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RESUMEN

Titulo: ESTANDARIZACION DE LA AMPLIFICACION POR PCR DE LOS
SISTEMAS MICROSATELITES RcAAAG14 Y Aspu15 EN AVES DEL GENERO
Ramphocelus PRESENTES EN EL DEPARTAMENTO DE SANTANDER,
COLOMBIA’

Autores: JOSE PABLO CORNEJO BAUTISTA™

Palabras claves: PCR, Poliacrilamida, temperatura de hibridacion, MgCl..

Descripcion:

La biologia molecular y las herramientas estadisticas permiten la posibilidad de identificar y utilizar
la variacion gendmica, la cual puede explorarse a partir del uso de marcadores moleculares tipo
microsatélites dado el elevado nivel de polimorfismo que estos detectan. El genotipado de estos
marcadores ayuda a cuantificar la diversidad genética y a definir el grado de subdivisién presente
en poblaciones de organismos, entre otros aspectos. El objetivo de la presente pasantia de trabajo
de grado fue estandarizar la amplificacion mediante el uso de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de los microsatélites RcAAAG14 y Aspy15 en dos especies de Aves del género
Ramphocelus (Ramphocelus icteronotus y R. dimidiatus), presentes en el departamento de
Santander (Colombia). Estos marcadores fueron caracterizados originalmente en Ramphocelus
costaricenses (RCAAAG14) y Ammodramus savannarum (Asp15) y han sido utilizados para
estudiar la diversidad genética de especies simpétricas de Ramphocelus en otras regiones de
Colombia. Los dos marcadores amplificaron en muestras de R. icteronotus y R. dimidiatus. Se
concluye que los productos de PCR de ambos sistemas estuvieron mejor definidos con 2,5mM de
MgCl,, 200uM de dNTPs, 0,5uM de cebadores, 0,2U de Tag DNA polimerasa, 52°C de
temperatura de hibridaciéon y 10 minutos de extensién final a 72°C.

’ Trabajo de Grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Fernando Rondén Gonzéalez
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ABSTRACT

Tittle: STANDARDIZATION OF THE AMPLIFICATION BY PCR OF THE
MICROSATELLITES SYSTEMS RcAAAG14 AND Asp15 IN BIRDS OF THE
Ramphocelus GENUS LOCATED IN COLOMBIA'S SANTANDER
DEPARTMENT’

Authors: JOSE PABLO CORNEJO BAUTISTA™

Key words: PCR, polyacrylamide hybridization temperature, MgCl..

Description:

Molecular biology and statistical tools allow the possibility of identifying and utilizing the genomic
variation, which can be explored by the use of microsatellite-type molecular markers, given the
elevated level of polymorphism that these detect. The genotyping of this markers help quantify the
genetic diversity and to define the subdivision grade present in organism populations, among other
aspects. The objective of the present internship was to standardize the amplification via the chain-
reaction use of the RCAAAG14 and Asu15 microsatellites Polymerase (PCR) in two species of birds
of the Ramphocelus genus (Ramphocelus icteronotus y R. dimidiatus), located in Colombia's
Santander department. This marker was originally characterized in Ramphocelus costaricenses
(RCAAAG14) and Ammodramus savannarum (Asp15) and have been used for studying the
sympatric species of Ramphocelus genetic diversity in other regions of Colombia. The two markers
increasingly amplified in R. icteronotus and R. dimidiatus samples. It is concluded that the PCR
products of both systems were better defined using these parameters: 2,5mM of MgCl,, 200uM de
dNTPs, 0,5uM de cebadores, 0,2U de Tag DNA polymerase, 52°C hybridization temperature; 10
minutes of final extension at 72°C.

’ Degree work, Research internship
Science Faculty, Department of Biology. Director: Fernando Rond6n Gonzalez, Ph.D
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INTRODUCCION

Actividades humanas tales como la destruccion del habitat y fragmentacion de los
bosques, han influido en la distribucién, estructura y la diversidad genética de la
fauna natural durante los ultimos afios (Frankham, 1998; Saccheri et al., 1998; Lee
et al., 2015), siendo considerada la razon principal de la extincion de numerosas

especies de aves (Anciaes & Marini, 2000).

