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RESUMEN.

Alternativas para el sexado de Psitdcidos en cautiverio: estudio recapitulativo;
realizado por PMVZ. Martin Gutiérrez Guerrero; bajo la asesorfa de MVZ.
Fernando Gual Sill, MVZ. Rafael Tinajero Ayala y de MVZ. Everado Montfort
Ramirez.

Las técnicas que se pueden utilizar para el sexado de psiticidos en cautiverio
son muy varliadas; algunas son simples como el dimorfismo sexual mientras
que otras como la identificacidn de cromosomas sexuales gon mds sofisticadas.
Es importante contar con opcidénes flexibles y adaptables a las necesidades
de la persona quo desea realizar el sexado. Aungue las técnicas de otoscopia
y endoscopia son las mds utilizadas para el sexado de aves monomdrficas,
es necesario adaptar otras técnicas para tener un panorama tanto de las
ventajas como de las desventajas que ofrecen. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA
DE LA PLUMA; Ventajas: no es traumdtica, se puedc realizar en animales muy
jovenes. Desventajas: se cuenta con muy poca informacidn acerca de los
paramatros utilizados para determinar el sexo. OTOSCOPIA Y ENDOSCOPIA; Ventajas:
en aves maduras sexualmente se obtiene un 97% de confiabilidad, se pueden
obaervar otros éraanos como rifién, higade, sacos aéreos, pulmén, Intestinos
y bazo. Desventafas: cualquier tipo de anestesia implica riesgos, se debe
tener culdado durante la rectperacidn, DIMORFISMO SEXUAL; Ventajag: el estrés
que se produce en el ave es minimo, es 100% utilizable en campo. Desventajas:
solamente el 30% de los psitdcidos presenta dimorfismo sexual, es determinante
la experiencia de la persona que lo realiza. IDENTIFICACION DE CROMOSOMAS
SEXUALES; Ventajas: el trauma para el animal es minimo ya que solamente
se requlere de una muestra sangufnea o dec pulpa de plumas en crecimicato,
es altamente confiable, se pueden apreciar problemas genéticos.IDENTIFICACION
DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE DNA; Ventajas: solo se requiere de una minima
cantidad de muiestra sanguinea, se pueden apreciar problemas genéticos. Desventajas:
se requiere de sondas especfficas de cada especie que se desee sexar. ANALISIS
DE HORMONAS ESTEROIDES; Vehtajas: el trauma para el animal es minimo, la
confiabllidad es del 97%, Desventajas: se requiere de la ublcacidn exacta
de cuales son las heces del animal que se desea sexar.Cabe selalar que existen
casas comerciales en los Estados Unidos de Norteamérica, como JZOUGEN en
las cuales se realiza en forma comerclal la técnica de identificactén de
secuenclas especificas de DNA, mientras que en el Chicago Brookfield Zoo
de Illinois y el Zooldico de San Diego California se realizan las técnicas
de identificacién de cromosomas sexuales y la tdcnica de andlisis de hormonas
esteroides respectivamente, aunque con fines experimentales.

Ea importante indicar que todas las técnicas deseritas son aplicables no
solo en psitdcidos, sino en cualquier tipe de ave monomérfica, aunque en
algunas especies se cuenta con mds informacidh que en otras.
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INTRODUCCION:

E1 mundo se encuentra dividido en 6 grandes regiones geogr&ficas limitadas
por barreras naturales que pueden Ser marinas, terrestres o climéticas,
en México convergen la Nedrtica y la Neotrépica, cop una regién intermedia
llamada de transicién, lo cual le confiere una riquisima diversidad faunistica.(29)

Por desgracia, en los iltimos afios se ha visto incrementada, tanto on México
como en otras partas del mundo,la demanda de animales sllvestres para mantenerlos
como animales en cautiveric o de compafiia, la gente de algunos paises adquiere
la fauna propia de su regidn, mientras que otros como Francla,Inglaterra,Estados
Unidos o Alemania los importan , alcanzando estos animales precios altos.
(29,30,33)

Durante la década de los ochentas, muchos pafses de Sudamérica prohibieron
la exportacién de su fauna nativa apoyadoa por el "CITES®, que es la convencién
que regula el trdfico de especies en peliyro de extincién.

En Héxico a partir de 1974 (antes de la entrada en vigor del "CITES") se
establecid un control estricto en cada envio legal de aves, contabilizando
los ejemplares exportados, lo cual permitis no solo reglamentar su comercio,
sino también, conocer con precisién las especies y numero de aves que se
ven afectads a lo largo de la temporada dando como resultado una importante
derrama aconémica en ol medio rural ya que cada afio {antes de que México
entrara al “CITES" en Septiembre de 1991 )se exportaban alrededor de 12,163
Individuos de solamente 6 especies de paitécidos, lo cual rep a aproximad:

el 15.5% del total de exportaciones de aves silvestres.(29-30)

Tal vez las especies que mas demanda tienen por parte de la gente son las
aves, especialmente las de la familia psitacidae comd son las Guacamyas,Cacatlias, lericos
y Loros, estos animales son buscados por diversas vazénes como son:

= El extraodinario colorido de su plumaje

-~ La docillidad de algunos individuos en su contacto con el hombre.

- Su habilidad para reproducir sonides que pueden imitar voces o palahras
faunque esto es privativo de clertas especles e individuos y solamente

cuando hay contacto con el Hombre).(3)

~ Su capacidad para aprender actos que reallzan en espectéculos o simplemente
como animales de compafifa, ornato o exhibicién.



Cualguiera que sea el motivo por el cual son buscadas estas aves y a los
altos preclos que alcanzan tanto en el mercado legal como cn el {legal las
coloca en una situacién diffcil para su supervivencia ya que desde 1970
en México se han capturado estos animales en cantidades inaceptables.

Muchos Individuos son apenas crias cuande son sacados de sus hébitats paturales
y son alimentados por personas sin conocimientos de nutricién o higiene
y 8in conclencia del dailo que se produce en los ecosiatemas debido a que
muchas de estas especies se encuentran en peligro de extincién, desgraciadamente
mantener a estos animales como mascotas se considera una moda, aproximadamente
el 95% de las aves son mantenidas en forma aislada de otros animales de
su misma especie, por tal motivo se improntan de tal forma a sus propietarios
que se les provoca un dafio psicolégico si no se les proporciona el culdado
y la atencién adecuada,ademds puede disminuir su longevidad.

(30)

La extraccién de animales de su hébitat natural da come resultade un alto
Indice de mortalidad que puede alcanzar hasta un 90% de las aves recolectadas
debido al estrés que les produce la captura, el manejo y a que su adaptacién
al cautiverio es muy diffeil.

51 a lo anterior afladimos que las aves del orden psitaciférme se reproducen
lentamente dando en promedio una sola nidada anual (debido a que los pollos
permanecen con los padres aproximadamente 1 afio)(25) y en cada nidada tienen
2 huevos (el nimero de huevos esta determinado por la especie) y a la persistencia
con que cada ailo se destruyen clentos de hectdreas de reaervas ecolégicas,
podremos cumprender el peligro de extineién en el que se encuentran.

