Short Tandem Repeats’'(STR) o microsatélites cuya
secuencia repetitiva tiene una longitud de 2-7 pb, los cuales pueden o no estar
asociadas con genes. Dado que, la repeticién por si misma no codifica para formar
ninguna proteina, y debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de secuencia, estas
regiones son a menudo altamente variables y consecuentemente utiles para medir

similitudes entre especies muy relacionadas (Bruford y Wayne, 1998).

Las repeticiones STR estan ampliamente difundidas en todo el genoma y el hecho de
que la secuencia repetitiva sea muy pequefa facilita su uso en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) para su amplificacion. Los tipos de repeticiones que ocurren
en los microsatélites varian entre las especies. En mamiferos las repeticiones (GT)n
son las mas comunes (n representa el numero de veces que se repite la secuencia).
Dado que GT corresponde a CA en la cadena opuesta del ADN, a través del genoma

se encuentran repeticiones de (GT)n y (CA)n (Wright, 1994).

Debido a que estos marcadores son diploides, presentan menor sensibilidad que el
ADN mitocondrial, a los efectos de migracién diferencial entre sexos. Los mismos,
tienen un mayor numero de alelos que las isoenzimas y RFLPs, son altamente
polimoérficos en casi todos los grupos de eucariotas y los iniciadores desarrollados
para una especie pueden ser usados en taxa relacionados (Scholobtterer et al, 1991;
Baron et al, 1992).
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Ademas juegan un papel importante en el mantenimiento de la hipervariabilidad,
pues la variacion en las secuencias repetitivas, conduce a una gran variacion
multialélica y por consiguiente hace que los microsatélites sean invaluables como

marcadores genéticos para detectar polimorfismos (Clisson y Crouau, 2000).

Los microsatélites representan un nivel adicional de informacion gendémica que se
puede usar para los estudios de mapeo y para la determinacién de polimorfismos
(Baron et al, 1992). Ademas se utilizan solos o como un complemento de otras
metodologias (Escobar, 2002). Utilizando microsatélites se han encontrado
diferencias genéticas significativas entre poblaciones silvestres, que habian pasado
inadvertidas con la utilizacion de otros marcadores (Quan, 2002). Dado que estos loci
presentan gran variabilidad, alta tasa de mutacion, herencia codominante, neutralidad
con respecto a seleccion, son considerados actualmente como el marcador por
excelencia para los estudios de genética molecular de poblaciones (Gutiérrez-
Ezpeleta, 2000).
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4. Materiales y Métodos
4.1. Areas de Estudio

4.1.1. Parque Nacional Manuel Antonio

Ubicado en el Pacifico Central, en la provincia de Puntarenas, a 175 km al sureste de
la ciudad de San José (9° 26'N y 84° 09' O). Tiene una extensién de 683 ha, la
topografia es accidentada, y presenta pendientes de 20% o mas en gran parte del

area (Fig 2). La elevacion oscila entre 0 a 150 msnm (Wong, 1990a).
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Figura 2. Mapa del Parque Nacional Manuel Antonio (Fuente: Wong, 1990a).

Los meses mas calidos se pueden situar entre marzo y mayo. Las temperaturas
minimas en las partes bajas no descienden de los 25 °C por lo general (Wong,
1990b). La precipitacion varia entre los 3 000 y los 4 000 milimetros anuales, al
ascender al sector montafioso la precipitacion aumenta registrandose al noreste del
puerto de Quepos promedios anuales de precipitaciéon de 4 500 mm. Luego al
continuar subiendo la cordillera, la lluvia vuelve a disminuir, hasta obtener promedios
anuales de 2 300 mm. La época seca en la zona costera se extiende desde enero
hasta marzo, mientras que la lluviosa desde abril a diciembre (Instituto Meteoroldgico
Nacional, 2003).
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Aqui también se presenta una disminucion de las lluvias entre julio y agosto fenbmeno
conocido como veranillo de San Juan, el mes mas seco es febrero y el mas lluvioso

es octubre (Instituto Meteorolégico Nacional, 2003).

Segun la clasificacion de Holdridge, el Parque Nacional Manuel Antonio se ubica en
una transicion de zonas, de bosque humedo tropical a bosque muy humedo tropical
(Holdridge, 1989).

4.1.2. Reserva bioldgica privada Lapa Rios

La reserva privada Lapa Rios esta localizada en la Peninsula de Osa (1750 Km?

aproximadamente) del suroeste de Costa Rica, lat 8° 32' 00 N, long 83° 18' - 83° 31"
W (Carrillo et al, 2002) (Fig. 3) .

El clima de la Peninsula de Osa es caliente y humedo con una temperatura promedio
anual de 25 ° C y una precipitacion de 6000 mm, con la mayor lluvia caida de agosto a

diciembre y la menor precipitacion entre febrero y abril (Carrillo et al, 2002).

De acuerdo a Holdridge, la Peninsula de Osa tienen tres zonas de vida:
bosque tropical humedo, bosque tropical muy humedo y bosque pluvial premontano
(Holdridge, 1979).