Segun Medina et al., (2007) en el territorio colombiano se han estimado unas
1.800 especies de aves aproximadamente, las cuales equivalen al 20% del total
de las registradas para todo el mundo ocupando asi, el primer lugar en riqgueza de
las mismas (Hilty & Brown, 2001). Dentro del orden Passeriformes que
comprende el 60% de todas las aves actuales (Machado & Pefia, 2000), las
tangaras, pertenecientes a la familia Thraupidae, son las mas abundantes en el
neotropico (Skutch, 1989; Isler e Isler, 1999). Dentro de este grupo se encuentra
el género Ramphocelus, del cual en Colombia se han registrado poblaciones de
cinco especies, a saber: R. flammigerus, R. nigrogularis, R. dimidiatus, R carbo y
R. icteronotus (Hilty & Brown, 1986).

Ramphocelus dimidiatus es una especie que habita claros con matorrales, areas
cultivadas y bordes de selva (Hilty & Brown, 1986). Su rango de distribucion en
Colombia comprende la vertiente oriental de los Andes Orientales en Norte de
Santander, zonas tropicales y subtropicales bajas al oeste de los Andes orientales
exceptuando el valle del alto Magdalena y Narifio (Meyer de Schauensee, 1951).
Rhamphocelus icteronotus, por su parte, habita matorrales, bordes de bosque
espeso, claros, pastos, arbustos y su distribucion va por toda la costa del pacifico,
al este, a través del Atrato y los valles del alto Sind y bajo Cauca (Meyer de
Schauensee, 1951), ademas en algunas zonas del valle del Magdalena medio
(McMullan et al., 2011).
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En el departamento de Santander, se han reportado a R. icteronotus y R.
dimidiatus coexistiendo simpéatricamente (McMullan et al., 2011; obs per),
posiblemente como consecuencia de la ampliacion de la frontera agricola,
ganadera y minera (obs per). Segun Carrefio (2013) el deterioro gradual del
habitat natural de R. dimidiatus podria conducir, a la ampliacion del rango de
distribucion de R. icteronotus. Esta situacibn puede conllevar a contacto
secundario, fenomeno que implicaria la reduccién del tamafio de las poblaciones y
de la diversidad genética (Confer, 2006) de R. dimidiatus, por ser la especie
residente en Santander, a pesar de la tolerancia mutua general (Confer & Pascoe,

2003) que se pueda presentar entre las dos especies.

Los avances en biologia molecular han producido técnicas que permiten examinar
la variacién genética intra e inter poblacional (Haig, 1998; Aranguren et al., 2005),
dado que a medida que las poblaciones divergen, los individuos comienzan a
acumular cambios genéticos que eventualmente las caracterizaran (Boecklen &
Howard, 1997; Rhymer & Simberloff, 1996; Bedoya & Murillo, 2012). Estos
cambios son registrados en el genoma y pueden ser analizados a partir de tipificar
marcadores moleculares de naturaleza neutral como los microsatélites (Yinhua et
al., 2005), utiles al momento de establecer la cantidad de divergencia, el nivel de
diferenciacion genética (Loyau & Schmeller, 2009), examinar relaciones entre
poblaciones de diferentes especies de aves (Haig et al.,, 2011), entre otros

aspectos.

Teniendo en cuenta el evidente comportamiento invasor de R. icteronotus en el
departamento de Santander, ademas del hecho que se requiere el uso de
marcadores que permitan acceder al estudio de la variacion genética de
poblaciones de Aves, esta pasantia de investigacion pretendid contribuir al estudio
de la diversidad y el grado de estructura genética en poblaciones simpatricas de
R. dimidiatus y R. icteronotus residentes en este departamento. Para esto se

buscO estandarizar la amplificacion por PCR de los sistemas de marcadores
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microsatélites RCAAAG14, aislado de Ramphocelus costaricensis (Krueger &
Williams, 2006), y Asp15, aislado de Ammodramus savannarum (Bulgin et al.,
2003). Estos sistemas STR’s han sido utilizados en estudios de diversidad
genética de poblaciones de R. flammigerus y R. icteronotus de la cordillera

occidental y el pacifico colombiano (Ocampo, 2008).