La poblacién de muchos animales en vida silvestre disminuye drésticamente;
ante esta situacién, ademds de promover el rescate y la conservacién de
hébitats naturales y de apoyar la propagacidén de animales en cautiverio,
e8 necesario plantear la posibilidad de que la cria en cautiverio de psitdcidos
fuera la inica posibilidad legal de obtener animales para fines comerciales.(26)

Para muchas especies en peligro de extincién esta pudiera ser la dnica posibilidad
de supervivencia debido a que los animales son identificados desde su nacimiento
Y se estrecha el control del trdfico de los mismos, ademds de que si los
animales son obtenidos de un criadero registrado se pueden conocer con exactitud
aspectos como la edad de animal, posibles problemas congénitos y antecedentes
clinicos del individuo, asi mismo se puede evitar en forma significativa
la consanguinidad.*

® comunicaribn peraonal Ricen Ksne [100CEN)



Conservacisdn...Se puede definir como el modo de uso de nuestro entorno natural,
es en el andlisis final, la mayor forma de ecoloyfa natural,prevengamos
el derroche mientras se preserva, mejora y renueva la calidad y utilidad
de todos nuestros recursos™

John F. Kennedy.
Mensaje al congresoc 1962 (15)

Se dice que el periquito carolina (Conuropsis carolinepsis) y posiblemente
otras especies ya extintas se hubleran podido salvar mediante la reproduccién
en cautiverio, esto pudiera ser clerto, aunque el papel principal lo llevan
las instituciones gubernamentales y los zooldgicos que tienen la responsabilidad
piblica de la conservacién de todas las especles. (15}

La vida silveatre es un recurso que se ha venido explotando , el numero
de especies desaparecidas o que es raro verlas en au estado natural, se
ven incrementadas,por lo que se debe evitar que otras especies sigan el
camino de la extincidn de el periquito carolina.

lLag grandes Guacamayas como la Escarlata (Arg macaoj, la Jacinta (Anodarhynchus
hyacinthinus), la Azul Amarille (Are ararauna} y la Militar (Ara militaris}
estan congsideradas en peligro de extineidn por la excesiva pérdida de hibitats
naturales y no es de ninguna forma ético el promoverlas como mascotas.

El mayor problema para implantar un programa reproductivo en psitécidos
mantenidos en cautiverio, es colocar a dos individuos de diferente sexo,
macho y hembra, en los albergues adecuadoa , esto es debide a que muchas
de estas aves no presentan dimorffsmo sexuval, asl el primer paso para lograr
la reproduccidén en cautiverio es ldentificar cual es el macho y zual es
la hembra.(2,12,26)

Otra razén importante de gaber el sexo del individuo es debido a que pueden
presentarse enfermedades proplas de un determinado sexo, como la peritonitis
de la yoma o la impactacién del oviducto y conocer el sexo ptede ayudar
a emitir un diagnéstico rdpido.*

Es importante recordar que existen factores extrinsecos ,como una adecuada
alimentacidn, medidas de higiene y un medio ambiente aproplado que se deben
cuidar para obtener éxitos reproductivos.

* comunicacién personsl Faren Kene (100GEN)



Existen diversos métodos para determinar el sexo de aves silvestres mantenidas
en cautiverio, algunos se emplean en forma rutlnaria miesntras gue otros
requieren de uha mayor difusidén , algunos de estos métodes son:

- “Apdlisis de la estructura de las plumas"

~ "Sexado quirirgico" fotoscopia y endoscopia)

~ "pimorfismo sexual"

- “Identificacién de cromoscmas sexuales"

~ nIdentificacién de secuencias especificaas de DNA®

~ “Andlisls de hormonas esteroides”

Todas estas técnicas ofrecen tanto ventajas como desventajas y ninguna es
aplicable nl en todos los individuos ni en todas las ocasiones, aungue la
técnica mas apropiada para sexar aves sflvestres es aquella que ofrece un
minimo de estrés y manejo, la que produzca el menor trauma posible y sea
menos ifnvasiva para el animal, la mds rdpida y econdmica y la que muestre
un alto fndice de confiabilidad en la determinacién del sexo, ya que de
no ser asi, se compromete la integridad del individuo y se complica a los
criadores el apareamiento de las aves.

EI objetivo de la presente tésis , es dar a conocer al Médico Veterinario
Zootecnista y a las personas interesadas en el tema, otras cpeiénes o alternativas
que se han desarrollado para determinar el sexo de lag aves del orden psitaciforme,
astas opciénes han tenido poca difusién en Héxico y evaluando a fondo sus
ventajas y desventajas se podria elegir la forma mds adecuada o conveniente
para sexar a estos animales y de este modo aprovechar de una forma més racional
el potencial que nos ofrecen.,
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PSITACIDOS

Los miembros de la familia psitacidae se distribuyen geogrédficamente en
foema natural en reglénes do Centro y Srlamricn, dreay del Racifico y Puro-Asidtico-dfricaas
a través de regiénes tropicales, las dimensiones que presentan pueden ir
desde los 8 cm. Hasta 100 cm. de altura.(11-15)

Algunas de las caracteristicas mAs representativas son:

- Tienen en la mandfbula superior un pico encorvads, el cual se articula
con el créneo y ocluye o cubre la mandibula inferior.(11}

- Lagran movilidad de ambas mandfbulas ayudan al animal a alimentarse,
por efemplo rompiendo cascaras gruesas o ramas de drboles, también
le ayuda a sujetarse a los lugares por donde trepa.

- Algunas tienen una gruesa y musculosa lengua la cual contiene una
estructura osea llamada "Entoglésum*, la lengua les ayuda en los
movimientos necesarios para tomar sus alimentos.

- Lapata de estas aves es "Zigodactilar“, o sea que dos de los dedos,
el segundo y el tercero estan dispuestes hacia adelunte, mientras
gue los dedos primero y cuarto se disponen hacla atrds, esta disposicién
en los dedos le permite formar un ganche que le ayuda a asirse a las
ramag o a sujetar su comida.(11}

~ La mayoria de los psitdcidos tienen un pelvo fino disperse debajo
del plumaje, son las barbillas que se desintegran continuamente, ese
polvo es usado por el ave para efoctuar el aseo de sus plumas.

- Los psitécidos presentan en el ala 10 plumas remeras primarias de
vuelo, la unica excepcidén es el loro-biho, el cual tiene 9 plumas
remeras primarias,

- Todos muestran 6 pares de plumas timoneras en la cola.
La edad a la cual alcanzan su madurez sexual es muy variable, por lo general

sucede entre los 3 y 4 aiios de edad en las especies mds grandes y entre
1l y 2 afios en las especies mids pequefias.



Existe un registrode la cacatda Rey Australiana (Alisteru scapularis),
las cuales se aparearon poseyendo aun el plumén previo a la aparicién de
las plumas maduras.{15,25)

Marshal y Serventy (1958), mostraron que el perico Australiano (Melopsittacus
updulatus) puede producir espermatozoides dentro de los primeros 60 dias
despues de dejar el nido, este desarrollo sexual répido es una adaptacisén
. fislolégica para reproducirse ai las condiciones son las propiclas.(l15)

La mayoria de los psitdcldos forman parejas estrechas , debldo al hecho
de que tienen depredadores naturales, se unen en parvadas ayudindose antre
81 y moatrando gran afecto por su pareja;al mantenerlos en cautiverio y
cuando solamente se posee un ejemplar, bransﬂeren ese afecto a la compaiifa
humana.
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PSITACIDOS MAS COMUNES EN MEXICO .

Caono se mencioné con anterioridad, la riqueza faunfatica de México es enorme,por
lo que aqui solamente se describirdn en forma superficial las caracteristicas
morfolégicas principales de los psitécidos més comines en México y que pudieran
ser sujetos de la préctica de las técnicas que se mencionan para la determinacién
del sexo en aves.

Ara _macao

Sindénimos: Guacamaya escarlata o Cuacamaya roja.

Caracteristicas: largo 85 cma.,Color rojo intenso en todo el cuerpo, mejillas
de color carne, hombros amarillos, mandibula superior de color hueso con
nagro en la base, mandfbula inferior color negro grisaseo, patas de color :
gris oscuro,

Hitat: shas trpionlss y shénw,se annira @ 18 estats d2 Tarlipes, Wearne, Goocs, Crpade
Yy Chiapas. (33)

ara militaris

Sinénimos: Guacamaya militar o Guacamaya verde.

