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OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la variabilidad genética existente en la poblacion cautiva de lapas

verdes (Ara ambigua) en el ZooAve mediante el uso de microsatélites.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar las condiciones de PCR para cada microsatélite de manera
que se puedan obtener datos informativos sobre la variabilidad genética de
los individuos.

e Determinar el sexo de cada una de las aves mediante el analisis de su
ADN.

e Proponer criterios cientificos para el desarrollo de un plan de conservacion
de la lapa de acuerdo con los resultados obtenidos durante la realizacion

del proyecto.
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EVALUACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN UNA
POBLACION CAUTIVA DE LAPAS VERDES (Ara ambigua, Bechstein)
MEDIANTE LA TECNICA DE MICROSATELITES
Maria Fernanda Herrero Fernandez

RESUMEN

La lapa verde (Ara ambigua, Bechstein) es una de las especies de
Psitacidos amenazadas de Costa Rica. Dada esta alarmante situacion es
necesario disenar planes de conservacion de la especie. Al respecto, el Parque
de Conservacién y Vida Silvestre ZooAve desde 1994 ha establecido un
programa de crianza de aves en cautiverio. En la presente investigacion se
utilizé la técnica de anélisis de ADN con microsatélites para determinar la
variabilidad genética entre 32 lapas verdes cautivas en dicho parque. Se
encontré que este grupo de aves posee una diversidad genética significativa lo
que se refleja en la alta heterocigosidad que presentd, y que los loci CT74 y
GT55 son los mas polimérficos de los cuatro que se analizaron. Por tanto, las
lapas verdes cautivas en el Zoo Ave podrian ser de gran utilidad para futuros

programas de conservacion de la especie.

Palabras clave: Ara ambigua, Psitacidos, microsatélites, variabilidad genética, loci.

" INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACION, Escuela de Biologia, Instituto Tecnolégico de
Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2006.
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1 INTRODUCCION

La lapa verde (Ara ambigua, Bechstein) es una de las especies
pertenecientes a la familia de los Psitacidos o loros. En Costa Rica se encuentra
en peligro de extincion, debido a la destruccién de su entorno y al robo de los
pichones para venderlos como mascotas. Segun Fortino y Morrone (1997) el
anidamiento y la alimentacién de esta especie depende altamente del arbol de

almendro (Dipteryx panamensis).

La tala indiscriminada del almendro, ha traido como consecuencia que la
poblacién de Ara ambigua sea fragmentada y aislada en la naturaleza, lo que
causa que los individuos tengan dificultad para hallar parejas reproductivas
(Fortino y Morrone, 1997).

Generalmente, el habitat de esta especie se encuentra limitada a tierras
bajas humedas. En Costa Rica limita su anidamiento a la Zona Huetar Norte,
concretamente entre los rios San Carlos, San Juan, Sarapiqui y las faldas del

norte de la Cordillera Volcanica Central (Chassot y Monge, 2002).

De acuerdo con un estudio realizado por Chassot y Monge (2002), se
determiné que el area de distribuciéon de la lapa verde en Costa Rica se ha
reducido en un 90% desde principios del siglo XX, por lo que podria desaparecer
dentro de unos afos si no se toman medidas para su conservacion. En el mismo
estudio se comprob6 que para que una poblacion de lapas sea viable debe estar
conformada por un minimo de 50 parejas con capacidad reproductiva. Por debajo
de esta cifra, la poblacién no cuenta con la diversidad genética necesaria para

mantenerse en buenas condiciones.

Por esta razon la intervencibn humana es vital para crear un plan de
conservacion de las especies y evitar en la medida de lo posible la consanguinidad

entre estas, sobre todo cuando estan siendo criadas en cautiverio, ya que cuando
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este fendmeno se presenta la tasa de mortalidad de las crias es de seis a siete
veces mayor que la normal (Fortino y Morrone, 1997).

Algunos de los problemas a corto plazo que se pueden presentar si
existiera un alto indice de consaguinidad entre individuos se observan en la salud
fisica, en la reduccion del mantenimiento del vigor y la fecundidad. A largo plazo,
también se dan problemas con la pérdida del vigor y con la adaptabilidad evolutiva
de una poblacién frente a un medio ambiente cambiante. Por estas razones es
importante evitar al maximo este fenébmeno en la poblaciéon de A. ambigua, de
forma que al liberarlas tengan la capacidad de sobrevivir y reproducirse (Fortino y
Morrone, 1998).

A partir de 1994, el Parque de Conservacion y Vida Silvestre Zoo Ave,
ubicado en la Garita de Alajuela, ha establecido un programa de crianza de aves
en cautiverio. Las aves cautivas fueron confiscadas por el Ministerio de Ambiente
y Energia (MINAE) y se utilizan como reproductores para la posterior liberacién de
las crias en zonas protegidas. En lo que se refiere a lapa verde, cuenta con una

poblacién de 32 individuos que se utilizan en dicho programa de reproduccion.

Sin embargo, en torno a la crianza de especies en cautiverio existe mucha
polémica, principalmente sobre la utilidad de la reproduccién y reintroduccion de
individuos con fines de conservacion. Se cuestiona el alto costo de mantenimiento,
la aparicién de enfermedades contagiosas graves (que pueden estar en dormancia
por mucho tiempo, principalmente en psitacidos) y en algunos casos el poco éxito
de la liberacién (Brightsmith et al. 2006).

En la presente investigacidon se pretende estimar la relacion genética en una
poblacion cautiva de 32 lapas verdes del ZooAve para poder recomendar un plan

de liberacion adecuado para su sobrevivencia en el medio natural.

Para estimar la variabilidad genética, se aplicé una metodologia basada en

el analisis de ADN con marcadores moleculares tipo microsatélites, la cual fue
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implementada en el Ilaboratorio de BioTécnica Analisis Moleculares.

Adicionalmente se determinara el sexo de éstas aves mediante analisis de ADN.

La técnica del sexado de aves mediante ADN es de gran importancia ya
que mediante caracteristicas morfologicas externas resulta muy dificil determinar
el sexo de algunas aves y los otros métodos existentes las someten a
manipulaciones riesgosas e invasivas que pueden causarles la muerte (Cortés,
2001). De manera que es importante aplicar un método que no las dafe o les
cause estrés, especialmente si estan en peligro de extincion, como lo es el caso

de la lapa verde.

Ademas, conocer el sexo de cada uno de los individuos perteneciente a
una poblacién cautiva y las posibles parejas reproductivas es esencial para el éxito

de los programas de crianza y reintroduccion (Rusello y Amato, 2001).

Debido al caracter ecoldgico y conservacionista del presente proyecto, este
tendra un impacto positivo en la sociedad costarricense y en la biodiversidad del
pais. Se beneficiaran las actividades econdmicas relacionadas con el turismo
ecolégico, debido a que la lapa verde es uno de los principales atractivos de la

fauna de Costa Rica.

Asimismo, mediante técnicas de caracterizacion genética y de Biologia
Molecular, es posible llevar a cabo estimaciones certeras sobre la variabilidad
genética de las especies. De esta manera se pueden crear planes de reproduccion
partir de datos confiables sobre su parentesco, minimizando los niveles de

consaguinidad y por lo tanto la tasa de mortalidad en su ambiente natural.
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2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Conservacion de la Biodiversidad

A partir de 1992, luego de la Cumbre de la Naciones Unidas sobre el Medio
Ambiente y el Desarrollo que se realizé en Brasil, Rio de Janeiro, se ha dado una
tendencia hacia la conservacion de la biodiversidad genética con la que cuenta
nuestro planeta (Aranguren y Jordana, 2001).

Este tema es de especial interés por varias razones, entre ellas porque la
diversidad es necesaria para mantener la variabilidad de las poblaciones, ya que
les da capacidad de adaptacion ante distintos ambientes, que algunas veces
pueden ser desfavorables. Ademas, con la conservacién de especies se preserva
el patrimonio genético de una region, y con el estudio de variedades particulares
se puede llegar a detectar genes unicos que en algun momento podrian llegar a

ser de alguna utilidad para estas poblaciones (Aranguren y Jordana, 2001).

Por lo tanto, con los programas de conservacidon se persigue mantener la
maxima cantidad de variabilidad genética. Esta se define como la habilidad
genética para variar o la variacidn de los genes dentro de cada especie, con el
minimo incremento posible de consaguinidad por generacion (Aranguren y
Jordana, 2001).

Es importante que las especies que se quieran conservar presenten
algunas caracteristicas, como que brinden proteccién a muchas otras especies
que comparten el mismo habitat (efecto sombrilla), que hayan sido bastante
investigadas y que atraigan la atencion de fuentes de financiamiento, lo cual se da
en muchos casos si la especie se encuentra en peligro de extincion (Chaves,
2004).
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2.2 Conservacion de especies en cautiverio

Generalmente, los animales en cautiverio se desarrollan pobremente en
comparacion con los individuos que se encuentran en estado silvestre, lo que
afecta la adaptabilidad de los primeros en la naturaleza y por lo tanto su tasa de
sobreviviencia (Brightsmith et al. 2003).

Al tener una pequefa poblacion confinada en un area relativamente
reducida, es practicamente inevitable que se den apareamientos entre individuos
emparentados, lo que conlleva a un incremento de la consanguinidad
(homocigosis). En las poblaciones endogamicas se incrementa la susceptibilidad a
patégenos y disminuye la capacidad de sobrevivir frente a cambios ambientales.
De ahi la importancia de que la diversidad genética presente en una poblacién sea
considerada en planes de conservacion para evitar su extincion (Nader et al.
1999).

Para evitar la depresion por consaguinidad en este tipo de poblaciones,
seria ideal contar con los registros genealdgicos de los individuos que la
conforman para poder crear un plan de reproduccion adecuado, pero la mayoria
de las veces no se cuenta con este tipo de informacién. Por esta razén se deben
implementar otras estrategias, como lo son los analisis genéticos a través del uso
de marcadores moleculares para estimar de una manera confiable la diversidad

genética entre los individuos de interés (Aranguren y Jordana, 2001).