4.1.3. Isla Damas

La Isla Damas se localiza a 12,5 km del parque Nacional Manuel Antonio
aproximadamente (9° 27°26" N, 84° 12°26" W) (Costa Rica, 1978). La temperatura
media anual varia desde los 27 °C hasta los 20 °C. La distribucién de las lluvias,
tanto en la zona costera como la montafosa, es tipica del Pacifico (Instituto

Meteorolégico Nacional, 2003).
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Fue declarada isla continental segun el Oficio # 97075 del Instituto Geografico
Nacional (IGN/SC-97075), cuya formacion se deriva de un antiguo delta (Lizano,
2001).

Pacific Ocom

Lapa Rios j’
ek ""-._,. C

Figura 3. Mapa de la Peninsula de Osa (Fuente: Carrillo et al, 2000).

La isla se formo por los sedimentos de los rios Parrita y Paquita (Bergoeing, 1998).
A este tipo de formaciones se les llama islas barreras o espigas, compuestas
basicamente por arena y otros sedimentos transportados por el rio, las olas,
corrientes de marea y los vientos. La direccion de la espiga indica que el transporte
predominante de sedimentos ha sido hacia el este-sureste desde que se tienen
registros fotograficos hasta el presente, como se muestra en la figura 4.

Segun las versiones de los residentes del lugar, el 21 de agosto de 1997 se produjo

un oleaje que partio a la isla en dos bloques, iniciando asi, un proceso de erosion
alrededor de esta abertura (Lizano y Salas, 2001).
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Figura 4. Bordes costeros de Isla Damas digitalizados de las fotografias aéreas: (A) de 1941 y (B)

fotografia aérea de 1998 (Fuente: Lizano y Salas, 2001).

4.1.4. Silencio

En la regién de Silencio, a unos 15.5 km del Centro de Quepos se encuentra un
Refugio de Fauna silvestre. En este refugio se albergaban monos titi (S. oerstedii)
en cautiverio, que habian sido decomisados y de los cuales se obtuvieron muestras

de dos de ellos.

4.2. Recoleccion de muestras de sangre y toma de variables morfométricas

Las muestras de sangre fueron colectadas de un total de 22 de individuos (Anexo 1).
Para la captura de los animales se utilizé dardos (PNEU-DART ing, 1 cc, 1/27)
lanzados con rifle de gas comprimido (CO.) los cuales contenian anestésico Zoletil
50 a una concentracion aproximada de 0.2 mg por kg de peso, variando las
diluciones de 1X-3X y en algunas excepciones aplicandose ketamina para completar
el proceso de anestesia, una vez que el animal habia sido capturado (Anexo 2). Se
utilizaron redes para la captura de los animales para amortiguar su caida. Para cada
individuo se anotaron datos sobre peso (b, onz), medidas corporales (cm) como:
largo de cola, brazo, pierna, cintura, cuello, pecho, regién palmar, regién plantar,
cuerpo y sexo (Anexo 1). Se obtuvo 1-2 ml de sangre de la vena femoral de cada
individuo adulto y 1 ml de cada juvenil. Las muestras se mantuvieron a 4° C hasta

que fueron traidas al laboratorio para su procesamiento y almacenamiento.
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Los animales se observaron hasta que pasara completamente el efecto de la
anestesia y pudieran reincorporarse por sus propios medios. Se obtuvieron 20
muestras de la Regién Pacifico Central, de las cuales 2 provinieron del Refugio de
Fauna Silvestre de Silencio, 1 de la Isla Damas y 17 de la localidad del Parque
Nacional Manuel Antonio. Ademas se obtuvieron 2 muestras de la Reserva Privada
Lapa Rios, cerca del Parque Nacional Corcovado.

4.3. Técnicas Moleculares

4.3.1. Microsatélites utilizados

Las muestras se analizaron con dos marcadores microsatélites (STRs) de ADN
nuclear (AP68 y AP74). Los marcadores fueron desarrollados para Alouatta palliata
(Ellsworth y Hoelzer, 1998) y sus motivos de repeticion fueron respectivamente (TG)
17 Y (TG) 19. Un resumen del tipo de repeticién, la secuencia de los iniciadores y los

alelos descritos para cada marcador se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Descripcion de los marcadores de microsatélites AP74 y AP68 utilizados.

Microsatélites Motivo de Ambito de Iniciador adelante Temp. (°C) de
repeticion longitud Iniciador atras union del
iniciador
AP74 (TG)19 154 5-TGCACCTCATCTCTTTCTCTG-3’ 52
5- CATCTTTGTTTTCCTCATAGC-3
APG8 (TG)17 190 5-TGTTGGTATAATCTTTCCTA-3 50

5 CATACACCTTTGAGTTTCT-3

4.3.2. Extraccion y amplificacion del material genético.

Los analisis de laboratorio se realizaron en la Escuela de Biologia de la Universidad
de Costa Rica. El ADN fue aislado de las muestras de sangre obtenidas, usando dos
diferentes protocolos de extraccion: usando el kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega, 1999) en 14 individuos, y el kit NucleoSpin Blood para los 8 individuos
restantes (2002) (Anexo 3).
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Tras las extracciones se procedié a amplificar el ADN de los microsatélites por medio
de la técnica de PCR. Las reacciones de PCR se prepararon para un volumen final
de 25 ul y los componentes utilizados fueron: 1.5 yl de MgCl,; 25 mM, 2.5 pl de buffer
10X, 0.5 yl dNTPs (10 mM), 0.5 pl de cada iniciador, 18.6 pl de agua - PCR, 0.4 ul de
Taq polimerasa (2 unidades) y 1 ul de ADN.