Caracteristicas: largo 65 cms.,Color verde clivo, frente roja, rabadilla
azul, plumas remeras de color rojo azulado, plumas primarias azules, mejillas
marcadas por hileras de pequeiias plumas de color cafe violaceo, ojos amarillos,
pleco de eolor gris obscuro, patas de color gris clare .

Habitat: lugares spemidridos, bosques secos y 4dreas abler-

tas,se a en los doa da Sonora,del Itsmo de Tehuantepec a Chihuahua,
3acatecas, Nuevo Leén, Tamaulipas, San Lule Potosi y Colima, (33}

Aratinga astec

Sinénimost Periquito verde

Caracterfsticas: largo 24 cms.,garganta y pecho de color verde oliva, plumas
primarias azules, pico color hueso, anillo perioftélmico blanco, patas de
color gris claro.

Hébltat: desde zonas semiiridas hasta selvas tropicales, principalmente
en la regién este de México,se epcuentra en los estados de Tamaulipas, San
Luis Potosf, Verscruz, Oaxaca, Tab , Chiapas, Campeche, Yucatdn y Quintana
Roo.(33)




Aratinga canjcularis
_Sinénimos: Perico atolsro
Caracteristicas: largo 24 ems., Cuerpo verde, frente anaranjada, corona
azul verdosa, anillo perioftélmico de color amarillo, plumas primarias azules,
ojos amarillaa, pico de color hueso y comunmente pfgmentado, patas de color
gris.
Hébitat: bosques, zonas tropicales y semliridas, se encuentra en los estados
de la vertiente del Pacifico,de Sinaloa a Durango, Nayarit, Michoacdn,Oaxaca,Chiapas
y Guerrero.(313)

Aratinga holochlora

Sinénimos: Perico alblverde,Perico verde

Caracteristicas: largo 33 cms.,Color verde con algunas plumas amarillas,
anillo perioftdlmico blanco, pico color hueso, ojos anaranjados, cola larga.
Hébltat: bosques , zonas semidridas abiertas, no se encuentra en zonas tropicales,
se puede localizar en los estados de Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Nuevo Leén,
Tamaullpas, burango,Zacatecas, Oaxaca, Chlapas y Quintana Roo.(33)

Amazona albifrons

Sindpimos: Perico de frente blanca o guayabero

caracteristicas: largo 27 em3.,Plumas verdes perfiladas an negro, frente
blapca, antlifaz rojo, corena azul, plumas coberteras primarias y de la regién
del §lula rojas, plumas primarias azules, ojos amarillos, pico amarillento,
patas de color gris claro,

Hébitat: bosques bajos y zonas troplcales, se encuentra en los estados de
Sonora a Chiapas y de Tamaulipas a Yucatdn a lo largo de las costas del
paila. (33)

Amazona autumnalis

Sinénimos: Loro cariamarillo

Caracteristicas: largo 35 cms.,Plumaje verde perfilado en negro,frente roja,corona
azul, mejillas amarfllas, cjos amarillos,plumas primarias con algo de rojo,
pico de color hueso y a veces pigmentado, patna de color gris.
Habitat: &reas bajas del este y sureste, bosqg dog, ae tra en
los estados de Tamaullpas,San Luis Potosf, Oaxaca, Campeche, Tabasco,Chiapas
y Quintana Roo.(33)




Amazona ochrocephala

Sindnimos: Loro de cabeza amarilla

Caracteristicas: largo 40 ems.,Color verde con los hombros en rojo, cabeza
amarilla, plumas primarias azules, 0jos anaranjados, pico de color hueso,
patas grises.

HAbitat: &reas himedas y tropicales hasta bosques, se puede localizar en
los estados de Colima,Nuevo Ledn, Tamaulipas, Campeche, Daxaca, Chiapas
y guintana Roo, a lo largo de las vertientes del Pacffico y del Golfo.(33)

Amazona finshni

Sinénimos: Loro de cabeza morada

caracteristicas: mide 32 cms.,Tiene la frente lila y una corona de color
azul, mejillas de color verde brillante, nc presenta color rojo en la cola,
ojos de colox naranja, pico de color hueso, patas de color gris verdoso.
Hibitat: bosques y montailas hasta una altura de 2200 mts.snm. se puede encontrar
en el estado de Sonora y desde Chihuahua a Oaxaca. (33)

220 digenalis
Sindénimo: Loro tamaulipéco, Perico amapola
Caracterfsticas: largo 33 cms.,Plumas verdes perfiladas en negro, frente
roja, corenilla azul, plumas coberteras rojas, plumas primarias azules o
azuladas, cola color verde con la punta en amarillo, ojos amarillos, pico
color hueso, patas color gris verdogo.
Hébitat: boagues de cipreses y acacias, &reas tropicales
y lugares cercanos a rios y lagos, se encuentra en los estados de Nuevo
Leén, Tamaulipas,San Luis Potosf y Veracruz.(33)

Rhynchopsitta pachyrynhcha

Sinénimos: Cotorra serrana occldental.

Caracterfsticas: largo 37.5 a 40 cm.es robusta, de cola larga y puntiaguda
an forma de cuila, pico fuerte y negro, frente roja, color rojo en el ala
la cual al volar muestra por debajo un color amarillo brillante.
Hébitat: montafias del Noroeste de México (Sierra Madre Occidental) hacia
ol sur en la planicle central hasta Michoacén, habita en bosques de pino

en tlerras altas, se puede encontrar en los estados de Sonora,Nayarit y
Jalisco. (33)

1o
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METODOS DE SUJECION Y CONTENCION DE LOS PSITACIDOS.

E£1 lugar mds aproplado para llevar a cabo la sujecién o contencién de una
ave con la caracteristica de los paitécidos ea el que tiene el menor mobiliario
poaible; ya que se restringen los sitios donde se puede esconder el ave
en caso de que escapara, por lo tanto es monor la probabllidad de que se
lastime, el techo no debe ser demasiado alto y de preferencia ae debe contar
con un control de Intensidad de la luz artificial, lo ideal es efectuar
el manejo con la menor intensidad de luz posible ya que un cuarto oscuro
tiene efectos sedativos en aves diurnas, aunque en ocaslones y en especial
las Guacamayas en estado silvesgtre pueden efectuar vuelos largos durante
la noche.*

CONTENCION FISICA:

Al sujetar al ave ge debe tener culdado de no rodear completamente el esterndn
del animal, ni de hacerlo con demasiada presidén ya que se puede interferir
con los movimientos de la respiracién, el se utiliza una red, osta debe
ser acorde al tamafio del ave y el tajido debe ser de un material stave para
evitar traumas inecesarios.

Para sacar al ave de la rod primero se toma la cabeza del individuo por
detrds y sobre la red para controlar el pico, con la otra mano se controla
el cuerpo y las patas, se debe tener cuidado con la gran mobflidad de la
cabeza y con la fuerza del pico, ya que con este el ave puede ger capaz
de lastimar la mano o los dedos de la perscna que la maneja.

CONTENCION QUIHICA:

Su uso es muy controvertido en aves silvestres, se debe tener en mente que
la induccién de un individuo hacia un plano de sedacién o anestésico ofrece
riesgos.

Se pueden utilizar anestésicos parenterales, dentro de estos se encuentran
los mas comunmente utilizados, son una combinacién de Ketamina-xilacina
{las désis ge describen con detalle en el capftulo de sexado quirdrgico},
este tipo de anestesia parenteral se usa cuando no se cuenta con un equipo
de anegtesla inhalada o cuando se reallzan maniobras en la regidén de la
cabega o el pico, al utflizar la Xetamina-Xilacina se obtiene buena relajacisdn
muacular y aneatesia, se reduce la recuperacién viclenta, tlene

" un buen margen de seguridad y su coato es bajo en comparacién con la anestesia

inhalada, aunque también su recuperacidn es mds lenta.