2.3 Conservacion de Ara ambigua

La lapa verde se encuentra en el apéndice | de CITES', por lo que esta
declarada en peligro de extincién. En nuestro pais, la lapa verde es considerada
como una especie en peligro de extincidon segun el Decreto No. 26435-MINAE
publicado en La Gaceta No. 233 del 3 de diciembre de 1997 (Madriz, 2004).

' Por sus siglas en ingles: “Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Flora
and Fauna”. Convencién Internacional para el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestre.
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En los ultimos afos el area de distribucion de la poblacién de la A. ambigua
en Costa Rica se ha reducido en un 90%. De acuerdo con los estudios realizados
por el Proyecto de Investigacion y Conservacion de la Lapa Verde en la Zona
Norte, en nuestro pais quedaba una poblacién reproductiva de 25-35 parejas en el
2003 para un total de 200 lapas en la naturaleza. Esta situacion se ha dado
principalmente por la destruccidn de su entorno, ya que la causa principal de su

desaparicion es la tala indiscriminada del almendro (Fortino y Morrone, 1997).

Por lo tanto, la proteccion del habitat de la lapa verde la beneficiara a ella y
a una multitud de otras especies, ejerciendo asi lo que los bidlogos llaman el
efecto sombrilla. Este consiste en que ante la falta de conocimiento sobre los
requerimientos de la mayoria de especies, falta de financiamiento, y la necesidad
de actuar rapido, se disefia una estrategia de conservacion enfocada en una
especie en la que al menos se conocen sus requerimientos basicos de habitat,

como lo es caso de A. ambigua (Chassot y Monge 2002; Chaves, 2004).

En Costa Rica, como una estrategia de conservacion para rescatar la
poblacion remanente de esta especie, se ha venido consolidando lo que es el
Corredor Biolégico San Juan-La Selva, cuyo Comité Ejecutivo propuso el
establecimiento del Parque Nacional Maquenque en el area prioritaria de la lapa
verde (30000 ha), y la aplicacion de un Pago de Servicios Ambientales (PSA)
rentable para la proteccién absoluta del bosque afuera del parque propuesto
(Chassot y Monge, 2002; INBio, 2004).

La sobrevivencia de la lapa verde depende unicamente de la disponibilidad
de un habitat adecuado e intacto, por lo tanto esta poblacion no se recuperara si
no se frena la deforestacion y el aprovechamiento forestal en la Zona Norte. Los
bosques que son habitat critico para la supervivencia de la lapa verde se
encuentran altamente amenazados, por lo que se debe iniciar el desarrollo de un
plan de conservacion capaz de proteger el entorno necesario para mantener una

pequefia poblacion reproductiva en Costa Rica (Chassot y Monge, 2002).
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De esta forma, al promover un desarrollo sostenible de la Zona Norte se
favorece la conservacion de A. ambigua. Es importante incitar a los finqueros a
que exploten de manera sostenible el bosque mediante actividades alternas como
extraccion de productos no maderables (plantas medicinales, frutas y semillas) y
apoyar las iniciativas de reforestacion con especies nativas maderables que
beneficien a la lapa verde, a través de un Pago de Servicio Ambiental
econdmicamente favorable para estos tipos de proyectos (Chassot y Monge,
2002).

Sin embargo, también es importante tomar en cuenta otros factores a la
hora de la conservacién de la lapa. Brightsmith et al. (2003) indican que la familia
Psittacidae, a la cual pertenece A. ambigua, contiene la mas alta proporciéon de
especies en peligro de extincion que ninguna otra familia grande de aves y que los
loros son susceptibles a una gran variedad de enfermedades letales vy
contagiosas, las cuales se pueden expresar hasta edades avanzadas de los

individuos, de manera que pueden pasar varios anos sin que sean detectadas.

2.4 Parque de Conservacion y Vida Silvestre Zoo Ave

Este parque queda ubicado en la Garita de Alajuela, y su mision es
promover la culturizacion ambiental y educar a la gente acerca de la importancia
de la vida silvestre costarricense dentro de los ecosistemas tropicales y su papel

vital en el medio ambiente global (Zoo Ave, 2006).

Dentro del mismo parque se encuentra el Centro de Rescate de Vida
Silvestre Tropical (CRVST) y el Centro de Reproducciéon de Especies en Vias de
Extincién (CRAVE). El primero recibe, atiende, rehabilita y reintegra a su habitat a
animales silvestres heridos, huérfanos o que han sido objeto de cautiverio o
maltrato por parte de las personas. El segundo se dedica a la reproduccién en
cautiverio de especies en peligro de extincion, con el proposito de liberar a los
animales nacidos en cautiverio en zonas donde desaparecieron o estan a punto de

extinguirse a causa de la intervencién humana (Zoo Ave, 2006).
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Uno de los proyectos del Zoo Ave es el de Reintroduccion de la Lapa Roja
(Ara macao) en el Parque Nacional Piedras Blancas, cuyo objetivo principal es
establecer una nueva poblacion de lapas rojas en Costa Rica, que junto con las
poblaciones naturales conformarian en el futuro tres poblaciones de importancia

significativa en el pais (Zoo Ave, 2006).

Las lapas que se liberan nacen en cautiverio en el CRAVE, y el pie de cria
es de origen nacional y proviene de decomisos efectuados por el Ministerio de
Ambiente y Energia y de donaciones hechas por particulares. Con esta poblacion
se habia levado a cabo un analisis de variabilidad mediante microsatélites en el
laboratorio BioTécnica Analisis Moleculares. Los datos aportados por este estudio
indicaron que esta metodologia es de gran utilidad para la determinacion de la
diversidad genética de A. macao. Con estos datos es posible dirigir con un criterio
mas preciso el disefio de programas de crianza y cautiverio para evitar

homogeneidad en las poblaciones naturales (Arias et al. 2005).

El Zoo Ave también cuenta con una poblacion cautiva de lapa verde a partir
de la cual pretende establecer una nueva poblacion en nuestro pais con el fin de
evitar la extincibn de la especie. La metodologia utilizada para estimar la
diversidad genética de la lapa roja fue la misma que se aplicé para realizar el
presente estudio de la poblacion de lapa verde, la cual se explica en detalle

posteriormente (Zoo Ave, 2006).

2.5 Informacion General sobre la lapa verde (Ara ambigua)

2.5.1 Taxonomia

La lapa verde, conocida también como guacamayo verde mayor, pertenece
a la familia Psittacidae, también conocida como la familia de las cotorras. Se
subdivide en cuatro subfamilias, de las cuales a tres apenas se les asignan de una
a seis especies. La subfamilia Psittacinae es la que contiene la gran mayoria de

las cotorras, pericos y guacamayos (INBio, 2004; Jiménez, 2003). En el cuadro 1
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se puede apreciar detalladamente la taxonomia de la lapa verde.

Cuadro 1. Informacion taxondmica sobre la lapa verde.

Categoria Taxa
Reino Animalia
Filo Chordata

Clase Aves

Orden Psittaciformes

Familia Psittacidae
Género Ara
Especie ambigua

Fuente: INBio, 2004.

2.5.2 Fenotipo

Ara ambigua es el segundo Psitacido mas grande de Ameérica. Mide
aproximadamente entre 79 y 85 cm, y pesa en promedio 1,3 kilogramos. Su cola
es relativamente mas corta y robusta que la de la lapa roja (Ara macao), el pico es
mucho mas grueso. Los adultos son verde amarillento, con la frente roja. La piel
de la cara es blancuzca, cruzada por lineas de plumas rojas y negras. El pico es
negro con la punta gris, las patas son oscuras. Los individuos mas jovenes son
parecidos a los adultos solo que un poco mas opacos y mas color oliva. Es una
especie que no presenta dimorfismo sexual (hembras y machos son iguales

morfolégicamente) (ver figura 1) (Stiles y Skutch, 1991).

20



Figura 1. Fotografia de una lapa verde en la que se puede apreciar claramente su

fenotipo. Tomada de www.corbis.com

2.5.3 Habitat

Esta ave suele encontrarse en las copas de los arboles de los bosques
humedos de las tierras bajas. Vuela largas distancias para llegar a los almendros
de montafa, los cuales son su principal fuente de alimento y habitat. En Costa
Rica se desplazan sobre la vertiente del Caribe. Se reproducen en la regién de
Boca Tapada (San Carlos) durante el primer semestre del afio. Luego migran
hacia la region de Sarapiqui y a las faldas del Parque Nacional Braulio Carrillo
(Stiles y Skutch, 1991).

2.5.4 Reproduccioén

Las lapas son fieles a su pareja por toda la vida y casi los son a sus nidos.
En Costa Rica anida de diciembre a junio. La mayoria de las parejas ponen el
primer huevo a finales de enero y para finales de febrero nacen sus crias. Si no se

presentan inconvenientes llegan a tener dos pichones en promedio (INBio, 2004).
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2.5.5 Alimentacion

Las semillas de los frutos del almendro de montana constituyen el principal
componente en la dieta de las lapas verdes. Visitan estos arboles desde
septiembre, cuando los frutos inmaduros estan disponibles, hasta abril, cuando los

frutos se vuelven escasos (INBio, 2004).

Cuando las semillas de D. panamensis escasean las lapas prefieren
alimentarse de las semillas de Sacoglottis trichogyna, también conocido como titor,
rosita 0 manteco. Cuando ninguno de los dos tipos de frutos anteriores esta
disponible (septiembre y octubre) se alimentan de wuna variedad de
aproximadamente 37 especies de frutos. Nueve de las 37 especies son de tierras
altas y por lo tanto son fuentes de alimento una vez que las lapas han migrado a
mayores altitudes (Garcia, 2003; INBio, 2004).