Se utilizdé un termociclador Mastercycler Personal Eppendorf, en un inicio y luego, un
termociclador Geneamp PCR System 9600 de Perkin Elmer. Las temperaturas
utilizadas fueron las siguientes: 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C,
un minuto a la temperatura de unién (50 °C para AP68, 52 °C para AP74) y un minuto
a72°C.

El iniciador APG8 se probo en diez oportunidades con los 22 individuos siguiendo las
especificaciones de Ellsworth y Hoelzer (1998). Sin embargo en ninguno de los
casos se obtuvo amplificacién. Con respecto al iniciador AP74 no se obtuvieron datos
para tres individuos. Por tanto, los datos que se muestran aqui se basan

exclusivamente en el microsatélite AP74.

4.3.3. Visualizacion de productos

Los productos de amplificacion del PCR fueron corridos en un gel de agarosa 2%
tefido con bromuro de etidio (10 mg/ml) el cual fue empleado para verificar que las
muestras realmente habian amplificado. Después de 30 minutos, en una camara con
buffer TAE 1X, a 100 V constantes, se extrajo el gel de agarosa y fue colocado en un
transiluminador de luz UV. La calidad del gel se verific6 mediante comparacién con

el marcador de peso molecular 1 Kb-ladder (Fig 5).

Una vez que se confirmaba la amplificacion los productos fueron guardados a 4 ° C

hasta el momento en que se colocaran en el analizador genético.
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Figura 5. Fotografia de gel de agarosa obtenido de la electroforesis del ADN de S. oerstedii con el

microsatélite AP74.

4.4. Analisis de los productos

Se utilizé el analizador genético ABI Prism 310 (Perkin - Elmer) para el
procesamiento de las muestras amplificadas. Cada muestra se preparé con 0.5 ul
del marcador ROX, 12 ul de formamida y 1 pl de ADN amplificado. Luego estuvieron
durante 6 minutos en el termociclador a 95°C con el fin de desnaturalizar la doble
hélice e inmediatamente se colocaron en hielo con el fin de mantener dicha hélice

abierta.

Una vez preparadas se colocaron en el analizador y se dieron los parametros
especificados para el marcador Rox y el polimero Pop 4 empleados por este. Los
resultados se leyeron utilizando el programa el software GeneScan 3.1 (Perkin EImer
- Biosystem) para luego obtener los genotipos en el software Genotyper 2.1 (Perkin

Elmer - Biosystem).

31



4.5. Analisis de datos genéticos y morfométricos.

Los microsatélites generan datos sobre numero promedio de alelos, frecuencias
alélicas y frecuencias genotipicas. La variacion genética dentro de las poblaciones
estudiadas se midié6 por medio de la heterocigosidad esperada (Levene, 1949).
Ademas se calcularon las desviaciones de las proporciones Hardy-Weinberg asi
como el flujo genético por medio de los valores Nm (Stlatkin y Barton, 1989). Se
construyeron dendrogramas para los sitios de captura por el programa Popgene 1.32
utilizando la distancia genética de Nei (Nei, 1972). Al mismo tiempo se compararon
distancias genéticas entre las poblaciones muestreadas. La evaluacion estadistica se

realizé con el programa Popgene 1.32 (Yeh y Boyle, 1999).

En el caso de las medidas morfolégicas se realizé un analisis de varianza por medio
del programa Excel, para determinar diferencias de las medidas entre los sitios de
muestreo asi como la correlacion entre estas, con las cuales se pudiera determinar

un modelo de regresidn, Y=bo+b1X, que se ajustara a esas medidas.”

" Pontigo, M. 2003. (Comunicacién personal).
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5. Resultados
5.1. Variables morfométricas y aplicaciéon de drogas.

Cuadro 3. Cantidad de droga usada en la captura de monos titi y duracion de su efecto.

Dosis Concentracion Tiempo de recuperacion
I Zoletil (2X) + Ketamina (1X) 8-10 h
Il Zoletil (2X) 6 h aprox.
11 Zoletil (3X) 2-4h

En el caso en que se aplicé 0.1 de Ketamina 1X ademas de la dosis de 0.2 de Zoletil
se dio un retrazo en el tiempo de recuperacion (8-10 h. aprox), en comparacion con
la aplicacion de Zoletil 2X unicamente (6 h aprox) y aun menor fue el tiempo de

recuperacion cuando las dosis fueron de Zoletil 3X (2-4h) (Cuadro 3).

No se encontro diferencias significativas entre los tamafos de pierna derecha, mano
derecha, cintura, pecho, cola, cuerpo, cuello y ademas entre el peso de los monos
capturados en el Parque Nacional Manuel Antonio. Sin embargo al hacer la
comparacion entre las poblaciones del Parque Nacional Manuel Antonio, Reserva
Biologica Privada Lapa Rios y el Refugio de Fauna Silvestre de Silencio en cuanto al
peso se presentaron diferencias significativas (F.05=3.05, p=0.05). Las poblaciones
que presentaron las diferencias significativas fueron entre la Reserva Lapa Rios y el
Refugio de Fauna de Silencio (To 5= 2.11, p=0.04) y mayor aun entre Manuel Antonio
y Silencio (To0s = 2.48, p=0.02), a diferencia de ellos entre Lapa Rios y Manuel
Antonio no se presentaron diferencias significativas entre los pesos de los individuos.
Respecto al tamafio de cola también se presentaron diferencias significativas entre
los sitios (Fo.05=3.37, p=0.04), dandose la diferencia especificamente entre Silencio y
Manuel Antonio (T 5= 2.07, p=0.05) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Comparacion de ocho variables morfométricas y un indice de condicién fisica,

entre monos Titi (Saimiri oerstedii) de la region Pacifico Central y Pacifico Sur de Costa Rica.