* comaicecion pureswsl Eim 2. Joymer (FUNDAVEZ CUATENAL)
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Aplicada a désis altas puede provocar arrestos cardiacos, descenso de la
temperatura, muertes sitbitas y est& contraindicada en aves con problemas
hepdticos o renales.

También se pueden usar aneatésicos inhalados que dan una induccidn y recuperacién
bastante rdpidas,ademds de que son sumamente seguros, aunque el costo del
equipo de anestesia y del gas es elovado.

El gas anestésico mas utilizado en aves es el Isoflurano seguido del Halothano,
el gas es inducido con una sonda traqueal o con mascarilla, a una concentracién
de gas de 5%, con 2 a 3 1ts. De oxigeno por minuto,dependiendo del tamafio
del ave, una vez relajade el animal (aproximadamente de 1 a 4 miinutos)
el gas se baja y se mantiene en 2-3% con .5-1 1. De oxigeno por minuto,
8e debe tratar de mantener el gaa lo mds bajo posible para evitar riesgos.(32)

Los animales deben ser monitoreados durante la induccién, mantenimiento
y recuperacién de la anestesla, observando la profundidad y frecuencia respiratoria,el
reflejo ccular, la frecuencla cardiaca y la temperatura.

EMERGENCIAS:

Un descenso en la frecuencia cardiaca, respiratoria o en la temperature
del animal pueden ser motivo de alerta, en casc de que la anestesia haya
sido parenteral se pueden utilizar antagonlstas y analépticos, se presiona
con el dedo la quilla del esternén a razén de 40 ciclos por minuto y se
coloca suerc por via endovenosa para acelerar el metabolismo del anestésico.

En caso de que la anestesia sea inhalda, se debe quitar la mascarilla o
la sonda de la mdquina de ancstesia, se reallza resucitacidén pulmonar en
caso necesarlo medlante presién con el dedo en la quilla del esternén a
razén de 40 ciclos por minuto, se quita el gas residual de la mascara o
sonda, se cierra el flujo de gas, se fluye oxfgeno purc y se continta con
la resucitacidn hasta que el animal se encuentra en un rango seguro de 30
respiraciones por minutc, se usa terapia antishock y antiacidésis en caso
necesario, por lo regular un arresto cardiaco es irreversible.
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ANALISIS DE LA ESTRUCTURA DE LA PLUMA.

Este descubrimiento en el sexado de aves monomérficas es muy reciente, fue
desarrollado por un estudiante de Veterinaria de la universidad de UTHA,
Estados Unidog quien buscaba una forma sencilla de distinguir entre ol macho
¥y la hembra de especles monomérficas, comenzd buscando diferepncias en muestras
sanguineas y por c¢asualidad, parte de una pluma cayd en el portaobjetos
gue estaba preparande y cuando lo colocd al microscaoplo se hizo aparente
la diferencia estructural de las plumas.

Se toma la muestra del ave y se separa una barba, la cual se coloca en una
caja de petri para observaria al microscopilo estereoscdpico.

En los machos la estructura de lag barbillas es menos tupfida, mientras que
en las hembras, las barbicelas o barbillas corren en dngulos rectos con
referencia a la barba. (Pig.l)

La imagen se puede ver influenciada por:

- Haltrato de la muestra.

~ Alteracidn de la estructura de la pluma si ge utiliza una Inclusién
en parafina o de resina epéxica.

- Cantidad de gueratina presente.
~ Solo se puede observar en plumas maduras.

Trabajando con plumas tomadas del centro del ala derecha del ave se han
obtenido buenos resultados en especies como Guacamayas y Falsdnes, este
descubrimiento padria revolucionar el sexado de aves monomdrficas, podria
ser posible sexar cualquier ave joven sin ningina dificultad y solo se necegita
tener acceso a cualquier microscoplo o se podria enviar por correo una pluma
a cualquier centro de examinacién sin ningiin riesgo para el ave.(2)

Desgraciadamente en nuestro pals no se cuenta a la fecha con mayor informacidn
acerca de esta técnica, ni la presencia de casas camerciales que la desarrollen.
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SEXADO QUIRURGICO.

OTOSCOPIA Y ENDOSCOPIA.

La Ot pfa y la End pla son las técnicas mds comunmente utilizadas
para determinar el sexe en aves silvestres en cautiverio,la edad a 1a cual
se recomienda su uso es entre los 11 y 12 meses, ambos métodos se basan
en el examen visval de las génadas y pueden dar un margen de certeza para
la determinacién del sexo de 90-97% (14,22,25,30,32)

En realidad la base del procese quiriirglco de ambas técnicas es muy similar,
aunque la técnica de Endoscopfa posce dos diferencias fundamentales que
radican en:

1 - EX equipo que se utiliza.
2 - La tecnica para abordar la cavidad abdominal.

Egtos puntos se describen con detalle en el capitulo de Endoscopia.

OTOSCOPIA:

Esta técnica requiere de un equipo sencillo y econdémico, el ave a examinar
se pesa, es recomendable dietarla 2 a 3 horas antes para que ge vacie el
buche (11,14,22) o 12 horas antes para que se vacian los intestinos, ya
que su volumen puede interferir con la visibilidad (14), se le administra
Cloruro de Ketamina a una dosis de J0-40 mg/k y Xilacina (ROMPUN) a una
déals de 0.5-1.5 mg/K.

(14,22,25,32)

Debldo a que la mayoria de las aves hembras tienen un solo ovario,el del
lado fizqulerde, ya que el ovario derecho se atréfia, el ave se coloca en
decibito lateral derecho para poder examinar el lado izquierdo; se mantiene
al ave sobre un material aislante térmico y se sujeta mediante cordopes,
ligas o tela adhesiva, el ala izquierda se extiende en posicién craneodorsal
y el miembro posterior izquierdo se retrae caudalmente, go ratiran las plumas
de una pequefla drea craneal a los misculos de la cadera y dicha drea se
prepara de acuerdo a los principlos quirirgicos.(2,11,14,17,22,35)

Se realiza una pequea incisién de aproximadamente .5 cms. En la piel, esta
incision debe ser en direccidn dorgoventral sobre el \iltimo espacio intercostal
(£ig.2}.
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En algunas especies se debe disecar el misculo sartorio y se le retrae
en direccidn caudal Para dejar expuesto el iltimo espacio intercostal (fig.3),
Los misculos intercostales se inciden con una hoja de bisturi para entrar
en el saco aéreo tordcico posterior, la abertura se hace mis grande mediante
diseccién roma para permitir la introduccién del espéculo del otoscdplo
previamente esterilizado en autoclave, se pueden

usar espéculos de varios tamafios, dependiendo del tamafio del ave, se usan
espsculos de 7-8 para aves de hasta 700 gr. y de 4-5 para aves de 300 gr.
© menos.

Lag costillas de las aves son sumamente flexibles y se distienden permitiendo
el alojamiento de un instrumento grande (fig.d), Con exepcidn de aves muy
pequefias, las membranas que separan los sacos aereos tordcicos posteriores
de los sacos aereos abdominales anterlores interfieren con la visién de
las génadas que yacen dorsalmente.