2.6 Distribucion en el mundo y en Costa Rica

En el mundo, la lapa verde se encuentra distribuida desde el este de
Honduras hasta el noroeste de Colombia y el oeste de Ecuador (Stiles y Skutch,
1991).

Histéricamente, la lapa verde anidaba a lo largo de los bosques de tierras
bajas del Caribe costarricense. En 1993 y 1994 los miembros del Proyecto de
Investigacion y Conservacién de la Lapa Verde llevaron a cabo una extensa
busqueda en el noreste de nuestro pais. Lograron identificar aproximadamente
1000 kildbmetros cuadrados como area de anidamiento significativa de la especie

en el territorio nacional (ver figura 2) (Chassot y Monge, 2002).
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Figura 2. Area de distribucion geografica de Ara ambigua en el territorio costarricense.
Tomado de: INBio, 2004.

2.7 Conceptos

El ADN (acido desoxirribonucleico) es la biomolécula organica que
almacena la informacion genética tanto en organismos procariotas como
eucariotas. Es un tipo de acido nucleico y consta de dos cadenas organizadas en
doble hélice. EI ADN conforma las unidades hereditarias conocidas como genes,
las cuales forman parte de los cromosomas que son densos paquetes que
contienen las instrucciones para que las células fabriquen las proteinas (Klug y
Cummings, 1999).

Los genes que codifican para proteinas contienen secuencias no

codificantes conocidas como intrones, que interrumpen las secuencias
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codificantes, llamadas exones. Los genes constituyen apenas una pequena parte
del genoma de los organismos mientras que los intrones conforman el resto
(Sudbery, 2004).

La ubicacion de un gen a lo largo de un cromosoma se denomina locus (loci
en plural) y las formas alternativas de un gen se conocen como alelos. Estas se
dan como consecuencia de una mutacion. Frecuentemente, estas variaciones
originan algun cambio en las caracteristicas del organismo vy si llegan a formar
parte del genotipo del mismo pueden extenderse por toda una poblacién mediante
mecanismos reproductivos (Klug y Cummings, 1999).

Por lo tanto, la variacion genética generalmente es causada por
mutaciones cromosomicas y mutaciones génicas o puntuales. Estas ultimas se
dan como consecuencia de un cambio en la informaciéon quimica almacenada en

el genotipo de un organismo (Klug y Cummings, 1999).

2.8 Analisis del ADN como herramienta de conservacion

Durante los ultimos afios ha surgido una nueva disciplina cientifica que ha
significado una gran ayuda en lo que se refiere a conservacién de especies. Esta
es conocida como Ecologia Molecular. Consiste en la aplicacion de marcadores
genéticos moleculares a problemas de ecologia y evolucién con el objetivo de
identificar individuos, poblaciones o especies y estudiar las relaciones que se

establecen entre éstos (Jordano, 1999).

Las técnicas moleculares permiten obtener informacién sobre la variabilidad
del contenido genético de los organismos. Se puede estudiar la genealogia de los
mismos y las relaciones filogenéticas entre diferentes poblaciones, especies,
géneros, etc. Esta informacion genética se utiliza para mejorar la gestion de las

distintas especies amenazadas (Jordano 1999).

En el caso de la lapa verde, estos analisis proveen una herramienta que

24



podria evitar la consaguinidad cuando estas son criadas en cautiverio, de manera
que permiten la reintroduccidén de especies con alto grado de diversidad genética
en la naturaleza. También se pueden determinar las parejas reproductivas, debido
a que la homogenicidad genética puede ocurrir al azar en los animales, como

entre los que son confiscados en diferente momento y lugar (Nader et al. 1999).

2.9 Técnicas moleculares

2.9.1 La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los marcadores

moleculares

El desarrollo de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCRQ) ha sido de gran importancia para poder llevar a cabo estudios de
variabilidad genética. La PCR consiste en la amplificacion de un segmento de
ADN utilizando la enzima taq ADN polimerasa termoestable, cebadores o
imprimadores, y oligonucleotidos que hibridan con la cadena complementaria a la
secuencia que se quiere amplificar (Aranguren et al. 2005; Klug y Cummings,
1999).

Para poder amplificar ADN, éste debe ser desnaturalizado en cadenas
sencillas para que los cebadores se puedan unir a la cadena complementaria. La
doble hélice de ADN se desnaturaliza con calor, alrededor de 95°C por un tiempo

determinado (Klug y Cummings, 1999).

Los imprimadores son oligonucleétidos sintéticos, e hibridan con las
secuencias flanqueantes del segmento a amplificar (por lo que se debe tener
informacion sobre dicha secuencia). Se utilizan dos y cada uno tiene la secuencia
complementaria a una de las dos cadenas de ADN. Los imprimadores hibridan con

el ADN de cadena sencilla (Klug y Cummings, 1999).

A la mezcla de reaccion con la que se lleva a cabo el PCR, se le anade la

% Por sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction.
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enzima ADN taq polimerasa la cual es resistente al calor. Su funcion es extender
los cebadores en direccion 5’-3’, usando como molde el ADN de cadena sencilla.
Este proceso da como resultado una molécula de ADN de doble cadena con los

iniciadores incorporados en el producto final (Ver figura 3) (Klug y Cummings,
1999).

Reaccion de PCR

rTTTr1TTT T TTI I T TP T T T IT T T ITTT YOI
Liierprrepp il eped iay i iRl
Segmento de interés

ADN original Desnaturalizacion
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[k 2 _'(I_"_‘.. e '
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Polimerasa
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de los
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Extension

| I O |

Desnaturalizacion

por calor .I_I_I_l_ﬂlilllllill

Figura 3. Esquema del proceso de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Tomado de:
Nickle, 2003.
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De acuerdo con lo anterior, la técnica de PCR se puede resumir en tres
pasos: desnaturalizacion, hibridacion de los cebadores y extension de las cadenas
complementarias de ADN. El conjunto de estos pasos se denomina ciclo.
Generalmente cada uno se realiza a una temperatura especifica. El primer ciclo
produce dos moléculas de ADN, el segundo cuatro y asi sucesivamente de
manera exponencial. El proceso es automatico y se lleva a cabo en una maquina
llamada termociclador, la cual se puede programar para que lleve a cabo un
numero determinado de ciclos produciendo grandes cantidades de segmentos de

ADN en unas pocas horas (Klug y Cummings, 1999).

Por lo tanto, mediante la PCR es posible generar moléculas de ADN en
cantidades que permitan su caracterizacién a partir de muy poco material (una raiz
de pluma, células epiteliales, etc.), lo que permite un muestreo no invasivo o poco

destructivo de organismos vivos y el analisis de restos (Jordano, 1999).

2.9.1.1 Aplicaciones de la PCR

A partir de esta técnica, se han venido desarrollando otras utilizadas en
estudios de variabilidad genética en especies animales, como por ejemplo, el uso
de marcadores genéticos, que son regiones conocidas del ADN, muy variables de
un individuo a otro (polimérficos) y que se heredan sin cambios de una generacién

a la siguiente (Aranguren et al. 2005).

Segun Carrera et al. (2003) para que un caracter sea considerado un
marcador geneético debe mostrar una variacion experimentalmente detectable
entre los individuos de la poblaciéon y un modo de herencia mendeliana; y que esta
variacién puede ser desde cambios fenotipicos heredables significativos hasta la

variacion de un solo nucleétido.

Las distintas formas heredables de estos marcadores genéticos se
denominan alelos. Por lo tanto constituyen una herramienta muy valiosa en los

estudios de identificacion genética ya que cada individuo tendra unos marcadores
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genéticos distintos a los del resto, es decir tendra sus propios alelos (Aranguren et
al. 2005).

2.9.1.2 Marcadores moleculares

Un marcador molecular se define como una region del genoma,
generalmente de posicion conocida, que presenta polimorfismo y que ademas
establece una relacidn inequivoca entre el y la presencia del material genético que

lo controla (Aranguren et al. 2005).

Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los organismos
estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad
enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimorfico (Claros,
2000).

2.9.1.2.1 Marcadores moleculares tipo microsatélites

Una de las principales aplicaciones de la PCR son los marcadores
genéticos moleculares conocidos como microsatélites. Estos consisten en
repeticiones en tandem de unidades de dos, tres o cuatro nucledtidos de longitud.
Por esta razén también se les llama repeticiones cortas en tandem (STRs?). Estan
ubicados en todas las partes del genoma, incluso dentro de las regiones
codificantes. Son muy polimorficos, ya que el tamafo final de cada microsatélite

depende de cémo varie el niumero de repeticiones (Sudbery, 2004).

De acuerdo con Aranguren et al. (2005), los STRs han venido sustituyendo
o complementando a otros marcadores en lo que se refiere a la conservacion de
especies, ya que por su alto nivel de polimorfismo, resultan utiles para definir un
unico genotipo multilocus, de particular interés en estudios donde se requiera una
escala muy fina de resolucion, como lo son los de parentesco, y en los que otros

tipos de marcadores podrian presentar algunas limitaciones.

® Por sus siglas en inglés: Short Tandem Repeats.
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Los microsatélites son considerados como la mas poderosa herramienta
para los estudios de genética de poblaciones debido a que son muy polimérficos,
presentan herencia mendeliana simple, son codominates, por lo que se pueden
diferenciar individuos homocigotas de heterocigotas, son faciles de medir y
analizar, son confiables, repetitivos y automatizables y ademas requieren
cantidades minimas de ADN (Aranguren y Jordan, 2001; Becerra y Paredes,
2000).

Cabe destacar que las mutaciones modifican el nUmero de repeticiones de
los STRs, aumentandolas o disminuyéndolas. El cuadrado de la diferencia en el
numero de repeticiones entre dos microsatélites es proporcional al momento de
divergencia de un ancestro comun. Es decir, una mutacion es un cambio
progresivo y los fragmentos que migran distancias similares han experimentado

pocas mutaciones (IPGRI, 2004).