La ejecucidn de la presente pasantia de investigacion hace parte de los objetivos
propuestos en el marco del proyecto VIE-UIS 1351, el cual esta dirigido a
establecer la diversidad y la estructura genética de dos especies de Aves del

género Ramphocelus en el departamento de Santander.
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1. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION
La pasantia estuvo dirigida a estandarizar en el Laboratorio de Genética de
Poblaciones y de la Conservacion (LGPC-UIS), adscrito a la Escuela de Biologia
de la Universidad Industrial de Santander, dos sistemas de marcadores
microsatélites los cuales pueden ser Utiles en estudios genéticos poblacionales de
Aves del género Ramphocelus.
Al concluir la pasantia el estudiante:

1. Identifica en campo los individuos de R. icteronotus y R. dimidiatus.

2. Extrae ADN a partir de muestras sanguineas de individuos de las especies

consideradas en el estudio.

3. Amplifica segmentos de ADN gue contienen microsatélites dirigidos al estudio

de la genética poblacional en las especies consideradas.

4. Utiliza métodos de separacion de ADN dirigidos a identificar variantes alélicas

en distintos individuos de una misma especie.

5. Redacta informes con contenido cientifico de una manera adecuada aportando

al desarrollo del proyecto.
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2. OBJETIVOS DE LA PASANTIA

2.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar el uso de marcadores moleculares microsatélites dirigido a estudios

genético poblacionales de Aves en el LGPC-UIS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Estandarizar los sistemas microsatélites RCAAAG14 y Asu15 en muestras de
Ramphocelus icteronotus y R. dimidiatus del departamento de Santander,
Colombia.

% Establecer las condiciones de separaciéon del polimorfismo que se detecte en

los sistemas microsatelites RCAAAG14 y Asu15 a partir del uso de matrices de

poliacrilamida.

17



3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de grado, en modalidad pasantia de investigacion, hace parte
del macroproyecto: “Diversidad y estructura genética de poblaciones de dos
especies de aves del género Ramphocelus presentes en el departamento de
Santander, Colombia”. Dicho proyecto fue financiado por la Vicerrectoria de
Investigacion y Extension de la Universidad Industrial de Santander (UIS),
registrado bajo el cédigo VIE-UIS 1351.

3.1 AREA DE ESTUDIO

Las muestras fueron obtenidas en el marco del proyecto VIE-UIS 5188 en el cual
se realizaron los primeros estudios de diversidad genética en poblaciones
simpatricas de R. icteronotus y R. dimidiatus presentes en el departamento de
Santander (Carrefio, 2013; Archila, 2014). Las zonas de los muestreos se
encuentran en el costado occidental de la cordillera Oriental (Figura 1) y fueron
escogidas por que en ellas se ha avistado R. icteronotus y R. dimidiatus
coexistiendo simpatricamente, las mismas se encuentran reportadas en el informe
final de los trabajos de grado de Carrefio (2013), Archila (2014) y Noriega (2015).

18



Figura 1. Zonas de muestreos de R. dimidiatus y R. icteronotus en el

Departamento de Santander
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3.2 FASE DE CAMPO

Se utilizaron en total seis redes de niebla con dimensiones de 12m de largo x 3m
de ancho y cinco de 9m de largo x 3m de ancho, todas con ojo de malla de 20
mm. Las redes se ubicaron en ecotonos de bosque, zonas de rastrojo, entre otros
y permanecieron abiertas entre las 5:00 y las 17:00 horas. Los especimenes
capturados fueron mantenidos en bolsas de tela para posteriormente tomar datos
morfométricos, muestras de sangre y fotografias. En la toma de sangre se
utilizaron jeringas de 1mL. De cada ave se extrajo 50uL de sangre a partir de la
vena braquial (Figura 2).
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Figura 2. Toma de muestra de sangre a partir de la vena braquial

Se utilizaron tubos de 1,5mL con EDTA 0,05M para almacenar cada muestra,
también se destind una gota de sangre para depositarla en una tarjeta estéril. Las
muestras se etiquetaron con las iniciales del género, epiteto especifico y su

respectivo nimero de captura (Figura 3).

Figura 3. Etiqueta para muestras tomadas

20



Cada individuo capturado fue anillado en el tarso izquierdo para evitar obtener
muestras a partir de recapturas. El almacenamiento de las muestras se realizé en

frio, para luego ser procesadas en LGPC-UIS.
3.3 FASE DE LABORATORIO

3.3.1 Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realizdé con el Kit DNeasy
Blood & Tissue™ (Qiagen, Marylan), utilizando 5 a 15 pl de sangre y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se realiz6 modificacion propia del laboartorio
consistente en apliar el periodo de incubacién a objeto de obtener una
concentracion de 40ng/ul de ADN. Para verificar el éxito de la extraccion, se corrid

1ul del ADN extraido en geles de agarosa al 1% tefido con EZvision (Amresco).