PARQUE NACIONAL MANUEL REFUGIO DE FAUNA ISLA RESEVA BIOLOGICA
ANTONIO SILVESTRE SILENCIO DAMAS PRIVADA LAPA RIiOS
Promedio  Desviacion Promedio Desviacion Promedio Promedio Desviacion F P
estandar estandar estandar
Peso 24 0,8 0.9 0,05 1 27 0,1 3.05 0.05*
Cuello 12.1 2,2 12.5 0,5 8 11 0 1.38 0.27
Cintura 13.3 1,9 11 0 10 12.7 1,2 1.72 0.19
Cola 39.3 2.8 35 2 32 38.5 0,5 3.37 0.04*
Cuerpo 27.6 3,6 27 1 23 26.5 0 0.58 0.63
Pecho 17.5 1,9 16 0 13 17 1 205 0.14
Pata 234 25 225 0.7 21 242 0.3 0.48 0.69
derecha
Mano 18.4 2.9 16.7 1.25 16 18.3 1,3 0.38 0.76
derecha
ICF** 0.10 0.04 0.042 0.004 0.047 0.11 0.004 206 0.14

* Diferencias estadisticamente significativas con un alfa de 0.05.

* * [ndice de Condicién Fisica= Peso corporal/ largo de pata derecha.

De las correlaciones entre las medidas corporales (variables morfométricas) que se

presentaron, las mas altas fueron entre las variables cintura / peso (r* = 0.8377, p =
0.000, g.l = 20), pecho / peso (r* = 0.8475, p = 0.000, g.I = 20) y cintura / pecho (r* =
0.9318, p = 0.000, g.l = 20) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Correlacion entre las distintas variables morfométricas para la especie S.
oerstedii, a partir de muestras de las regiones del Parque Nacional Manuel Antonio, Refugio
de Fauna Silvestre de Silencio, Isla Damas y Reserva Biologica Lapas Rios (Datos
asociados entre dos variables; va de -1, aumento de uno disminuye al otro y +1 cuando los

dos aumentan).

VARIABLE R’ P G.L=20
Peso /Cuello 0.5421 0.0091
Peso/ Cola 0.5619 0.0065
Peso/ Cuerpo 0.6490 0.0011
Peso/ Cintura 0.8377 0.0000
Peso/ Pecho 0.8475 0.0000
Peso/ Brazo 0.2905 0.1898
Peso/ Pata 0.3562 0.1037
Cuello/ Cola 0.4423 0.0393
Cuello/ Cuerpo  0.3418 0.1195
Cuello/ Cintura  0.6539 0.0010
Cuello/ Pecho 0.6568 0.0009
Cuello/ Brazo -0.0511 0.8212
Cuello/ Pierna 0.1665 0.4589
Cola/ Cuerpo 0.1456 0.5181
Cola/ Cintura 0.5456 0.0086
Cola/ Pecho 0.5791 0.0047
Cola/ Brazo 0.5094 0.0154
Cola/ Pierna 0.4988 0.0181
Cuerpo/ Cintura  0.6345 0.0015
Cuerpo/ Pecho  0.6827 0.0005
Cuerpo/ Brazo 0.1726 0.4425
Cuerpo/ Pierna  0.0430 0.8495
Cintura/ Pecho  0.9318 0.0000
Cintura/ Brazo  0.2568 0.2486
Cintura/ Pierna 0.4355 0.0428
Pecho/ Brazo 0.2080 0.3529
Pecho/ Pierna 0.3336 0.0965
Brazo/ Pierna 0.3014 0.1728
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Cuadro 6. Regresion lineal multiple a partir del analisis de varianza para seleccionar

variables corporales asociadas al peso de los mono titi (S. oerstedii) muestreados.

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
Intercepcion -5,5698 2,0250 -2,7505 0,0156
Cuello -0,0127 0,0854 -0,1484 0,8841
Cola 0,0523 0,0657 0,7967 0,4389
Cuerpo* 0,0572 0,0573 0,9980 0,3352
Cintura* 0,1704 0,1872 0,9104 0,3780
Pecho 0,1270 0,1986 0,6394 0,5329
Brazo 0,0033 0,0579 0,0568 0,9555
Pierna 0,0001 0,0662 0,0015 0,9988

* Variables que muestran la mayor asociacion por su baja probabilidad.

Al existir varias variables correlacionadas se procedié a realizar una regresion lineal
multiple para elegir las medidas corporales mas asociadas con el peso. Este modelo
revela que las variables morfométricas con mayor asociacién al peso de los monos

titi muestreados son el largo del cuerpo y la cintura (Cuadro 6).