Sin embargo, los microsatélites presentan algunas desventajas, como que
el numero de secuencias de los mismos en el genoma es limitado, lo que restringe
su utilizacidén para la elaboracion de mapas genéticos cuando se compara con el
numero potencialmente ilimitado de Joci correspondientes a otro tipo de
marcadores como los RFLP’s (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion), RAPD’s (Amplificaciéon Aleatoria de Fragmentos Polimorficos de
ADN) y AFLP’s (Fragmentos Polimoérficos de ADN Amplificados). Entre otras de
sus limitaciones se encuentran el esfuerzo y la inversion econdmica inicial
necesaria para su desarrollo y que sus secuencias de flanqueo no se conservan
mucho entre especies de algunos géneros, lo que hace que los marcadores no
sean transferibles a especies no relacionadas directamente. No obstante, existe la
posibilidad de usar los mismos imprimadores en mas de una especie debido a que
existe cierto grado de conservacién de los microsatélites entre genomas de

algunas especies relacionadas (Becerra y Paredes, 2000; Butcher et al. 1999).
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2.9.1.2.2 Aplicaciones de los microsatélites

Durante los ultimos afos, los microsatélites han venido tomando un papel
importante debido a sus diversas aplicaciones. Se utilizan para la identificacion de
genotipos individuales, en estudios del flujp de genes de diversas especies
vegetales y animales. También se han aplicado en estudios de evaluacion de
germoplasma, diversidad genética, cartografia de genomas, estudios filogenéticos
y evolutivos. Por lo tanto, gracias a esta técnica han sido posibles progresos en la
comprensién del origen, funciéon, mantenimiento y mejoramiento de la diversidad
bioldgica (Butcher et al. 1999, IPGRI, 2003).

Ya se habia hecho un estudio sobre la variabilidad genética de una
poblacién de lapas rojas (Ara macao), que también se encuentra en el Zoo Ave,
evaluada mediante el uso de tres marcadores tipo microsatélite provenientes de
otras especies de psitacidos reportados por Russello et al. (2001) y Caparroz et
al. (2003). Con esta investigacidén se logré implementar una metodologia de gran
utilidad para determinar certeramente la variabilidad genética de la lapa roja y asi

contribuir con su conservacion (Arias et al. 2005).

En la investigacion de Rusello et al. (2001) se logré aislar varios
microsatélites a partir de la lora Amazona guildingui. En total se caracterizaron
nueve loci polimorficos variando de dos a nueve alelos por locus. Ademas, estos
imprimadores amplificaron en otros cuatro géneros diferentes de Psitacidos, lo que
demuestra el potencial de la utilidad de estos marcadores para futuros estudios

poblacionales y de conservacion de otras aves pertenecientes a esta familia.

En el caso de Caparroz et al. (2003), se caracterizaron seis loci tipo
microstélites a partir de Ara ararauna, también conocida como lapa azul dorada.
Estos variaron de uno a once alelos por locus y también amplificaron en otras dos

especies de Psitacidos de distintos géneros.
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2.10 Analisis Estadisticos

2.10.1 Medidas de diversidad genética

Para poder documentar el grado de variabilidad genética de una manera
estandar, se necesitan medidas que permitan cuantificar esta informacion. La
heterocigosidad es el método mas comun para medir la diversidad genética,
también se han utilizado otro tipo de medidas para describir la variabilidad de un

locus o de cierto numero de loci similares (Hedrick, 2000).

21011 Heterocigosidad

Debido a que los individuos que conforman las especies diploides pueden
ser heterocigotos u homocigotos para cierto locus, esta medida representa una
cuantificacion biolégica muy util. Sin embargo, tedricamente las propiedades de
distribucion de la heterocogosidad son complicadas, y estas medidas no son muy
sensibles a variaciones adicionales porque el limite maximo, uno, es el mismo
para cualquier numero de alelos. Esta limitacion dificulta la diferenciacion entre
poblaciones con Joci altamente variables, como los microsatélites, donde la

heterocigosidad puede ser mayor de 0,8 (Hedrick, 2000).

2.10.1.2 Distancia genética

La distancia genética entre dos muestras se describe como la proporcion de
elementos genéticos (alelos, genes, gametos, genotipos) que no son compartidos
por ambas muestras. Esta puede ser igual a uno solamente cuando las dos

muestras no tienen elementos genéticos en comun (IPGRI, 2004).

Los datos generados a partir de matrices de distancias genéticas pueden
incorporarse en estudios filogenéticos, donde se contemplan las frecuencias
alélicas y se pueden utilizar con marcadores genéticos codominantes como lo son
los microsatélites (IPGRI, 2004).
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La distancia dentro de una poblacion es el promedio de la suma de los
cuadrados de las diferencias en numero de repeticiones entre alelos, por lo tanto,
el calculo de la distancia entre dos alelos es una transformacién del numero de
repeticiones. Una de las dificultades en el uso de las STR’s para estimar

distancias genéticas es que su tasa de mutacion es alta (IPGRI, 2004).

2.10.2 Agrupacion o clustering para visualizar las relaciones

Es el proceso de agrupar (o conglomerar) objetos en categorias o clases,
con base en sus particularidades o relaciones comunes. Existen varios tipos de
agrupaciones, pero la que se llevd a cabo en este estudio es la cladistica, la cual

se basa en la genealogia o filogenia de las muestras de interés (IPGRI, 2004).

2.10.2.1 Dendrogramas

Los dendrogramas son la representacion grafica de datos en forma de
arbol, en el cual se organizan los datos en subcategorias que se van dividiendo en
otros hasta llegar al nivel de detalle deseado. Estos diagramas son una ilustracion
de las agrupaciones derivadas de la aplicacion de un algoritmo de clustering o

agrupamiento (Aluja, 2003).

Este tipo de representacién permite apreciar claramente las relaciones de
agrupacion entre los datos e incluso entre subgrupos. De acuerdo con las
sucesivas subdivisiones se pueden tomar criterios de agrupacidén de los mismos,

la distancia entre los datos segun las relaciones establecidas, etc. (Aluja, 2003).

210.21.1 Método de agrupamiento o clustering de pares no ponderados
usando la media aritmética (UPGMA)
El UPGMA® es el método mas simple para la construccion de

dendrogramas. Minimiza la distancia entre grupos, al tomar la distancia promedio

* Por sus siglas en ingles: Unweighted Pair Group Average Method.
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de todos los pares entre los individuos de la muestra (IPGRI, 2004).

Este método consiste en la busqueda de la distancia mas pequefa en la
matriz y agrupar las unidades que la conforman como una sola unidad taxonémica
independiente. Se calculan los promedios de la nueva unidad contra los restantes
conformando una nueva matriz, y se repite el proceso hasta que todas las

unidades queden conformando un solo elemento (Poot y Zavala, 1995).

2.11 Determinacion del sexo en aves

Muchas de las diferentes especies de Psitacidos no presentan ningun
dimorfismo sexual, es decir, morfoldgicamente el macho y la hembra son iguales,
ya que no existe ninguna caracteristica fisica (plumas, tamafo, color, etc.) que
permita discernir entre ambos sexos. Esta situacion complica la determinacién del
sexo de las mismas y ha sido una seria dificultad en su cria en lo que se refiera a

la seleccion de parejas de reproductores (Cortés, 2001).

2.11.1 Técnicas de Sexado en Aves

21111 Endoscopia

Es uno de los métodos mas utilizados. Consiste en una practica quirurgica
en la que se visualiza el aparato genital del ave, precisa de personal calificado v,
como toda cirugia, puede necesitar anestesia y un periodo post-quirurgico. Es una
técnica bastante invasiva, y en aves pequefias presenta serias dificultades, lo que
unido a la susceptibilidad de las aves a la manipulacion, hace que el riesgo de

mortalidad sea elevado (Cortés et al. 1998).

211.1.2 Sexado por ADN

Es otro de los métodos utilizados y ha desplazado la endoscopia gracias a
las ventajas que presenta, como menor costo econémico, técnica mas confiable,

no es invasiva y no presenta riesgo de mortalidad, ademas se puede llevar a cabo
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en cualquier momento de la vida del ave, incluso desde la eclosion (Cortés, 2001).

Al principio, la seleccion de un marcador genético sexual para llevar a cabo
el sexado por ADN tuvo algunas dificultades. La fuente obvia es el cromosoma
sexual W presente en las hembras (ZW) y ausente en los machos (ZZ). Similar al
caso del cromosoma humano Y, es muy pequefo y presenta una cantidad
desproporcionada de ADN basura. Estas secuencias evolucionan rapidamente,
aun entre especies muy relacionadas, por eso proveen marcadores sexuales de
rango limitado. Una técnica para sexar por medio de ADN es utilizar genes, ya que
al ser regiones codificantes conservadas, este método sirve en una gran cantidad

de especies de aves (Griffiths et al. 1998).

El primer gen del cromosoma sexual W presente en las aves que se
descubrié en 1998 es el “chromobox-helicase-DNA-binding” (CHD-W). Este gen es
muy conservado, y se ha demostrado que se puede utilizar un par de
imprimadores para determinar el sexo de organismos pertenecientes a la clase
Aves con la excepcion de ratites (avestruces, emues, etc.). Estos imprimadores
amplifican simultaneamente partes homologas del CHD-W y del gen relacionado
CHD-Z. Al estar presente el CHD-Z en ambos sexos siempre deberia amplificar, lo
que asegura que la reaccion de PCR funciond. Sin embargo, los dos productos de
CHD son del mismo tamafio, por lo tanto Griffiths et al. (1996) usaron una enzima
de restriccion para cortar un fragmento del CHD-Z selectivamente antes de la
electroforesis. Finalmente las hembras presentan dos bandas y los machos una
(Griffiths et al. 1998).