La membrana dol saco aereo abdominal anterior puede puncionarse con un estilete
de punta roma y se agranda mediante diseccidn roma para permitir la introduccién
del espéculo del otoscdpio (£ig.5), En diracclén dorsal a esa membrana se
encuentran las génadas, ya sea un ovario o un testicule, se pueden buscar
en el polo craneal del riisn izquierdo, adyacente a la gléndula adrenal
y caudal al pulmén (fig.6).¢2,11,14,17,22,25,35)

Después de identiflcar las génadas, la incisién puede cerrarse con sutura
absorbible, en ocasiones se puede dejar sin suturar si los misculos del
muslo en su posicién normal yacen entre la incisién de la plel y la intercostal,
el enfiséma subcutaneo ocacionado en el saco aéreo tordcico posterior puede
ser un efecto colateral de las heridas intercostales que se dejan sin suturar.(2z)

La recuperacién de la anestesia con el uso de Ketamina se 1leva a cabo mejor
8i ge coloca al ave an un medio ambiente tibie, por ejemplo entre los 27
y 32 grados c., En una érea obscura y tranquila (11,14), algunas personas
envuelven al ave holgadamente en un rollo de cartoncillo o en una toalla
suave para evitar gue se golpee durante la recuperacién, ademds se debe
eviter que el animal tenga por donde trepar ya que podria sufrir un traumatismo
al caer.(¢2,14,35)

S1 el proceso quirirgico se realiza con cuidado y con la asepsia adecuada,
el rlesgo es minimo y las complicaclones son nulas.
(2,6,11,14,22,33,35)
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ENDOSCOPIA:

Como se menciand con anterioridad, la Endoscopia varia de la Otoscopfa en
dos puntos principales,los cuales se deacriben a continuacién,

1.~

Variantes a la tdécnica de Otoscop{a en cuanto al equipo que so utiliza:
La combinacidn de un material dptico especial y los reguerimientos
de Endoscopla culminaron con el dosarrollo de un instrumento 1lamado
agujoscéplo, el que se emplea rutinariamente en Endoscopia de aves
eg de 2.2 mm de dfametro (cal.l4); Sin embargo se pueden consegulr
de 1.7 mm {cal.16} y de 4.0 mm (cal,10), Un sistema microscépico de
aumentos de poder 30 agranda la imagen final, el sistema de lentes
posee una gula interna de luz que proporciona Ia iluminacién del drea
que se esid observando, mientras que une guia de luz fibro-éptica
Llexiblae proporcliona la luz al instrumento desde una fuente de ILuZ
de tugsteno.

La presencia de sacos aereos hace del ave el paciente ideal para el
uso de la Endoscopla ya que elinina la necesidad de insuflar el abdomen
para poder obgervar las visceras. (2,17,32,35j

variantes a la técnica de Otoscopia en cuanto a la forma de abordar
la cavldad abdominal:

Una pequefia drea de la regitn subiliaca se prepara en forma aséptica,
las referencias para la localizacién del &rea Sptima para la introduceién
de la c&nula son: la Gltima costilla, el illen y la mitad proximal
de la didfisis del fémur (f£ig.7;.

Se hace una Incisién de pufial con mucho cuildado a través de la piel
y de la fascia muscular, si ocurre un sangrado signilficativo en piel
se debe contraolar antes de insertar el endoscépio, ya que una gota
de sangre puede ohstruir la vislén. Se penetra entre el misculo sartorio
¥ e1 lliotiblal, con frecuencia el misculo sartorio se perfora en
1as especies mds musculadas sin que se observe claudicacién subsecuente.

La cdnula y 8l trocar de punta aguda se dirigen perpendiculermente
al &xiz medio del ave, o sea que el plano de la cdnula debe ser paralelo
a la colwmna vertebral del ave y se rote para entrar a peritoneo.
Aungue es indispensable la perforacién completa del peritonso, se
debe tener culdado de no entrar con fuerza excesiva, se debe presionar
30lo hasta cuando se siente que el trocar ha perforado 1& pared peritoneal.
(14,22},
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Posterlormente la cdnula con el trocar se dirigen hacia adelante y
dorsalmente hacia el polo anterior del rifién, se retira el trocar
¥ Bo inserta el agujoscdpio en la cénula, ai el instrumento est& bien
colocado, estard dentro del saco aereo abdominal anterior.

COMPLICACIONES?

La mds comin es la obstruccién de la punta del endoscépio, al procedimiento
debe hacerse lo mis blanco posible, sl se encontraran gotas de sangre la
punta del fnstrumento debe tocar un 6rgano abdominal} si esto falla, se
retira la punta y se limpia con una gasa estéril y alcohol para después
reintroducirla.(22,35)

ASPECTO FISICO DE LAS GONADAS.

El testfculo presenta una forma eliptica u oval, con vasos sanguineos transversos
¥ de superficie lisa, pueden estar parcial o totalmente pigmentados como
en el caso da las Guacamayas, en las cuales es totalmente negro (14,35},
BU tamafio varia de acuerdo a la edad, la especie y el estado del ciclo reproductivo
en el gque se encuentra el ava, son pares y por posicién, el ifzquierdo se
ve facllmente, aunque se requiere de manipulacidn para observar el testiculo
derecho a través del saco aereo.

El ovario de una hembra adulta tiene una apariencia de racimo de uvas debido
& los foliculos prominentes y no hay problemas para su identificacidén (14,22),
en hembras jovenes no estdn presentes los foliculog pero el ovario inmaduro
es triangular y plano, tiene una superficle arenosa fina y carece de vascularizacidén
superficial evidente; ai ol Nédico puede observar una génada contralateral
a4 través de la membrana del saco aéreoc abdominal podria confirmarse que
g6 trata de un macho ya que son muy pocas las especies de aves las que poseen
ovarios pareados,

Para la localizacién exacta de las génadas, se pueden tomar como referencla

los rifidnes que se.ven de color café obscuro, las gidndulas adrenales gue
presentan un caler anaranjado suave y los pulmines que son de color resado.(2,14,22,35)
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OBSERVACIONES: .

Como en cualquier técnica quirdrgica, los rlesges no estdn ausentes ,ya
que el animal puede tener problemags subclinicos

que se potenclalizan con el uso de la anesteaja y por el estrés del mairejo,
la mayoria de los autores opinan que es mis seguro anesteslar al paclente
¥ con mayor razén si la técnica se comienza a aprender o sl se aplica en
aves con diferencias anatémicas significativas (22), la anastesla elimina
el estrés y el movimiento del animal, asi se evita la introduccidén exceaiva
cel instnrento y se previenen eantusiones o laceracienes de drgancs intra-abdaminales. (22)

La ventaja mds gsignificativa con el uso de estas técnicas radica en que
el regultado se obtiene de inmediato, es rdpida de realizar, el equipo que
se requiere no es mucho més del que se usa en la clinica de pequeiias especies,
es factible de realizar en aves jovenes y ademds de ldentlficar las génadas
8¢ puede apreciar la actividad sexual del animal.Ademds 3e pueden insp ionar
otros érganos intra-abdominales como son el higado, bazo, intestinos, rifidnes
Y sacos adreos, aunque el trauma, el estrés y las camplicaciones postquirirgicas
pueden reflejarse en una mortalidad de aproximadamente el 10% de las aves
examinadas.(35)
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DIMORFISMO SEXUAL.

El fendmeno de dimorfismo sexual es la forma mds sencilla para determinar
el sexo en aves sllvestres, se basa en la apreciacién de diferencias de
plumaje, coloracién y dimensiénes fisicas entre los sexos, este métado no
es Invasivo ni traumdtico y el manejo del animal puede ser minimo o nulo,
aunque una desventaja importante radica en el hecho de que en Psitécidos,
el dimorfismo sexual solamente se presenta en aproximadamente el 30% de
las especies. (17-30)

DIMORFISMO SEXUAL EN BASE A DIFERENCIAS DE PLUMAJE:

En algunas especles, las hembras tienen mis cortas las plumas timoneras
centrales, incluyendo algunos Loros cuya cola tiene forma de raqueta (15).
En caso de aves en cautlverfo este pdrametro se puede ver alterado por el
dafio causado a las plumas o por la automutilacidn.