Cuadro 7. Comparacion de las variables de cintura y cuerpo por medio de una regresion

lineal para escoger una ecuacion que prediga el peso de los individuos de S. oerstedii

muestreados.
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad
-3,4837372 0,9231921 -3,7735776 0,001285
Intercepcion
0,053365 0,0422577 1,2628449 0,2219239
Cuerpo
Cintura 0,3350231 0,0731743 4,5784231 0,0002052 **

** Probabilidad menor equivale a variable mas asociada con el peso proporcionalmente.

A partir de una regresion lineal multiple entre las variables mas asociadas (Cuadro 6)
se eligid por medio de una regresion simple la medida de la cintura como la variable
morfométrica que podia asociarse directamente con el peso de los individuos (S.

oerstedii) capturados, al presentar la menor probabilidad (Cuadro 7).
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La regresion lineal realizada entre las variables se resume en un modelo lineal simple
donde se puede sustituir la incognita (X) por la medida de la cintura en centimetros,

de forma que se pueda predecir el peso de los monos titi muestreados (Cuadro 8).

Cuadro 8. Modelo lineal simple con el que se obtiene el valor predictivo del peso de un

individuo de S. oerstedii por medio de la medida de cintura (cm).

Y=bo + b1*X Modelo Lineal

Intersectada -2,3803
Pendiente 0,3652
R. Cuadrada 0,6748
Cociente de f 31,1264
Probabilidad 0,000053

5.2. Resultados del microsatélite AP74 analizado por regiones.

Las regiones en estudio presentaron tres alelos (149 pb, 151 pb y 155 pb) de los

cuales el de mayor frecuencia correspondio6 al de 151 pb.

o

o

o

Frecuencia
o
o N SN (o)) (00]
L L

149 151 155
Alelos (pb)

Figura 6. Frecuencia de alelos en el locus AP74 de individuos muestreados de S. oerstedii para las
regiones del Parque Nacional Manuel Antonio, Reserva Lapa Rios, Isla Damas y el Refugio de Fauna

de Silencio.
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Figura 7. Frecuencia de alelos en el locus AP74 de los monos titi muestreados en la Regién del

Parque Nacional Manuel Antonio.

En Manuel Antonio los monos titi también mostraron los alelos de 149, 151 y 155 pb

y la mayor frecuencia la presenté el alelo de 151 pb (Fig 7).

La presencia de los alelos encontrados (figuras 6 y7) se dio en 4 genotipos diferentes

para la region del Parque Nacional Manuel Antonio; mientras que en la Reserva

Bioldgica Lapa Rios se presentd solo 1 genotipo y 1 alelo. Por otra parte tanto la

region de Isla Damas como

respectivamente con los 2 mismos alelos (Cuadro 9).

la de Silencio presentaron 1 y 2 genotipos
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Cuadro 9. Genotipos encontrados en el loci de microsatélite Ap74 para los mono titi (S.

oerstedii) de cuatro localidades de captura.

Localidades Genotipos
Parque Nacional Manuel Antonio
SO003 BB
S004 BB
S006 BB
SO07 BB
SO10 BC
SO11 BB
S0O14 BC
SO15 BB
S0O16 AB
S017 ccC
SO18 BC
S020 BB
S021 BB
S022 BB
Total de genotipos 4
Refugio de Fauna de Silencio
SO01 AB
S002 BB
Total de genotipos 2
Isla Damas
S019 AB
Total de genotipos 1
Reserva Biolégica Privada Lapa Rios
S012 AA
SO13 AA
Total de genotipos 1
Total de genotipos 4

*El alelo A =149 pb, el B=151 pby C = 155 pb.
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Cuadro 10. Numero de individuos en la muestra (N), nimero promedio de alelos (n),

heterocigosidad esperada y observada (Levene, 1949) en S. oerstedii para las regiones en

estudio.
Ubicacion N N Heterocigosidad Heterocigosidad
Observada Esperada

Manuel Antonio 14 15 0.2857 0.3624

Silencio 2 1.6 0.5000 0.5000

Lapa Rios 2 1 0.0000 0.0000

Isla Damas 1 2 1.0000 1.0000

Total de poblaciones 19 1.9 0.3158 0.4936

El nimero promedio de alelos fue mayor en Isla Damas con 2 (por presentar solo un
individuo), seguido por el Refugio de Fauna Silvestre de Silencio con 1.6, el Parque
Nacional Manuel Antonio con 1.5 y por ultimo la Reserva Biologica Lapa Rios con 1.
En general el numero promedio de alelos fue de 1.9 y la heterocigosidad observada
en el total de los individuos S. oerstedii fue menor que la heterocigosidad esperada
(Cuadro 10).

Cuadro 11. Valores de Fit, Fis, Fst (Hartl y Clarke, 1989) y Nm (Slatkin y Barton, 1989) para

el locus AP74 analizado en monos titi (S. oerstedii) en los sitios de estudio

FIT FIS FST Nm*
Manuel Antonio 0.3494 0.2174 0.1687 1.2321
Todos los sitios 0.1728 -0.4583 0.4328 0.3276
P 0.3373 0.8707 0.4139

*Nm = 0.25(1 - Fst)/Fst.
Los valores de Fst no fueron significativamente diferentes de cero entre los sitios
estudiados, lo que sugiere una homogeneidad genética entre las localidades de
captura. Los valores de Fir y Fis se presentan negativos cuando existe un exceso de
heterocigotos y positivos con un exceso de homocigotos, midiendo la existencia de

equilibrio H-W a nivel poblacional total y a nivel subpoblacional.
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En el cuadro 11 se observa que tanto el valor de Fis como el de F;r no presentan
diferencias significativas a cero tanto en Manuel Antonio como en los todos los sitios
de captura, lo cual indica que no hay un exceso de homocigotos o heterocigotos
entre las localidades. El valor de flujo genético (Nm) fue mayor en Manuel Antonio

(1,23) en comparacion los sitios estudiados en general (0,32) (Cuadro 11).