En un estudio hecho por Griffiths et al. (1998) se describe un nuevo método
para sexar aves basado en dos genes CHD, el cual no se requiere usar una
enzima de restriccion para separar los productos de PCR, por lo tanto es mas
simple, econdmico y rapido. Se emplean dos imprimadores, P2 y P8, que
flanquean las regiones exonicas pero luego amplifican un intréon en los dos genes,
CHD-W y CHD-Z. Como estos intrones son no codificantes son menos

conservados y sus longitudes usualmente difieren entre los genes. Como
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resultado, los productos de PCR varian en tamafo desde el principio del proceso.
La electroforesis revela inmediatamente una banda en los machos y dos en las

hembras. Este método fue probado exitosamente en varias especies de aves.

El sexado con los imprimadores P2 y P8 es casi universal. No se ve muy
afectado por variaciones en la concentracion de ADN de la muestra y el par de
imprimadores reduce la posibilidad de la aparicion de bandas contaminantes. Es
una manera efectiva de distinguir machos de hembras en las aves (Griffiths et al.
1998).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestreo de aves en cautiverio

Las muestras analizadas en este estudio provienen de 32 lapas verdes
cautivas en el Parque de Conservacion y Vida Silvestre Zoo Ave. A estas se les

tomd una muestra de sangre de 2 ml para ser usada como fuente de ADN.

3.2 Extraccion de ADN genémico

El ADN de las muestras fue extraido utilizando el Kit Wizard Promega
(Promega, 2002), de acuerdo las especificaciones del fabricante y las
modificaciones descritas por Arias et al. (2005). Este proceso habia sido realizado
previamente en el laboratorio, por lo que para la presenta investigacion se conté
con el ADN ya extraido. También se utilizd6 ADN de una lapa azul-dorada (Ara

ararauna) y un loro (Amazonas autumnalis) como muestras control.

3.3 Aplicaciéon de marcadores moleculares para estimar la variabilidad

genética entre las lapas.

Se utilizaron cuatro diferentes marcadores moleculares tipo microsatélites
(Ver cuadro 2) tanto de las lapas como de A. ararauna y A. autumnalis. Estos
marcadores son algunos de los reportados por Russello et al. (2001) y por
Caparroz et al. (2003) para Amazona guildingii y Ara ararauna respectivamente. A
continuacion se muestra un cuadro con informacidn sobre los imprimadores

utilizados en el presente estudio.
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Cuadro 2. Informacion sobre los imprimadores utilizados para llevar a cabo los

PCR’s de variabilidad.

Locus. No. De Accesion Secuencia del imprimador Repeticién Ta. (°C) Peso
del Banco Genético (5'-3") (pb)
UnaCT21 F: CTTTCCCATACTTAGCCATA (GT)(CTT)(GT), 52 245-273
R: AGACATTTCAAGACCGTGCC
UnaCT43 F: TCATCCTATCACCAGAAGGG (GT), 61 199-219
R: CTTGAGGACAGTGCAGAGGG
UnaCT74 F: CTGGACTGCTGCTCTTAACA (GT), 57 232-260
R: AGCCTGAAGTGAACTGCATG
UnaGT55 F: TCTGCCCTCTGTCTTATGCC (GT)n(AT), 50 184-192

R: ACTTTGGTTTGTCCCTGC

T, Temperatura de anillamiento.

pb: pares de bases.

3.3.1 PCR

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 12,5 ul de

mezcla de reaccion, conformada por los componentes que se muestran en el
cuadro 3. Esta fue modificada a partir de las reportadas por Caparroz et al. (2003)

y Rusello et al. (2001).
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Cuadro 3. Composicion de la mezcla de reaccion utilizada para realizar el PCR

para el estudio de variabilidad genética de las lapas.

Componentes Concentracién Final 1X (pl)
Buffer (10X) + KCI 1x 1,25
MgCl, (25mM) 2,5uM 1,25
dNTP’s (2mM) 400 uM 2,5
Primer F (4 uM) 0,8 uM 2,5
Primer R (4 M) 0,8 uM 2,5
Taq (5 u/pl) 0,5u 0,1
Agua - 1,4
ADN -—-- 1

Volumen Final 12,5 ul

A continuacion se describe en detalle el programa de perfil térmico utilizado
para llevar cabo las PCR’s para evaluar la variabilidad de las lapas, modificado a

partir de los reportados por Caparroz et al. (2003) y Rusello et al. (2001).

Cuadro 4. Ciclos utilizados en el termociclador para llevar a cabo los PCR de

variabilidad.
Paso Tiempo Temperatura °C
1. Desnaturalizacion inicial 5 minutos 95
2. Desnaturalizacion 1 minuto 95
3. Apareamiento de los imprimadores® 40 segundos Ver cuadro 2
4. Extensién 1 minuto 72
5. Extension Final 30 minutos 72

3.3.2 Electroforesis en gel de Agarosa al 1%

Una vez obtenidos los productos de PCR se verifico su amplificacion
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio.

El registro de la presencia de bandas se llevd a cabo con el software Kodak

> Los pasos del 2 al 4 se repiten por 34 veces antes de que empiece el paso 5.
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Molecular Imaging Software v. 4.0 (Eastman Kodak Company, 2005).

3.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE®)
Los productos de PCR se mezclaron con 15 ul de buffer PAGE y se

desnaturalizaron en el termociclador o en bafio maria a 95°C por cinco minutos.
Luego se cargaron 2,5yl de cada muestra en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 4% y se corrieron en buffer TBE 1X por una hora y media a 40 W.
Los geles se tiferon con Nitrato de Plata segun el protocolo reportado por
Caetano-Anollés y Gresshoff (1994).

3.4 Analisis de datos

El registro de los patrones de bandas especifico para cada marcador se
llevd a cabo con el software Kodak Molecular Imaging Software v. 4.0 (Eastman
Kodak Company, 2005). La relacion genética entre las lapas se evalué mediante el
analisis de la heterocigosidad de la poblacién en general y para cada locus
llevado a cabo con el GenALEx v.6 (Peakall & Smouse, 2005), y con un
dendrograma tipo UPGMA generados con el software Statistica v. 6 (StatSoft,
2004). Con estos analisis fue posible estimar la diversidad genética entre los

genotipos de interés para determinar su grado de cercania genética.

3.5 Determinacion del sexo mediante ADN

Se determiné el sexo de cada una de las lapas muestreadas mediante un
procedimiento de estudio de ADN, basado en el analisis de regiones intronicas de
distintas longitudes presentes en los cromosomas sexuales de las aves. Para esto
se llevd a cabo un PCR con imprimadores especificos para estas regiones
(Griffiths et al. 1998). La composicion de la mezcla de reaccion de la PCR se

detalla en el cuadro 5.

% Por sus siglas en ingles: Polyacrylamide Gel Electrophoresis.
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Cuadro 5. Composicion de la mezcla de reaccion utilizada para realizar la PCR de

sexado de las lapas verdes.

Componentes Concentracioén Final 1X (10 pl)

Buffer 10X + KCI 50 mM 1 pl

MgCl, (25mM) 1,5 mM 0,6 ul
dNTPs (2mM) 200 uM 1 pl
Primer P2 100 ng 1 ul
Primer P8 100 ng 1 ul

Taq Polimerasa (5 u/pl) 0,15 u 0,1 ul

H.O - 4,3 pl
ADN - 1 pl

Volumen Total 9 pl

En cada PCR, ademas de las muestras, se utilizé un control negativo, dos
controles positivos de macho y hembra, y un marcador de peso molecular de 100

pares de bases.

El cuadro que se aparece seguidamente muestra el perfil térmico utilizado

para realizar las PCR’s para determinar el sexo de las aves.
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Cuadro 6. Ciclos utilizados en el termociclador para llevar a cabo los PCR de

sexado.
Paso Tiempo Temperatura °C
1. Desnaturalizacion inicial 1,5 minutos 94
2. Apareamiento de los imprimadores 45 segundos 48
3. Extension 45 segundos 72
4. Desnaturalizacion’ 30 segundos 94
5. Apareamiento de los imprimadores 1 minuto 48
6. Extension Final 5 minutos 72

3.5.1 Electroforesis

A cada uno de los productos de la PCR de sexado se les agregd 1,5 pl de
buffer de carga 6X (0,25% azul de bromofenol, 0,25% azul de Xilencianol, 30%
glicerol), para proceder a realizar la electroforesis. Esta se llevé a cabo en geles
de agarosa al 4% en buffer TAE 1X a 80 voltios por una hora y media.
Alternativamente se realizé la electroforesis en geles de agarosa al 2%. Una vez
transcurrida la hora y media, los geles se tifieron por 10 minutos en una solucién
de bromuro de etidio al 0,02% en buffer TAE 1X. Luego se observaron en
presencia de luz ultravioleta y se fotografiaron con el equipo y software Kodak

Molecular Imaging Software (Eastman Kodak Company, 2005).

" Pasos del 2 al 4 se repiten 30 veces antes de que empiece el paso 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Aplicacion de marcadores moleculares para estimar la variabilidad

genética entre las lapas

Para estimar la variabilidad genética presente en la poblacién de lapa verde
cautiva en el Zoo Ave, se evaluaron cuatro microsatélites en cada uno de los
individuos que la conforman. Como control se utilizaron muestras de A. ararauna y
de A. autumnalis. Se observo que todos los marcadores amplificaron exitosamente
en la totalidad de los individuos evaluados, de manera que se logré obtener un
patron de bandas definido para cada muestra de acuerdo con el microsatélite

utilizado.