3.3.2 Amplificacion de los sistemas microsatelites. En la amplificacion de los
sistemas microsatélites considerados se utilizaron los cebadores descritos por
Krueguer & Williams (2006) (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores empleados en la amplificacion de dos sistemas de

microsatélites

Cebadores Secuencias
Forward: 5 AAAGGACCAGAGAAAAAGAGAA 3
RcAAAG14
Reverse: 5 TCAGAACTGCTAAATCAAACTGT 3’
Forward: 5 AATAGATTCAGGTGCTTTTTC 3
Aspls

Reverse: 5 TAGCACATGTTGGTTTTTG 3

La estandarizacion de la PCR de cada sistema se inicié a partir de los reactivos
(Tabla 2) y condiciones de amplificacion descritos por Krueguer & Williams (2006)
y Ocampo (2008) (Tabla 3).
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Tabla 2. Reactivos requeridos para amplificar los sistemas microsatélites

RcAAAG14 y Asuls
Reactivos N Concentracion
Krueger & Williams (2006) Ocampo (2008)
PCR Buffer 1X 1X
MgCl, No reportado 2mM
dNTP’s 200uM 200mM
Cebadores 0,5uM 0,5mM
Taq 0,2V 0,2U
ADN 50ng/uL Variable

Tabla 3. Condiciones iniciales de amplificacion de los microsatélites RCAAAG14 y

Aspl5
PCR Krueguer & Williams (2006) | Ocampo (2008)
Desnaturalizacion 940C x 2 min 940C x 2 min
Desnaturalizacion 940C x 10s 940C x 10s
Hibridacién 50 oC x 10s 550C x 10s
Extensién 72 oC x 20s 72 0oC x 20s
Extension final 72 0C x 5 min 72 0C x 5 min

* Reporta 30 ciclos de PCR.

3.3.3 Separacion y visualizacion de productos de PCR. Para visualizar los
productos amplificados, estos fueron separados en matrices de poliacrilamida 19:1
al 7%. La tincion de los geles se realiz6 con AgNO3 siguiendo el protocolo
propuesto por Santos et al. (1993) y modificaciones propias del laboratorio

sugeridas por Noriega (2015).
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES EN CAMPO

El avistamiento de las especies de Aves Ramphocelus icteronotus y R. dimidiatus,
se llevo a cabo con el uso de binoculares (Bushnell Legend), teniendo presente las

caracteristicas fenotipicas de los animales descritas por Hilty & Brown (1986).

La coloracién de las hembras de Ramphocelus icteronotus esta dentro del rango
de amarillo y marrén ocre, con pico perlado azul (Figura 4) al igual que los
machos. Estos ultimos son negros con plumaje color amarillo limén en la rabadilla
(Hilty & Brown, 1986).

Figura 4. Ramphocelus icteronotus (Hembra): A. Vista posterior; B. Vista lateral; C.

Vista frontal

Para el caso de Ramphocelus dimidiatus, los machos presentan coloracion rojo
escarlata en la mayor parte del cuerpo, excepto en las alas y la cola, las cuales
son negras, su pico es plateado mientras que en las hembras es diferente (Figura
5). El color del plumaje de estas Ultimas es negro y presenta un tono rojo menos
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intenso (Hilty & Brown, 1986), caracteristica que también se observa en los

individuos juveniles.

Figura 5. Ramphocelus dimidiatus: A. Macho; B. Hembra

4.2 AMPLIFICACION DE MARCADORES MICROSATELITES

La estandarizacién de los sistemas microsatélites RCAAAG14 y Asu15 se llevo a
cabo a partir de los reactivos y condiciones reportados por Kruger & Williams
(2006) (Tablas 2 y 3).

En la presente pasantia se determind para un volumen final de 20 uL de reaccion
por individuo: 30ng/uL de ADN, 1X de buffer, 2,5 mM de MgCl,, 200uM de dNTPs,
0,5uM de cebadores y 0,2U de Tag DNA polimerasa (Thermo Scientific).