Cuadro 12. Distancias genéticas (Nei, 1972) y geogréficas entre los sitios de captura de
mono titi (S.oerstedii). Las distancias genéticas se muestran bajo la diagonal y geografica

(km) sobre la misma.

Localidad (1) (2) (3) (4)
(1) Refugio de Fauna Silvestre Silencio il 13.5 127.5 23.5*
(2)Parque Nacional Manuel Antonio 0.0638 el 135 12.5
(3) Reserva Bioldgica Privada Lapa Rios 1.1513 3.1172 i 148.5
(4 )Isla Damas 0.1116 0.3283 0.3466 il

* Los individuos que representan la region de Silencio se encontraban en cautiverio y provenian de la

region de Manuel Antonio.

En el cuadro 12 se observa que las localidades con menor distancia genética entre
ellas son las de Refugio de Fauna Silvestre de Silencio y el Parque Nacional Manuel
Antonio (0.06) seguida Refugio de Silencio con Isla Damas (0.11). También las
localidades de Isla Damas — Parque Nacional Manuel Antonio presentaron una

distancia genética semejante a las anteriores (0.32).

Las poblaciones de la Reserva Bioldgica Lapa Rios y el Parque Nacional Manuel
Antonio presentan la mayor distancia genética entre las poblaciones (3.11), mientras
que entre la Reserva Lapa Rios y el Refugio de Fauna de Silencio e Isla Dama se
presenta una distancia genética menor a la anterior (1.15 y 0.34 respectivamente),
siendo estas las que a su vez consecuentemente presentan las mayores distancias
geograficas. El valor de distancia genética se refiere a la porciéon de elementos

genéticos que no comparten 2 poblaciones.
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Figura 8. Dendrograma (Nei, 1972) basado en las distancias genéticas de las poblaciones de S.
oerstedii localizadas en el Refugio de Fauna Silvestre de Silencio, Parque Nacional Manuel Antonio,

Isla Damas y Reserva Bioldgica Privada Lapa Rios.

En el dendrograma de la figura 8 se ilustran las distancias genéticas que se
presentan entre las diferentes regiones del muestreo de monos titi (S. oerstedii) a

partir de los resultados con el microsatélite AP74.
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6. Discusion

La comparacion de medidas morfométricas entre todos los individuos de S. oerstedii
analizados resalté diferencias unicamente en pesos y tamanos de la cola; lo cual es
comprensible debido a que los animales presentaban diversas edades y estados de
desarrollo (Cuadro 4). Ademas la correlacion de las medidas morfoldgicas demostro
la relacion del peso con la cintura de cada mono titi (Cuadro 5). El peso en cada uno
se puede predecir por medio de un modelo lineal simple de regresion que permite
prondsticos de una variable (peso) por otra (medida de cintura), Y =-2,3803 + 0,3652
X (R*=67,48%) (Cuadros 6 y 7). El peso de un primate puede darnos una idea de su
edad y, a la vez es un parametro importante en la determinacion de dosis de droga
adecuada para captura (Glander, 1991). Debido a que los titi presentan el peso mas
bajo entre las especies de primates de Costa Rica (Mora 2000), la aplicacién de las
drogas para captura, como el Zoletil o Ketamina, debe ser en dosis muy diluidas (List
y Solano, 2001), como la dilucién 3X de Zoletil (Cuadro 3).

Es importante destacar que tanto los resultados morfométricos como los genéticos
que se presentan (Cuadros 4 y 10), posiblemente estén muy influenciados por el
tamano de la muestra y el bajo numero de loci examinados (Szapkievich, 1998).
Ademas los microsatélites utilizados no fueron fabricados para especies de Saimiri
especificamente (Ellsworth y Hoelzer, 1998) y uno de ellos (AP68) no amplificd
posiblemente por estar sometido a la seleccion constrictiva y a tasas de mutacion por

generacion diversas en diferentes taxas de primates neotropicales (Ruiz, 2001).

La variabilidad genética se mide por el indice de heterocigosidad (H), un resultado
aceptable es de esta variabilidad es H= 0,6 (Cantero, 2000). En este estudio los
valores de heterocigosis promedio (H) y el numero medio de alelos para cada region
se resumen en las figura 6 y 7 y los cuadros 9 y 10. Dichos valores son mas bajos
que los mostrados por otros estudios que utilizaron igualmente el marcador AP74 en
otras especies del género (H= 0.51 (Ruiz, 2001) y H= 0. 521 (Vandberg, 1990) en S.
sciureus; H= 0.39 y 0.56 en S. sciureus macrodon y S. boliviensis peruviensis,
respectivamente (Banguera, 2002)).
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Sin embargo cuando la comparacion se hace con los indices de variabilidad
observados en la literatura de estudios que usaron de otros marcadores, para
distintas especies y poblaciones del género Saimiri se encuentra una coincidencia en
los bajos valores hallados (H= 0.1513 en S. boliviensis peruviensis, H=0.1968 en S.
ustus y H= 0.4227 en otra poblacion de S.ustus. (Sampaio, 1991); H=0.027 en S.

sciureus sciureus, H=0.013 en S. ustus y para S. Boliviensis H= 0.047 (Silva, 1993)).