Seguidamente se presenta la fotografia de dos de los geles PAGE
obtenidos durante la realizacion del proyecto. En ambos se puede observar
claramente la presencia de individuos homocigotas, lo cuales presentan

unicamente una banda y de heterocigotos, que presentan dos bandas.
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Figura . A) Gel oIiaciIamida 4% con la PCR realizada con el marcador CT74 para las
lapas de la 1 a la 22. B) Gel Poliacrilamida 4% con la PCR realizada con el marcador
CT21 para las lapas de la 1-22. El marcador de peso molecular (MPM) utilizado es el de

100 pares de bases.

Con el fin de determinar la distancia genética entre los diferentes individuos,
se establecio el peso de cada uno de los alelos obtenidos para los diferentes
marcadores mediante el andlisis de los geles PAGE con el Programa Kodak Ml
(Eastman Kodak Company, 2005). Los pesos se registraron en el cuadro que se
presenta a continuacion.
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Cuadro 7. Alelos para cada uno de los /loci analizados presentes en cada una de

las lapas verdes.

Individuo Loci

CT 74 CT 21 CT 43 GT 55

Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo 2

1 247 244 238 238 209 203 185 183
2 247 243 254 238 208 203 185 182
3 251 247 238 238 208 203 185 183
4 245 240 237 237 208 203 186 184
5 251 245 238 238 207 203 186 184
6 251 245 237 237 208 202 186 184
7 247 243 237 237 207 202 186 183
8 251 246 256 237 207 203 186 183
9 250 244 238 238 208 202 186 184
10 251 250 246 237 208 202 186 183
11 250 245 256 238 208 203 186 184
12 250 246 255 238 208 202 186 184
13 247 243 238 238 205 205 187 184
14 248 244 238 238 203 203 186 182
15 252 246 238 238 201 201 186 183
16 248 244 254 238 206 206 186 184
17 247 243 237 237 202 202 186 183
18 247 244 237 237 202 202 184 180
19 246 243 237 237 205 203 187 184
20 246 242 238 238 203 203 187 183
21 246 242 255 238 201 201 187 183
22 246 242 237 237 204 204 185 183
23 244 244 254 238 204 204 186 184
24 250 244 256 237 204 204 187 185
25 250 246 237 237 203 203 186 184
26 242 242 237 237 207 204 187 184
27 246 242 237 237 204 202 186 184
28 248 243 236 236 201 201 186 184
29 245 242 253 236 204 201 186 183
30 245 242 253 236 204 202 186 183
31 245 242 244 236 205 202 186 184
32 245 245 252 249 202 202 185 183
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Una vez determinado el peso en pares de bases de cada una de las bandas
obtenidas, se procedié a hacer los analisis estadisticos para determinar la relacion
entre las lapas. Mediante el software GenALEx v.6 (Peakall & Smouse, 2005) se
determinaron la frecuencias alélicas para cada locus y otros valores, tales como la

heterocigosidad observada, la esperada y el indice de fijacion.

Como se puede apreciar en la figura 5, el locus CT74 presentd un total de
11 alelos, de los cuales mas de la mitad se observaron frecuentemente en la

poblacién, resultando el marcador mas polimorfico de los cuatro que se analizaron.

Frecuencia Alélica del locus CT74

o 0.150

2 0.100 |

g

H H D H ﬂ

i 0.000

240 | 242 244 247 | 248 251

CT74
Locus

Figura 5. Representacién grafica de las frecuencias alélicas para el locus CT74
(GenALEx v.6).
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De acuerdo con la figura 6, para el locus CT21 se observé un total de 11
alelos de los cuales s6lo dos presentaron una alta frecuencia alélica, el 237 vy el

238. Debido a estas circunstancias este marcador fue el que resultd menos

polimoérfico.
Frecuencia Alélica del locus CT21
o 0.400
'S 0.300 +
2 0.200 +
8 0.100
:h., 0.000 D — ‘ _— e e . == [ = | [

236 ‘ 237 ‘ 238 ‘ 244 | 246 ‘ 248 ‘ 252 | 253 ‘ 254 ‘ 255 ‘ 256
CT21

Locus

Figura 6. Representacién grafica de las frecuencias alélicas para el locus CT21
(GenALEXx v.6).

Como se muestra en la figura 7, el marcador CT43 present6 un total de 9
alelos. Aproximadamente la mitad de estos se observaron frecuentemente en la

poblacion, lo que lo hace un locus bastante polimérfico.

Frecuencia Alélica del locus CT43

o 0.250

‘o 0.200 +

S 0.150 1

2o | [ | |

@ 0.050 +

I.‘I: 0000 I I I I I:l I /3 I I:I I I | s |

201 ‘ 202 ‘ 203 ‘ 204 ‘ 205 ‘ 206 ‘ 207 ‘ 208 ‘ 209

CT43
Locus

Figura 7. Representacién grafica de las frecuencias alélicas para el locus CT43
(GenALEXx v.6).
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En la siguiente figura se observa que para el locus GT55 se obtuvo un total
de 7 alelos presentes en la poblacion. Alrededor de la mitad resultaron con una
alta frecuencia alélica. Debido a esto, este marcador se puede considerar

polimérfico.
Frecuencia Alélica del locus GT 55
© 0.400
S 0.300 |
8 0.200 |
g 0.100 +
() ,_l ,_l
I.t 0000 I — I I I | |
180 ‘ 182 ‘ 183 ‘ 184 ‘ 185 ‘ 186 ‘ 187
GT 55
Locus

Figura 8. Representacion grafica de las frecuencias alélicas para el locus CT55
(GenALEX v.6).

El cuadro que se muestra a continuacion es un cuadro resumen de los 4
presentados anteriormente. En el se puede observar las frecuencias alélicas de la

totalidad de los alelos obtenidos durante el estudio para los 4 marcadores

analizados.
Frecuencia Alélica

© 0.400

S 0.300 |

$ 0.200 |

[T

L‘q': 0000 E.\I:lwl:lwl:lwl:lwl:l\l:l\l:lw[lw[lwaw[l\ I \E\E\E\E\D\D\D\D\”\ I I \D\D\D\I:I\E.\E.\D\ I \I:lw \I:l
I T TIT T TS TN ONO0N T T TNNnNIN OO0 0000 O IO|0|00|00|00|0| 0| 0
ANNNTNTNTNTAN NN TN TN NN AN TN TN AN TN TN N TN NN TN TN TN TN NN IN [ e e e e e e

CT74 CT121 CT43 GT 55
Locus

Figura 9. Representacion grafica de las frecuencias alélicas de cada uno de los loci

analizados (GenALEXx v.6).
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En el cuadro 9 se pueden apreciar los datos obtenidos para la
heterocigosidad de los loci analizados. Los marcadores CT74 y el GT55 fueron los
que presentaron la mas alta heterocigosidad, incluso mostraron niveles mayores a
la heterocigosidad esperada, dando como resultado un indice de fijacion negativo.
Esto indica una deficiencia de individuos homocigotos para estos dos loci. Los
marcadores CT43 y CT74 mostraron una heterocigosidad relativamente baja,
menor a la esperada por lo que sus respectivos indices de fijacion dan negativos,
evidenciando una deficiencia de individuos heterocigotos para ambos loci
(Hedrick, 2000).

Cuadro 8. Informacion sobre la heterocigosidad para cada locus analizado.

Locus N Na Ho He F

CT74 32 11 0.906 0.887 -0.022

CT21 32 11 0.406 0.739 0.450

CT43 32 9 0.563 0.843 0.333

GT 55 32 7 1.000 0.780 -0.282
N: Niumero de muestras analizadas. He: Heterocigosidad esperada.
Na: Numero de alelos. F: Indice de fijacion.

Ho: Heterocigosidad observada.

El siguiente cuadro muestra el promedio del numero de alelos y de la
heterocigosidad obtenida para todos los loci en general. Como se puede observar
la heterocigosidad observada se considera alta, ya que esta presentd un valor de
0.719, y a partir de valores mayores a 0.650 en una poblacion, se considera que

esta presenta un alto grado de heterocigosidad.

Cuadro 9. Promedio para los cuatro /loci analizados de algunos de los valores

obtenidos durante el analisis y su error estandar.

Valor Promedio Error Estandar

Na 9.500 0.957
He 0.812 0.033
Ho 0.719 0.033
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A partir de la matriz de distancia genética generada con el software
GenALEx v.6 (Peak & Smouse, 2005) se obtuvo el siguiente dendrograma, tipo
UPGMA, mediante el programa Statistica v. 6 (StatSoft, 2004), en el cual se
pueden apreciar 4 grupos principales de lapas verdes; A, B, C y D; y algunos
subgrupos pertenecientes al grupo A. Se puede apreciar claramente como las
muestras control, A. ararauna y A. autumnalis quedan por fuera de la poblacion de
A. ambigua. Cabe destacar que los individuos que resultaron mas cercanos

genéticamente son las lapas 29 y 30, mientras que las mas alejadas son la 1y 26.

1 i ' ' '
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= !
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1
11 '
3 :
8 |
8 A2 A
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¢ % I
o BD:—'i i
- i
18 ’—’_
32 A2 27 ]
15 .
21 I I
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13 j B
19 C
}
D
AR
Al
2 3 4 5 & 7 8 9 10 11

Distancia

Figura 10. Dendrograma obtenido por el método UPGMA a partir de la relacion genética
entre las 32 lapas verdes, Ara ararauna (AR) y Amazona autumnalis (AM), determinada

con 4 microsatélites.
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4.2 Determinacion del sexo por ADN

Mediante el procedimiento de sexado de las aves, se determind que de las
32 lapas verdes, 19 resultaron hembras y 13 machos. En el cuadro que se
muestra a continuacién se aprecian estos resultados detalladamente, también se
muestra la distribucion de cada uno de los individuos en las jaulas con las que

cuenta el Zoo Ave.

Cuadro 10. Resultado del sexado de las 32 lapas verdes y su distribucion en el

ZooAve.