DIMORFISMO SEXUAL EN BASE A DIFERENCIAS DE COLORIDO DEL PLUMAJE:

Las diferencias en el color entre el macho y la hembra son sumamente evidentes
en pPsitdcidos de Australia y Asia y menos evidentes en aves de Africa y
América.

En la Amazona albifrons las plumas de la regién del dlula que en el macho
' son rojas, en las hembras son de color verde.(15)

Normalmente el macho posee los colores més brillantes y las hembras presentan
colores mids p4lidos, aunque hay dos excepcibnes notables:

1.- En los Loros eclectus (Eclectus rorratus) el color es tan diferente
que por mucho tiempo se les consideraban especies diferentes, el macho
es verde, con rojo debajo de las plumas coberteras de las alas mientras
que la hembra es de un rojo intenso y en ocasiones con azul debajo
de las alas.(15)

2.~ La hembra del loro ruppell’s (pPoicephalus ruppellii) es mucho méds
colorida que el macho.(15)

El color de las plumas se ve influenciado en aves en cautiverio por factores
tales como el tipo de alimentacion, el microclima y el fotoperiodo, se pueden
confundir , por ejemplo, machos jovenes que aun no alcanzan la coloracldn
del plumaje adulto con hembras.
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DIMORFISMG SEXUAL EN BASE A LAS DIFERENCIAS FISICAS.

En la mayoria de las. aves el tamafo del macho es mayor al de la hembra,
esto se explica por la presencia de testosterona en aves adultaa y maduras,
en el caso de los Psitécidos ocurre lo mismo, por ejemplo, en el Ara macaso
yenel Aramilitaris, la hembra es ligeramente m&s pequefia que el macho,
adem&s de que su plco presenta una curvatura mds tenue.

Esto no ea determinante para diferenclar entre machos y hembras ya que si
no se conoce la edad exacta del animal se puede confundir un macho joven
con una hembra, lo mismo sucede si no existe un punto de comparacién entre
ambog sexos.(15)

En la mayoria de los Poricos Australianos, el macho presenta la cera de
1la nariz de color azul mientras que las hembras la presentan de color café.

(3)

En el caso de las Cacatias existe otra caracterfstica independiente do las
anteriores y que también puede ayudar a la determinacién del sexo, se trata
del color del iris de los ojos, en las hembras el iris es de color café-rojizo
mientras que en los machos el iris e3 de color café-negro.(30)

Como se menciond al principio, es determinante la experiencia de la persona
que realiza la observacién.
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IDENTIFICACION DE CROMOSOMAS SEXUALES.

Las células animales contienen en sus nicleos las bases de la herencia (génes},
durante 1a mitésis, estas estructuras nucleares se consolidan en una arreglo
lineal y se hacen visiblea al microscopio como cuerpos pareados llamados
»cromosomas", cada especie tiene un numero caracterfgtico de cromosomas
con un par sencillo de cromosomas sexuales.{2,6,20}

Los cromosomas sexuales de las aves pueden ser observados y clasificados
por el metodo "WZ", el cual congiste en la identificacién de los cromosomas
sexuales por su apariencia fisica.

En la identificacién fisica microscépica, el cromosoma "2" es mds largo
que el "wW", y debido a que los cromosomas sexuales difieren enormemente,
la examinacién visual ayuda a determinar el Sexo del ave. (Fig. 8 y 9)

El dnico requisito para reallzar esta identificaclon es la obtencidn de
una muestra sanguinea o de tejido de la pulpa de las plumas en crecimiento,ya
que es en estos tejldos de crecimiento rdpido donde los cromosomas sexuales
ase Identifican mds facilmente (25,34) asi, laa aves machos se identifican
por la observacién de un par de cromosomas “z", mientras que las hembras
presentan un par mixto, o sea, los cromosomas “2" y “W'. (2,6,13,17,20,21,25,32,34)

La técnica de ldentificacién de cromosomas ademds nos da la ventaja de apreciar
defectos cromosémicos como pueden ser:

Inversiones: es cuando un segmento del cromosoma es recorrido y rotado
180 grados colocéindose en la parte posterior del eromosoma,
lo cual repercute en una pobre fertilidad.(34)

Traslocaciones: es cuando dos segmentos de dos cromosomas diferentes .
sant Intercambiados entre si reduciendo en un 50% la fertilidad. (34)

Triploidismo:
es cuando el embridén recibe 2 copias de los cromosomas
maternos y 1 copia de los cromosomas paternos resultando
J copias de cada cromosoma, estos animales son estériles. (34}

Egta técnica se puede aplicar en aves de cualquier edad y condicién fisica,
aunque el ave sufre estrés al ser manejada y se requiere personal técnico
experimentado.
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CULTIVO DE SANGRE AVICOLA.

Las células rojas sanguineas de las aves son nucleadas y pueden interferir
con la obtencién de metafases de buena calidad, en este tipo de cultivo
se procura eliminar la mayorfa de estas células * (25-34)

1. Se obtienen de 3 a 5 ml. De sangre y se colocan en tubos de vidrio
con heparina sédica (no se deben usar tubos de pldstico o que contengan
EDTA ya que este tlene la propledad de quelar los minerales y pudieran
verse alteradas las pruebas}). *

2. En medio estéril se afiaden 20 ul de PHA-M (ver cuadrol) por cada
ml. de sangre, se mezcla volteando el tubo y se refrigera por 30 min
(s8i se rota el tubo se pueden aprecliar grumog de ¢élulas rojas).+

3. En el frasco de cultivo, por cada ml. de sangre se apaden 50 ml de
RPMI (ver cuadrol) , 50 ul de POKEWEED MITOGEN y 50 ul de PHA-P.(Ver
cuadro 1)

4. Se centrifuga por 5 min. a 30 rpm por cada gramo de muestra.

5. Se saca el sobrenadante contenlendo los linfocitos y se caloca en
el frasco de cultivo.

6. Se incuba por 3 dias a 38-40 grados centigrados y se procede a la
cosecha del cultivo.

METODO DE COSECHADO * (25-34)
Seluciones necesarias:
A} Hipoténico: se debe hacer diariamente , 0.075 MKC1 2ar./dh2o, calentar
a 37 grados c.
B) Fijador: Metanol 3:1 decido acético, prepararlo antes de usarlo y
mantenerlo en hielo.

Proceso:

l. A cada 10 ml. De cultive, afiadir 30 ul (2 gotas ) de DEMICOLCINE
{ver cuadro 1)

2. Incubar por 1 hora a temperatura amblente (o por 4-5 horas sl la especie
no produce muchas mitésis).»

 Comunicaciba gersons] Jean Dubach (Chicego Brookfield 300)
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3. Coloecar el cultivo en un tubo de centrifuga de 15 ml. y afadir 1
ml. de hipoténico.

4. Centrifugar por 8 min. A 2700 rpm., Sacar el sobrenadante y resuspender.

. 5. Afadir 8-10 ml. De hipotdnico, incubar por 12-14 min., remezclar
y centrifugar por 8 min. A 2700 rpm, sacar el sobrenadante y resuspender.

6. Afadir lentamente y con movimiento constante ! ml. de fijador, posteriormente
se afiaden otros 3 ml de fijador y por dltimo se afiade fijador cbp.
10-12 ml., Refrigerar por 30 min. o de preferencia toda la noche.

~

Centrifugar por 8 min. a 2700 rpm., Sacar el scbrenadante y resuspender.

8. Afadir §-10 ml. De fijador, centrifugar por 8 min. a 2700 rpm.,sacar
el sobrenadante y resuspender, repetir este paso hasta que el sabbrenadante
esté claro (minimo 3 veces).