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador AB 2720
(Applied Biosystems) y se determinaron los siguientes parametros: 94°C por 2min,
seguido por 30 ciclos de 15s a 94°C, 15s a 52°C y 30s a 72°C y una extension
final a 72°C por 10min.
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Los sistemas STR’s RcAAAG14 y Asu15 pese a ser heterdlogos, amplificaron en
28/30 muestras de R. icteronotus y en 25/30 muestras de R. dimidiatus, lo cual
corresponde al 88,33% del total de las muestras consideradas y en el caso

particular de R. icteronotus, el 93,33%.
4.3 VISUALIZACION DE PRODUCTOS DE PCR

Mediante el uso electroforesis vertical realizada en geles de poliacrilamida al 30%,
concentracion 19:1 (Acrilamida:Bisacrilamida), se separaron los productos de PCR
a partir de 6ul del amplificado junto con 3ul de Buffer de corrida 2X. Dado el
tamafo de las camaras (7,5cm de ancho, 10cm de alto y 0,09cm de grosor), en
todos los casos se llevo a cabo precorrida a 40V, 94mA y 15W por 15min y la
corrida se realiz6 a 60V, 150mA y 60W por 90min. Finalmente los geles fueron
tefiidos siguiendo a Santos et al., (1993). Basicamente los geles son puestos en
una solucion fijadora de etanol absoluto y acido acético durante 20min, luego en
una solucién de tincion basada en nitrato de plata por 20min y se revelan en una

solucion de hidroxido de sodio y formaldehido al 37% por 20 min.
Segun Krueger & Williams (2006) el sistema Aspu15 presenta un rango alélico entre

111 y 149pb. EI producto amplificado en las dos especies consideradas en el

presente estudio, se ubicé en el rango comprendido entre 100 y 200pb (Figura 6).
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Figura 6. Gel de poliacrilamida de muestras amplificadas con los iniciadores del
sistema microsatelite Aspl5. C1, C2 y C4: muetras de R. dimidiatus; C5, C6 y C8
a C10: muestras de R. icteronotus; C11: Marcador de Peso Molecular de 100pb
(Thermo Scientifc)
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Todas las muestras de las dos especies que amplificaron para el sistema
microsatélite RCAAAG14, exhibieron producto de PCR en el rango comprendido
entre 200 y 350pb (Figura 7). Respecto a dicho sistema, Krueger & Williams

(2006) habian reportado un rango alélico en R. costaricensis entre 190 y 355pb.
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Figura 7. Gel de agarosa al 2% de muestras amplificadas con los iniciadores del
sistema microsatelite RCAAAG14. C1l: Marcador de Peso Molecular de 100pb
(Thermo Scientifc); C2 a C9: muestras de R. dimidiatus.
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5. DISCUSION

Para obtener una reaccion optima de PCR se deben tener en cuenta factores
como la concentracién de MgCl,, esta, segun Castro (2005), debe encontrarse
entre 1,5mM a 4,5mM. En el desarrollo de la presente pasantia de investigacion
se detrmin6 que los productos de PCR para los dos marcadores microsatélites
estudiados, estuvieron mejor resueltos cuando la concentracion de MgCl, fue de
2,5mM. Este resultado es idéntico a lo obtenido por Noriega (2015) (Figura 6) y
difiere de lo reportado por los autores en los que se basé la estandarizacion incial
(Tabla 2). Dado el hecho que la concentraciéon de MgCl, hallada fue diferencial,
esto se puede dar debido a que el i6n Mg*® es un cofactor esencial para la ADN
polimerasa y por tanto su concentracion debe ser optimizada para cada iniciador
por separado (Avise, 1994).

En cuanto a la concetracion de dNTPs y cebadores, se encontré que los valores
de concentracion de estos compuestos de la PCR fueron similares a los
propuestos por Krueger & Williams (2006) y difieren de lo reportado por Ocampo
(2008). Estos componentes de la reaccién se unen al ién Mg*™ y el principal
aglutinante o secuestrador del mismo la alta concentracion de nucleétidos, por lo
que la concentracion total del i6n Mg*? debe exceder la concentracién total de

dNTPs (Avise, 1994), aspecto que se tuvo en cuenta en la estandarizacion.