Individuo  Sexo Jaula Individuo Sexo Jaula
1 Hembra V-12 17 Hembra B
2 Macho V-12 18 Hembra B
3 Macho V-11 19 Hembra B
4 Hembra V-11 20 Macho B
5 Hembra V-10 21 Macho V-6
6 Hembra V-10 22 Hembra V-6
7 Macho V-9 23 Hembra V-5
8 Hembra V-9 24 Macho V-5
9 Hembra V-8 25 Macho V-4
10 Macho V-8 26 Hembra V-4
11 Macho V-7 27 Macho V-3
12 Hembra V-7 28 Hembra V-3
13 Macho B 29 Macho V-2
14 Hembra B 30 Hembra V-2
15 Hembra B 31 Macho V-1
16 Hembra B 32 Hembra V-1

En la figura 11 se puede observar un gel de agarosa resultado de una
electroforesis con los productos de un PCR de sexado, en cual se puede apreciar
claramente el patron de bandas especifico para cada sexo, en las hembras se
observa la presencia de dos bandas, mientras que en los machos sélo se ve una

banda.
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3 4 5 6 H M () 13 14 15 H M (-) A
Figura 11. Visualizacion de los productos de un PCR de sexado en un gel de Agarosa al

2% tefiido con bromuro de etidio.

Controles Positivos: H (hembra) y M (macho).
Control Negativo: (-).

Marcador de peso molecular: A
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5 DISCUSION

A. ambigua es una de las especies de Psitacidos que se encuentra en
peligro de extincion en nuestro pais y en el mundo, principalmente por la
deforestacion indiscriminada del almendro de montafia, su habitat primordial.
Como consecuencia, la poblacién de lapa verde ha sido fragmentada y aislada en
la naturaleza, logrando que los individuos tengan dificultad para hallar parejas

reproductivas (Fortino y Morrone, 1997).

El Parque de Conservacion y Vida Silvestre ZooAve ha llevado a cabo una
estrategia convencional de conservacion de crianza de las lapas en cautiverio,
pero esta presenta la desventaja de la posible endogamia que se puede dar entre
los individuos, de manera que la diversidad genética de la progenie se puede
reducir significativamente, porque al tener una pequefa poblacién confinada en un
area relativamente pequefa, es practicamente inevitable que se den

apareamientos entre individuos emparentados.

Al presentarse un alto grado homocigosis, se desarrolla una baja capacidad
de adaptabilidad al ambiente natural y se es mas susceptible a sufrir diversas
enfermedades (Nader et al. 1999). Obviamente esto afectaria en forma negativa el
porcentaje de sobrevivencia y adaptaciéon de las lapas reinsertadas en la
naturaleza, razéon por la cual el Zoo Ave quiere planificar la reproduccion de la
poblacién de A. ambigua de manera que la descendencia que se obtenga cuente

con la mayor variabilidad genética posible, para luego liberarlas al entorno natural.

Con los analisis genéticos llevados a cabo en este estudio, a través del uso
de marcadores moleculares se logro estimar la relacion genética entre los
individuos de interés, bajo un modelo basado en la distancia genética que las

separa.

Se utilizaron cuatro marcadores tipo microsatélite para evaluar la

variabilidad entre las lapas debido a que es una técnica muy informativa. Los
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microsatélites han sido muy importantes en lo que se refiere a la conservaciéon de
especies, ya que por su alto grado de polimorfismo pueden definir un unico
genotipo multilocus, de particular interés en estudios que demanden una escala
muy fina de resolucién, como lo son los de parentesco o variabilidad genética
(Aranguren et al. 2005). Ademas, los microsatélites son muy utiles para los
estudios de genética de poblaciones porque presentan herencia mendeliana
simple, son codominates, lo que permite diferenciar individuos homocigotas de
heterocigotas, son faciles de medir y analizar, son muy confiables, repetitivos y

automatizables (Aranguren y Jordan, 2001).

Las secuencias repetidas en tandem de los microsatélites se encuentran en
todo el genoma representando muchos /loci. Cada locus tiene un namero distinto
de repeticiones, lo que se asocia a alelos especificos de alta variabilidad, de forma
que a través del uso de estos marcadores se pueden obtener patrones complejos

de ADN en animales y otros organismos (Becerra y Paredes, 2000).

Las condiciones de amplificacién y de reaccion son especie-especificos
puesto que las secuencias flanqueantes varian de una especie a otra y la
variacion en el largo de los productos amplificados mediante PCR es funcion del
numero de unidades repetidas (Becerra y Paredes, 2000). Sin embargo, debido a
que no se han reportado microsatélites para A. ambigua, se utilizaron los
marcadores desarrollados para Ara ararauna (Caparroz et al. 2003) y Amazona
guildingii (Russello et al. 2001). Estos amplificaron exitosamente en lapa verde y
en Amazonas autumnalis lo que indica que estos marcadores se encuentran
conservados en los genomas de estas especies y posiblemente en otras especies
relacionadas. Segun Caparroz et al. (2003), los imprimadores utilizados también
amplifican en otras especies de loros de los géneros Ara y Amazonas, y en otros

mas como Brotogeris, Aratinga, y Pionus.

En cuanto a la separacion electroforética de los productos de amplificacion
por microsatélites, el sistema preferido y mas ampliamente recomendado para

llevarla a cabo es mediante la poliacrilamida (PAGE). Este sistema es el que mas
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se utiliza para estudios de diversidad ya que alcanzan mayores niveles de

polimorfismos que los geles de agarosa (Osorio et al. 2005).

Segun Lomonte (2001) los geles de poliacrilamida constituyen un excelente
medio de soporte para separaciones electroforéticas, dado que reunen una serie
de propiedades idoneas como transparencia, elasticidad, porosidad controlable y
compatibilidad con una gran variedad de compuestos quimicos.

Durante la realizacion del proyecto no se presentd ningun inconveniente al
utilizar este sistema. La mayoria de los geles que se obtuvieron presentaron un
patron de bandas claro y definido, pudiéndose identificar con precision los alelos
para cada locus. Sin embargo, esta técnica presenta la desventaja de que no es
un proceso automatizado ante otras mas nuevas como lo es el analisis de
marcadores moleculares mediante un secuenciador automatico y el marcaje de los
imprimadores con compuestos fluorescentes los cuales emiten una coloraciéon
especifica que permite identificar los alelos con precision de forma automatica
(Lomonte, 2001).

El sitio de procedencia de las lapas verdes que se encuentran en el Zoo
Ave no se conoce con certeza, ya que estas provienen de confiscaciones llevadas
a cabo por el Ministerio de Ambiente y Energia de Costa Rica (MINAE). Como
resultado, mediante este trabajo no se encontraron conexiones entre la
variabilidad genética de las lapas de acuerdo con su lugar de procedencia. Sin
embargo se sabe que en nuestro pais, el habitat de Ara ambigua se restringe a la
zona norte (ver figura 1). Debido a esto el grupo de lapas en estudio se puede

considerar como una muestra representativa de la poblacion natural.

El locus CT74 (ver figura 5) presentd un total de 11 alelos para las 32 lapas
verdes. Mas de la mitad de estos alelos se observaron frecuentemente en la
poblacién, lo que indica que este marcador es sumamente polimorfico. El locus
GT55 (ver figura 8) presentd un total 7 alelos, de los cuales 3 fueron muy

frecuentes en la poblacién, por lo que también representa un marcador muy
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polimérfico. Al haber muchos alelos frecuentes en un Jlocus se espera que su
heterocigosidad sea alta (Hedrick, 2000). Esta situacion se ve reflejada en los
valores de la heterocigosidad observada de los dos /oci mencionados
anteriormente, la cual resultdé mayor que la esperada (ver cuadro 8). Para el CT74
este valor fue de 0,906; lo que demuestra que un 90,6% de la poblacién es
heterocigota, mientras que un 9,4% es homocigota. En el caso del GT55 la
heterocigosidad observada es de 1,0 (ver cuadro 8) lo que indica que el 100% de
la poblacion resultd heterocigota para este locus.

El indice de fijacion se usa para estimar la variabilidad genética del total de
una poblacién, de las subdivisiones de esta o de los individuos que la conforman.
Si este presenta valores positivos indica una deficiencia de heterocigotos y los
valores negativos indican un exceso (Hedrick, 2000). Para ambos de los loci
(GT55 y CT74) se obtuvo un indice de fijacion negativo, ya que la heterocigosidad
observada super6 a la esperada debido a la deficiencia de individuos homocigotas

para estos marcadores en la poblacion.

El marcador CT21 (ver figura 6) resulté ser el menos polimérfico de los
cuatro /oci analizados. A pesar de presentar un total de 11 alelos, s6lo dos de ellos
se observaron frecuentemente en la poblacién. El valor de la heterocigosidad
observada para este marcador es de 0,406; siendo el mas bajo y resulté menor
que la heterocigosidad esperada (0,739) (ver cuadro 8). En este caso, la alta
frecuencia de los alelos 237 y 238, y la baja frecuencia del resto hace que la
heterocigosidad se vea reducida debido a que la mayoria de los individuos son
homocigotas para los alelos mas abundantes (ver cuadro 7). Para el caso
especifico del marcador CT21 cabe destacar que de acuerdo con el estudio
llevado a cabo por Caparroz et al. (2003), el mismo /locus presenté un total de 11
alelos en la poblacidn de 49 lapas azul doradas analizadas, siendo el marcador
que presentod el nivel de polimorfismo mas alto. Esto quiere decir que a pesar de
que se da una amplificaciéon cruzada con los mismos /oci en diferentes especies

de Psitacidos los resultados pueden ser bastante variables.
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El valor de la heterocigosidad observada para el locus CT43 es de 0,563.
Este valor es menor al de la heterocigosidad esperada (0,843) (ver cuadro 8). Sin
embargo, este marcador se puede considerar polimorfico ya que presenté un total
de 9 alelos (ver figura 7) a pesar de que unos se observen mas frecuentemente
que otros. Al igual que en el caso el locus CT21 los valores del indice de fijacion
resultaron positivos, lo que muestra que la poblacion presenta una deficiencia de

individuos heterocigotos para estos dos marcadores.