La baja variabilidad genética observada (cuadros 10 y 11) para S. oerstedii podria
deberse al efecto del tamafo muestral y a la disminuciéon del tamafio poblacional
como consecuencia de la fragmentacion del habitat de esta especie por la
deforestacion (Vargas, 1994) (Anexo 5). Segun Sanchez, los monos han perdido
espacio, viven en grupos pequefos aislados y sin corredores biolégicos para
cruzarse (Cantero, 2000). Esto implica cruzamientos entre los parientes dando lugar
a un elevado numero de alelos recesivos que podrian ser deletéreos en los
descendientes (Frankham, 1995). Por lo anterior los miembros de las poblaciones de
monos titi podrian ser muy homogéneos, lo que a su vez comprometeria su
supervivencia frente adversidades. Por ejemplo, frente a una epidemia todos podrian
morir, pero si existiera variabilidad algunos sobrevivirian, lo que les permitiria

multiplicarse nuevamente (Cantero, 2000).

Gutiérrez Ezpeleta citado por Cantero (2000) indica esta demostrado que, entre mas
variable sea el material genético de una especie su sistema inmunoldgico puede
responder mejor a las enfermedades (agentes patdgenos), de ahi la importancia de

este valor.

Ademas si una poblacion de un organismo que constituye una especie esta bien
adaptada para ocupar y reproducirse con éxito en su ambiente podriamos asumir
que sus miembros son genéticamente homogéneos porque los alelos mas favorables
de cada locus se han fijado (Frankham, 1995). Sin embargo, los datos actuales
apoyan la idea que el acervo genético de una poblacion diploide mantiene un alto

grado de heterocigosidad.
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Esta diversidad esta oculta, por asi decirlo, porque no es necesariamente aparente
en el fenotipo. Tal diversidad puede muy bien servir para que la poblacién se adapte
a los cambios ambientales y promover la supervivencia de las especies (Frankham,
1995).

Para que una poblacién de S. oerstedii sea viable genéticamente se requiere que la
poblacion efectiva minima tenga un tamafio de 5000 individuos (Boinski, 1997), sin
embargo este numero difiere en mucho de los obtenidos en diferentes censos como

se muestra en el cuadro 1.

Por otro lado las distancias genéticas indican que las poblaciones del Pacifico Sur y
las del Pacifico Central se encuentran muy separadas, no solo geograficamente sino
también genéticamente, lo que podria confirmarse mediante un muestreo mayor en
Corcovado, que determine mejor las diferencias genéticas entre las poblaciones
como subespecies distintas. Las regiones de Silencio, Isla Damas y Parque Nacional
Manuel Antonio se encuentran muy relacionadas genéticamente, principalmente los
individuos de Silencio con los de Manuel Antonio ya que probablemente ellos
provengan de alguna de estas tropas, pues se conoce que provienen de un mismo
perfil genético y ademas, se encuentran bajo condiciones ambientales similares. La
relacion entre Manuel Antonio con Isla Damas podria deberse a que provienen de
una misma tropa ancestral dividida como consecuencia de los procesos geologicos
de la zona, que provocaron la formacion de la isla y a su dinamica (Lizano y Salas,
2001).

Los resultados de este proyecto no son alentadores para la especie pues muestran la
clara tendencia de que su supervivencia se encuentra comprometida a corto plazo.
El realizar un estudio genético de esta indole es de gran importancia para la
conservacion de S. oerstedii, ya que permite elaborar un plan de conservacion
realmente efectivo. Un plan que ayude a la reintroduccion de individuos basados en
las necesidades genéticas de cada poblacion. Por lo anterior se espera que con una
combinacion de estos resultados, mas estudios futuros con otros microsatélites,

puedan brindar la informacion necesaria para realizar estos planes.
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7. Conclusiones

. El marcador microsatélite AP68 no amplifica en la especie S. oerstedii.

. S. oerstedii presenta indices de variabilidad genética bajos, con el marcador

microsatélite AP74.

. Se necesitan mas marcadores para completar el estudio genético de S.
oerstedii.
. El realizar un estudio genético es de gran importancia en la elaboracion de un

plan, que ayude a la traslocacion de estos individuos basandose en la composicidn
genética, ecoldgica y la salud de cada poblacion.

. Existe una correlacién entre el peso y la cintura de cada mono titi que puede
predecir una variable (peso) por otra (medida de cintura), Y = -2,3803 + 0,3652 X

(R*=67,48%), por medio de un modelo lineal simple de regresion.

. La aplicacién de las drogas para captura, como el Zoletil o Ketamina, debe ser

en dosis muy diluidas como la dilucion 3X de Zoletil.
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8. Recomendaciones

. Se recomienda aumentar el numero de muestras en las regiones de Manuel
Antonio, Isla Damas y Corcovado y ademas incluir mas marcadores microsatélites
previamente probados en otras especies del género Saimiri para completar la

informacidén acerca de la diversidad genética del S. oerstedii.