Un resultado relevante de la pasantia fue estandarizar la reaccién de PCR cuando
la temperatura de hibridacion de los cebadores fue de 52°C en ambos sistemas
estudiados. Este resultado difiere de los hallados por Krueger & Williams (2006) y
Ocampo (2008), sin embargo se encuentra en el rango de valores de dicha
temperatura establecida por ellos (50°C - 55°C, Tabla 3). El incremento de la
temperatura de hibridacion permite aumentar la astringencia de la reaccion
(Malaga, 2010), ademas favorece la especificidad porque disminuye las uniones
incorrectas de los iniciadores con la hebra molde (Peirson et al., 2003).
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En la estandarizacion de la PCR de ambos sistemas, se encontré que se obtenian
mejores productos de PCR cuando se incrementé la extension final a 10 minutos.
El incremento del tiempo en este paso de la PCR permite que se terminen de
polimerizar todos los fragmentos que puedan haber quedado incompletos (Diaz et
al., 2014) y mejora la sensibilidad de los productos de PCR (Narina, 2011), lo cual
se evidencia en bandas visualizadas con grosor 6ptimo para diferenciar alelos en

los individuos (Figuras 6y 7).

Noriega (2015) recomendd que para visualizar los productos amplificados por PCR
para sistemas microsatelites en LGPC-UIS, se debia optimizar, segun el caso, el
uso de matrices de poliacrilamida. En el desarrollo de la presente pasantia se
siguié dicha recomendacion, pese a esto productos amplificados del sistema
RCAAAG14 se pudieron apreciar en matrices de agarosa al 2% (Figura 7) de
forma confirmatoria, dado que este tipo de matrices no separan adecuadamente
perfiles alélicos que evidencien valores muy proximos en su peso molecular
(Sanchez et al., 2014).

A pesar que RcAAAG14 y Asul5 son sistemas microsatélites heterélogos, en la
presente pasantia se obtuvo productos amplificados en el 93,33% de las muestras
de R. icteronotus y en el 83,33% de las muestras de R. dimidiatus. Este resultado
se puede explicar por qué las zonas flanqueantes de los cebadores se encuentran
conservadas entre especies filogenéticamente relacionadas (Hancock, 1999).
Cabe resaltar que la estrategia de amplificacion cruzada no es la Unica alternativa,
se puede optar también por construir librerias gendmicas especie especificas, sin
embargo la clonaciéon de las mismas requiere experiencia importante ademas de

tiempo y dinero (Castro, 2005).

Otro hecho relevante que se deduce a partir de los resultados obtenidos es que
estos marcadores pueden ser utilizados en el estudio encaminado a estimar la

diversidad e identificar la estructura genética de poblaciones de las especies
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consideradas. Ocampo (2008) habia mostrado el uso de estos marcadores en el
estudio de la diversidad genética en poblaciones de R. flammigerus y de R.
icteronotus presentes en la cordillera occidental y el pacifico colombiano,
encontrando valores de heterocigosidad promedio superiores a 0,95 y diversidad

alélica importante, especialmente en R. icteronotus.
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6. CONCLUSIONES

» En la estandarizacion de los marcadores microsatélites RCAAAG14 y Asul5 en
muestras de R. icteronotus y R. dimidiatus se determind que la concentracion
de MgClI, debe ser superior a la de los dNTP’s. EIl valor de concentracién en
donde se aprecian mejores productos amplificados equivale a 2,5mM de
MgCl,.

» Los microsatelites RCAAAG14 y Asulb, pese a ser heterologos, amplificaron
en un 86% en promedio de las muestras de R. icteronotus y R. dimidiatus,
potenciando el uso de estos marcadores en estudios que permitan dilucidar
preguntas relacionadas con la diversidad y la estructura genética de
poblaciones de estas especies de Aves.
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7. RECOMENDACIONES

Los marcadores microsatélites estandarizados en el desarrollo de la presente
pasantia de investigacion, exhibieron productos de PCR en las dos especies
consideradas. En la separacién de dichos productos se utilizaron matrices de
agarosa y de poliacrilamida, siendo esta uUltima mas resolutiva. Pese a esto la
identificacion de alelos puede ser problematica sino se cuenta con escaleras
alélicas propias de cada especie. En el sentido expuesto se recomienda realizar
la estandarizacion de escaleras alélicas de cada marcador microsatélite a utilizar
en el estudio de la diversidad genética de las especies de Aves consideradas en el
macroproyecto VIE-UIS 1351.
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