Para toda la poblacion y los cuatro marcadores se obtuvo un promedio de
9,5 alelos por locus (ver cuadro 9). Entre mas alelos presente un mismo locus,
este sera mas polimérfico e informativo. Por lo tanto, este resultado demuestra
que en general los microsatélites utilizados son polimorficos, ya que presentan un
alto numero de alelos. En cuanto al valor de la heterocigosidad observada
promedio de toda la poblacién de A. ambigua se determin6 que este fue de 0,719
(ver cuadro 9), con lo que se puede concluir que la poblacién presenta una alta
variabilidad genética entre los individuos que la conforman. La heterocigosidad
promedio observada es alta, lo que quiere decir que existe un bajo nivel de
homocigosis en la poblacion. Sin embargo, la heterocigosidad promedio
observada es menor heterocigosidad promedio esperada debido a que, como se
menciond anteriormente, los loci CT21 y CT43 presentaron una heterocigosidad
relativamente baja, lo que contrarresta la elevada heterocigosidad de los otros dos

marcadores.

En el estudio hecho por Arias et al. (2005) se utilizaron los microsatélites
CT21, CT43 y CT74 desarrollados para A. ararauna para evaluar la relaciéon entre
60 lapas rojas, debido a que no se han reportado microsatélites para A. macao.
Los datos aportados por este estudio indicaron que esta metodologia es de gran
utilidad para la determinacion de la diversidad genética de la lapa roja. No
obstante, las relaciones genéticas de las poblaciones de A. macao y de A.
ambigua han sido muy poco estudiadas a nivel molecular. Existe un unico estudio
molecular de diversidad genética en un grupo cautivo de 30 lapas rojas en la zona

de Turrubares en Costa Rica, en el que se determind un alto nivel de variabilidad
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genética en la poblacién mediante el método de huellas genéticas obtenidas por

de hibridacion molecular (Nader et al. 1999).

El analisis de cluster UPGMA llevado a cabo con base en los polimorfismos
detectados mediante los microsatélites, conglomeré al total de las lapas en cuatro
grupos principales (ver figura 10). Los individuos control, Ara ararauna (AR) y
Amazonas autumnales (AM), se encuentran sumamente distanciadas de la
poblacién de lapa verde, ya que son de especies diferentes a pesar de pertenecer
a la misma familia. Los clusters A, B, C y D contienen la poblacién de A. ambigua,
el primero comprende la mayoria de los individuos, 23 lapas en total y a su vez se
subdivide en grupos mas pequefios. El grupo B consta de tres individuos, el C de
dos y el D contiene cuatro lapas. Los ejemplos mas representativos sobre la
relacion genética entre las lapas son el par 29 y 30 que es el mas cercano en
cuanto a distancia genética se refiere, y el par 1 y 26 que es el mas distanciado.
Se puede inferir que cualquier par de individuos pertenecientes al subgrupo A1
presentara una baja variabilidad genética, incluso en comparacion con algun
individuo del subgrupo A2. Sin embargo, los individuos del subgrupo A1 se
encuentran mas distanciados de los que conforman el subgrupo A2.2 que los del
A2.1, debido a que este ultimo se encuentra mas alejado. Por lo tanto, entre las

lapas de los diferentes clusters se espera encontrar una diversidad genética alta.

La planificacion de la reproduccién de especies amenazadas o en peligro
de extincion requiere el conocimiento inequivoco del sexo de los individuos. En
muchos de los Psitacidos este aspecto es de suma importancia, ya que de ello
dependen gran cantidad de estudios de caracter evolutivo, ecoldgico y de crianza

con fines comerciales o de conservacion (Cortés et al. 1998).

Gran parte de los Psitacidos no presentan ningun dimorfismo sexual, lo cual
ha representado una dificultad en su cria en lo que se refiere a la seleccion de

parejas de reproductores (Cortés, 2001).

El principio de la PCR que se utiliza para el sexado de aves se encuentra
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en que en el caso de las hembras amplifican dos zonas, una del cromosoma W
correspondiente al gen CHD y otra del cromosoma Z que presenta cierta
homologia con el gen, lo que permite su amplificacion simultanea. Los machos
poseen exclusivamente el cromosoma Z, por lo que unicamente se amplificara
dicho fragmento (Cortés et al. 1998).

Al someter los productos amplificados a una electroforesis dan como
resultado un patron de bandas caracteristico. Ambos sexos comparten las bandas
amplificadas del cromosoma Z, caracteristica que se utiliza como control interno
de la reaccion, ya que la ausencia de alguna de estas bandas puede haber sido
ocasionada por algun error en la reaccion. En las hembras ademas aparecen las
bandas amplificadas del cromosoma W, lo que permite discernir entre ambos

diferenciando los sexos de manera inequivoca (Cortés et al. 1998).

Como se puede observar en el cuadro 10, la poblacion de A. ambigua
analizada consta de 19 hembras y 13 machos equivalente a un 59.38% y a un
40,62% de la poblacion respectivamente. Las parejas reproductivas conformada
por los individuos 25-26 y 27-28 se encuentran distanciadas genéticamente. Esto
indica que su descendencia probablemente contara con una gran variabilidad
genética, lo que es esencial para los programas de reproduccion en cautiverio. Las
lapas 25 y 26 se encuentran en dos clusters diferentes y los mas alejados entre si,
lo que demuestra su distanciamiento genético. Estas dos lapas son padres de las
lapas 1y 9, las cuales se esperaria que fueran individuos de una considerable
diversidad genética que se puedan adaptar a las condiciones de la naturaleza a la

hora de su liberacion con un alto porcentaje de sobrevivencia (Nader et al. 1999).

La pareja reproductiva conformada por las lapas 3 y 4 son padres de la lapa
5. Estos dos progenitores no se encuentran tan distanciados genéticamente como
la pareja 25-26. En la figura 10 se puede ver que estos dos individuos se
encuentran en subgrupos diferentes, sin embargo, estos dos grupos son los mas
cercanos entre si. Con base en esta situacién se puede esperar que la lapa 5

cuente con poca diversidad genética. La pareja 29-30 esta conformada por los
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individuos mas cercanos genéticamente de toda la poblacién Ara ambigua que se
encuentra en el parque. De una posible descendencia a partir de estas dos lapas
se pueden esperar individuos con un alto grado de homocigosis, por lo tanto con
una baja capacidad de adaptabilidad en la naturaleza y con bajos porcentajes de
sobrevivencia (Nader et al. 1999). Sin embargo, no se ha reportado que esta
pareja haya tenido crias. El caso de las parejas 1-2, 7-8 y 23-24 es parecido al
anterior, ambos individuos son cercanos genéticamente y no han tenido
descendencia. No obstante, estas parejas ya estan establecidas, lo que puede
representar un inconveniente en el sentido de que las lapas son fieles a su pareja
de por toda la vida (INBio, 2004). De manera que habria que observar el
comportamiento de los machos y las hembras que conforman los duos
mencionados anteriormente ante la presencia de una lapa menos relacionada

genéticamente para establecer pares de lapas reproductivos mas aptos.
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6 CONCLUSIONES

La variabilidad genética estimada para los marcadores microsatélites
estudiados permite senalar que la poblacién de Ara ambigua cautiva en el

ZooAve es bastante diversa.

El locus CT74 resultd ser el mas polimérfico de los cuatro microsatélites
utilizados debido a que fue el que presentd la mayor cantidad de alelos y a

que gran parte de estos se observaron frecuentemente en la poblacion.

El locus CT21 fue el menos polimérfico de los marcadores analizados
porque unicamente dos de los once alelos que se observaron, presentaron
una frecuencia alta y la mayoria de los individuos son homocigotas para los

mismos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion se
puede concluir que las lapas verdes cautivas en el ZooAve pueden ser de
gran utilidad para futuros programas de conservacion de la especie, debido

al alto nivel de diversidad genética con que cuenta esta poblacion.
Las parejas reproductivas 25-26 y 27-28 presentaron una alta diversidad

genética debido a que resultaron ser las mas distanciadas. Las demas

parejas estan separadas por una distancia genética menor.
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7 RECOMENDACIONES

A pesar de que en el presente estudio se logré estimar que la poblacién de
lapa verde es genéticamente diversa, se recomienda completarlo con
mayor numero de marcadores que permitan definir con mas precision la

relacion genética entre los individuos.

Antes de establecer una poblacion en cautiverio para fines de conservacion,
se deberia llevar a cabo un estudio sobre la relacion genética de los
individuos que la conforman para evitar la endogamia entre estos desde un

principio.

Utilizar como control e incluir en el dendrograma alguna lapa verde que se
encuentre en estado silvestre, para observar su distanciamiento genético

con respecto a las que se encuentran cautivas en el ZooAve.

La tincion de los geles de poliacrilamida da mejor resultado cuando las
soluciones para realizarla estan recién preparadas, sobre todo la de
revelado. Por lo tanto se recomienda reutilizar maximo dos veces la
solucion de fijacion y la de plata, y la de revelado prepararla nuevamente

previo a cada tincion.

En la jaula V-10 se encuentran dos hembras, por lo que seria
recomendable que una de estas dos se trasladara con el macho 13 de la
jaula B, que se encuentra distanciado genéticamente de las mismas. El
macho 20 de la jaula B se encuentra cercano a cualquiera de estas dos

hembras por lo que no se recomienda para pareja reproductiva.
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8 ANEXOS

Anexo 1

..

Anexo 1. Fotografia de una lapa verde en su nido. Tomada de www.corbis.com

Anexo 2

Anexo 2. Fotografia de dos lapas verdes. Tomada de www.corbis .com
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Anexo 3. Fotografia del arbol de Dipterix panamensis. Tomada de www.corbis.com
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