. Otra recomendacion es elaborar un plan de manejo con la mayor brevedad
que integre la informacion genética completa con analisis clinicos y ecoldgicos. En el
caso de ser necesarias las reubicaciones, se debe considerar el andlisis clinico
exhaustivo y la constituciéon genética con el fin de evitar la reintroduccion de

enfermedades en poblaciones que no las padecian anteriormente

. Para conectar las poblaciones geograficamente aisladas de manera natural es

recomendable la construccion de corredores biologicos entre sus habitats.

. Se recomienda continuar la investigacion genética, sobre esta especie para

conocer mas sobre su estado y dinamica poblacional.
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Anexo 2. Observaciones generales y dosis de droga que se utilizaron en la captura de

mono titi.
No. [Sexo Observaciones Dosis
SO1| M dientes en buen estado
SO2| H |Dientes en buen estado, no se obtuvo sangre suf. para microbiologia
SO3| M Dientes pequefos, no se le colocé marca
SO4| M Dientes en buen estado
SO5| M Dientes en buen estado
SO6| H Dientes en buen estado, dona amarilla pata izquierda
SO7| M Dientes en buen estado, cola quebrada
SO8| M Dientes en buen estado, dona anaranjada pata izquierda
SO09| M Dientes en buen estado 0,5 Zol 2X
SO10| M Dientes en buen estado. 0,5 Zol 2X
SO11 M Dientes B. Colmillo izquierdo sale de la cavidad 0,5 Zol 2X
SO12] M Le falta el colmillo izquierdo, Demas dientes buen estado 0,5 Zol 2X
SO13| H Con cria, Dientes en buen estado 0,5 Zol 2X
SO14 M Mano izquierda atrofiada y berruga en la nariz.Col 0,7. 0,5 Zol 2X
SO15 H Dientes B.Col.sup 0,7 cm,Oreja izquierda con hueco 0,5 Zol 2X
SO16| M Dientes en buen estado,Col.sup 0,7 cm 0,5 Zol 2X +
0,1 ketamina 1X
SO17] M Dientes en buen estado 0,5 Zol 2X
SO18] M Ganglio Peritesticular, dientes en buen estado 0,5 Zol 2X
SO19( M Testiculos no habian descendido,dientes en buen estado 0,5 Zol 2X
SO20( M Testiculos no habian descendido,colmillo sup=2,inf=1,5 0,5 Zol 3X
SO21 M Dientes en buen estado(col.sup=0,5.inf=0,5) Td:1,9.Ti:2,2 0,5 Zol 3X
S022| M Dientes en buen estado(col.sup=0,5.inf=0,6)Td:1,9,Ti:1,9 0,5 Zol 3X
S023] M Cria, No se tomo6 muestra de sangre




Anexo 3. Protocolos para purificacion de ADN de sangre completa

A) Kit NucleoSpin® Blood.

1. Tomar 200 pl de sangre. Afadir 25 ul de Proteinaza Ky 200ul de buffer lisis
B3, luego agitar durante 10-20 segundos. Incubar a 70 °C de 10-15 min.

2. Agregar 210 ul de etanol (96-100%) y agitar.

3. Colocar una columna del kit en un tubo de 2 ml para cada muestra y agregar
la mezcla. Centrifugar 1 min y descartar el liquido que paso a través de la columna.
4. Trasladar la columna a un nuevo tubo de 2 ml y afnadir 500ul de buffer.
Centrifugar 1 min y descartar el liquido del tubo.

5. Colocar la columna en otro tubo de 2 ml y afiadir 600 pl de buffer B5.
Centrifugar 1 min y descartar el tubo.

6. Introducir la columna en un tubo de nuevo y centrifugar durante un minuto.
Luego agregar 100 pl de buffer BE previamente sumergido en bafio mariaa 70 ° C.
Incubar la mezcla a temperatura ambiente por un minuto y centrifugar un minuto a la
velocidad maxima.

7. Guardar el producto y descartar la columna.
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B) Wizard Genomic DNA Purification Kit

1) Se tomaron 300 pl de la muestra de sangre y se combinaron con 900 pl de
solucion de lisis celular. Se mezclé por inversion.

2) La mezcla se incub6 por 10 minutos.

3) Se centrifugd durante 20 segundos a 13200 rpm.

4) Se descart6 el sobrenadante y se agité el boton.

Lisis del nucleo y precipitacion de proteinas

5) Se le afnadio al botéon 300 ul de la solucion de lisis nuclear y se mezclé por
inversion.

6) A la mezcla se le adicioné 100 ul de la solucion de precipitacion de proteinas, y se
agito durante 20 segundos.

7) Se centrifug6 a 13200 rpm durante 3 minutos.

8) El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo.

Precipitacion de ADN y Rehidrataciéon

9) Se agreg6 300 pl de isopropanol y se mezclé.

10) Centrifugacion a 13200 rpm.

11) Luego de descartar el sobrenadante se le afiadio etanol 70%.

12) Se vuelve a centrifugar como en el paso 7.

13) Aspirar el etanol y dejar que el botén se seque con el aire.

14) Rehidratar el ADN en un volumen de 10 ul con la solucion de rehidratacion por

una hora a 65 °C o toda la noche 4 °C.
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producto de la deforestacion (Vargas, 1994).

Anexo 5. Reduccidon de la cobertura boscosa de Costa Rica desde 1800 hasta

1800
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