9. Afadir aproximadamente 1 ml. de fijador hasta tener una suspensién
ligeramente turbla .

10. Colocar la suspensién en un portaobjetos y observarlo al microscopio
de contraste de fdses. (rig. 10)

CULTIVO DE TEJ!DO DE LA PULPA DE LA PLUMA EN CRECIMIENTO *(25)

Todas las plumas de los pollos estdn en constante crecimiento, el tlempo
ideal para obtener la pluma es cuando estas son de alfiler o cuando las
muda.

En caso de que se trate de una ave adulta, es necesario qultar una pluma
madura del ala o de la cola y esperar de 2 a 3 semanas (en ocasiones més,
segin la especie) para que el ave las reemplace y poder utilirarlas.(13,25,34)
La pluma se toma con férceps a lo largo del &stil, lo mds cercano posible
de la piel y jalando con firmeza, si la punta redonda de la pluma no se
extrae, puede presentarse un sangrado importante, se pueden usar 1 o 2 plumas
primarias timoneras o bien 10 o mds plumas pequeias.

1. Se colocan las plumas en una caja de pétri estéril para transportarlas
al laboratorio, si se requieren mda de 2 o 3 horas para su translado
al laboratorio se deben rei{rigerar, pero no congeiar, si se deben
guardar toda la noche, se corta la parte madura de la pluma y se deja
solamente el dstil;

* Comunicacién persons! Jeen Dubich {EMicago Broskfield Yoo)
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10.

Se limpla con alcohol y se pone en un tubo estéril conteniendo medio
de cultivo de tejido o en suero salino isctdnlco con panlcilina (100
ui/ml.) o estreptomicina (100 meg/ml.), micostatin (50-100 meg/ml)
o anfotericina b (25 mg/ml}.(13)

Se afade a cada cultive 2 ml. de medio de cultivo estéril sin suero
con 1 mg/ml de Colagenasa

Se limpia la punta del dstil con alcohol al 708, se corta el exceso
de Ia pluma y se pone el dstil en una caja de pétri estéril conteniendo
HBSS con ph 7.4 Y con 30 ul de antibiético.

Con unas tijeras y hoja de bisturi estériles se corta a lo largo
del &stil a cada lado para abrirlo, la pulpa es un material gelatineso
y claro rodeado por fibras negras, con la hoja de bisturl se raspa
la pulpa y se pone en la solucién.

Se pone la pulpa en una caja de pétri estéril conteniendo 2 ml.
de medio sin suero y con colagenasa, se corta finamente con la hoja
de bisturi y se agita suavemente a temperatura ambiente durante 20
min.,

El efecto de la colagenasa se detiene si se ajdade ] m de medio que
contenga slero de becerro fetal o suero de pollo,

Se pasa la solucidén a un tubo de centrifuga estéril y se centrifuga
por 10 min. A 1000 rpm.

FSe saca el sobrenadante y se resuspende el paquete celilar en 0.5

ml. de medio.

Se pasa la suspensién a frascos de cultivo de tejido y se afaden
gotas de medio lo suficiente para cubrir las células, no para inundarlas.

S5i el color del medio cambia, se puede cambiar el medio.

Cosechado:
Las solucibnes necesarias son las mismas que se decriben para el cosechado
de cultivo sanguineo.

Proceso:

1.-

Afadir 0.4 ml. de DEMICOLCINE (ver cuadre 1)) a cada frasco e
incubar por 4 horas a temperatura ambiente.
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2.~ Colocar el cultivo en un tubo de centrifuga y centrifugar per & min,
a 2700 rpm.

3.- Sacar el sobrenadante y aitadir 0.5 ml. de 0.75 KC1 a cada tubo
y ponerlos en bafio Maria a 37 grados c.

4.~ bPponer 2.5 ml. De 0.75 kel en los cultivos e incubar por 30 min.

5.- Mezclar los frascos, remover el flufde del cultivo y pasarlos a los
tubos de centrifuga, centrifugar por 8 min. a 2700 rpm.

6.- Sacar el sobrenadante, afiadir lentamente 1 ml. de fijador, después
afadir * ml. de fijador y refrigerar por lo menos durante 30 min.

7.~ Observar al microscopio de contraste de fdses.(FIG.11}

Tincién:

Glemsa: como se obtliene de la botella o filtrado mediante papel filtro

de #1.

Wright: se mezclan 200 mg/120 ml. de Etanol, se deja reposar por 2 dias

y despues se filtra a través de papel filtro del #1

Preparacién de los portaobjetos *

1.~

S5.-

Limpiar los portacbjetos con Sparkleen, enjuagar 20 veces con agua
del grifo y desples enjuagar 2 a 3 veces con agua destilada libre
de iénes.

Usando guantes, se colocan los portacbjetos en los casilleros, formando
un angulo de tal forma que no permita que 2 portaobjetos se llegen

a tocar a lo largo (fig.12)

Se cubren los portacbjetos con etanol al 70% (30% de agua destilada

libre de idnes), se tapa y se deja remojando 1 hora como minimo.
Se quita el etanal usando guantes para mantener loa portacbjetos
en su posiclén y se enfuagan las cajas minimo 10 veces con agua

destilada sin Ldnes.

Se 1lenan las cajas con agua destilada libre de iénes  hasta cubrir
los portacbjetos y se mantienen en refrigeracién.

* Cosunicsgidn parsomal Jean Dubich (Chicago Rrook field Joo)
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CUADRC 1 HATERIALES PARA LI, CULTIVO. .
MEDIOS:

RPMI 1640, SIGMA, cat.#R7880, 100 ml.,Estéril para Incubacidn en Co2.
AIN-V SERUM FREE MEDIA GIBCO, cat.$320-2055Ag,1060 ml. Estéril para incubacién
en Co2,

HAM'S F-10. SIGMA,cat.iNE013,100 ml. Estéril para incubacién en Co2.
RPMI 1640, HEPES MODIFICATION, SIGMA ,cat,#R5632,100 ml.Para cultivo cerrado
sin Co2.

MITOGENQS ¢

PHA-P, PHITOHEM AGGLUTININ,P-FORM, SIGMA,cat.$5L9132

PHA-M, PRITOHEM AGGLUTININ,M-FORM, GIBCG, cat . 4670-0576Ac (para cultivode
sangre aviar.

POKEWEED, PHYTOLACA AMERICANA, SIGHA ,cat.L9379.
COLAGENASA, GIBCO, cat.$840-7018Ig

ANTIBIOTICOS:
antiblotico-antimicotico,SOLUCION HYBRIMAX,SICMA,cat.#A4668 contlene:1y,000
ui penicilina g/ml.

10Mg. Estreptomicina/ml.

25Mcgr. Anfotericina b/ml. En 0.9% Nacl .

MATERIALES PARA EL COSECHADO:

DEMICOLCINE, SIGMA,cat.iD-62-79, img en 20 ml., (Concentraclén)
KCl, POTASSIUM CHLORIDE, SIGHMA,cat.iP-4504

METHANO;, 99.99% bure,FISHER SCIENTIFIC cat.$Ar936-1

ACIDO ACETICO GLACIAL, HPLC GRADE,FISHER SCIENTIFIC cat.$A35-500

 Comunicacidn prrsonsl Jesn Dubach (Chicags Brcokfis] Soo)
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IDENTIFICACION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE DNA

Este método se basa en el reconocimiento de la ubicacién exacta de las bases
nitrogenadas o secuenclas especificas de DNA que determinan la presencila
de los cromosomas sexuales, gse realiza con una muestra sanguinea, ya que
la sangre as un tejido sumamente convenlente para muestrear y transportar.
Su conveniencia radica en su alto pesa molecular de DNA que nlantiene sus
caracteristicas hasta por 1 semana almacenandolo a temperatura ambiente.(16,20,36)

E1l DNA se encuentra dentro del niicleo de las células, su azilcar es la desoxiribosa
y tiene bases nitrogenadas pirimidicas (citosina y timina) y bases nitrogenadas
piricas (adenina y guanina). (16,20,36)

Para tomar la muestra primero se debe sujetar al ave procurando evitar un
trauma excesivo para el animal, posteriormente se efectlia un pequefio corte
en la uffa recolectando aproximadamente .2 ml. de sangre en un tubo capilar

que contlene un conservador como la heperina.

Posteriormente las células sanguineas se rompen para ohtener el DNA que
serd purificado.

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER DNA DE MUESTRAS SANGUINEAS.(16,27)
1.~ Centrifugar la muestra a 5000 rpm., a 4 grados c. y durante 15 min,
2.~ Asplrar la fraccién del plasma

3.~ Extraer el residuo.de plasma mediante 3 lavados de la pastilla celular
con NaCl al 0.9% a 4 grados c.

4.~ Adicionar a la pastilla NaCl hasta completar 10 ml.

5.- Mezclar con 40 ml. de bufer litico (I\ tritén x-100 en 0.32M de sacarosa,
1 mm tris, ph 7.5, 5 mM4 MgC12) a una temperatura de 4 grados c., Centrifugando
la muestra a 2500 rpm durante 15 min.

6.~ Resuspender la pastilla con una pipeta pastecur en 25 ml. de bufer
(75 mm NaCl, 25 mm EDTA, ph 8.0}, Adicionar 1.25 ml. de SDS al 200%

y 10 microgramos/ml. De vitamina K. '

7.~ Incubar durante toda la noche a 37 grados c.
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8.- Extraer 2 veces con un voldmen de agua con fenol/cloroformo/alcohol
isoamflico {24:24:1), colectar el sobrenadante, centrifugar la
fase acuosa a 7000 rpm durante 15 min.

9.- Extraer dos veces con cloroformo:alcohol iscamilico (24:1), centrifugar
y colectar la fase acuosa sobrenadante.

10,- Adicionar y mezclar con 1/16G vol. De 3m de Na (CH3 COO) y 2.5 vol.
de Etanol al 100%.

11.~ Incubar durante 12 horas a 20 grados c.

12.- Colectar el DNA por centrifugacién a 10,000 rpm durante 15 min. a
4 grados c.

13.- Lavar 3 veces con Etanol frio al 70% (-20 grados c.}
14.- Secar la pastilla al vacfio (liofolizar)

15.- Resuspender la paatilla con el DNA en solucién bufer tris-EDTA (10
mm trds-#cl, ph7.5, lmm de EDTA ph8.0}

* La producclén de DNA varia de 40 a 50 ng por ml. de
sangre

Una vez que se encuentra purlficado el DNA, se corta por medio de enzimas
de restriccién, estas enzimas de restriccién cortan las cadenas de DNA en
sitios especificos, o sea que actldan como pequeiias tijeras moleculares

Cada enzima de restriccién tiene condiclones Sptimas y aitics de reaccidn,
loa cuales son proporcionados por los fabricantes.

Una vez efectuado el corte quedan fragmentos de varios largos, los que son
colocados sobre una cama o base de gel, donde se les aplica tina corriente
eléctrica, esta electroforésis nos permite separar, identificar y purificar
fragmentos espec{ficos de DNA, el cual siempre migra hacia el polo positivo
Y su velocidad de migracién depende de varios factores como son:

El tamafio molecular - log fragmentos mas pequeiics migran con mds raplidéz
que los fragmentos largos.

Concentracidn de agarosaa mayor concentracién hay menor migracién conformacién
de DNA- el DNA circular y el lineal del mismo peso molecular migran a diferente
velocidad
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La corriente aplicada y La temperatura
El DNA se identifica tifliendo el gel con bromurc de Etidio , el cual se

intercala entre las bases del DNA y fluorece con la luz ultravioleta , (Fig.
13)

* Comunicecién personal Jean Dubach {Chicago Brooxfield 3oo)
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TRANSFERENCIA TIPO "SOUTHERN" O TRANSFERENCIA A FILTROS DE NITROCELULOSA:

El DNA gque fue separado en el gel de agarosa se transfiere a filtros de
nitrocelulosa, estos filtros se incuban en presencia de una soluclén de
DNA como detector radioactivo el cual produce hibridacién solamente con
una secuencia homéloga en el filtro (esa secuencia es la sonda especifica
de la especie del ave que se desea sexar)(16,27).

Hibridacién:

Se basa en la propledad que tiene la molécula de DNA de separar sus cadenas
por la accién del calor o de la formamida y de aparearse en condiciénes
apropiadas con otra cadena, siempre y cuando ambas cadenas sean complementarias
(sondas espacificas de especie)(16,27)

Impresién y Andlisis:

EBn un cuarto obscuro la hoja de nylon o nitrocelulosa conteniendo la prucba
radioactiva se coloca sobre un contenedor con pelfcula para rayos X, bandas
obacuras se desarrollan en sitios especi{ficos de la prueba y el resultado
final es una impresién del DNA del ave.

La caracteristica que se detectd en los primeros estudios de esta técnica
¥y que sirvieron de aliciente para su desarrollo, fue que en todos los casos
de muestras de hembras se presenté una débil linea en la banda 2.1 Kb, se
ha concluido que esta banda representa un fragmento del cromogoma "H* (especifico
de hembras), esta banda estaba ausente en todas las muestras de machos,
por 2o tanto se utillzdé su pregencia para identificar hembras y su ausencia
para identificar machos.(Fig.14) (28) *

Esta tdcnica es altamente confiable, ol estrés que sc proveoca al animal
al tomar la muestra no es de ningina forma significativo, se puede emplear
en aves de cualquier edad y condicién fisjca aunque es caro y requiere de
equipo especial y de técnicos calificados. *

Exlsten actualmente casas comerciales en los Estados Unidos de Norteamérica
como "ZOOGEN* quienes realizan esta téecnica como servicio al piblico, su
facilidad para realizarla radica en la informacién acumulada a lo largoe
de 20 afos do-investigacién donde han obtenido un almacén importante de
sondas espec{ficas de al menos 200 especies de aves silvestres (20), aclaremos
que para realizar esta técnica es indispensable poseer la sonda especifica
de especie, ya que esta incluye la secuencia de bases marcadas con tritio
de los cromosomas sexuales que se desea hibridar,(rigs. 15 y 16)

* Comunicecidn pareonsl Faren Kans  {$00GEN)
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ANALISIS DE HORMONAS ESTEROIDES.

" E1 m&todo de andlisis de hormonas esteroides en heces fue desarrollado en
el zooldgico de San Diego California como una nueva alternativa para el
sexado de aves que no presentan dimorfifasmo sexual y en la actualidad se
encuentra bien establecida para una gran cantided de aves monomdérficas.
(5,6,9,17,26,31)

La idea original se llevé a cabo por primera vez tomando muestras de la
acumulacién de uratos en el alantoldes de los deshechos de huevos eclosionados
de Céndor de California Gymngyps callfornianus) y de Céndor de los Andes
(Yultur gryphus) encontrando que las génadas,en una incubacién normal,producen
esteroides sexuales y que los ovarios embriénicos producen mds estrégenos
que el tejido testicular.(5,7,9,10)

Ambog tipos de hormonas, tanto estrégenos como testosterona son producidos
por laa génadas de ambos sexos, aunque en diferentes proporciones.La testosterona
es el andrégenc mds Importante, el 95% se produce en el testiculo y el 5%
en la gléndula adrenal, los estrégenos se producen en el folfculo ovdrico
de Graaf y el estriol es el metabolito mds abundante en la excraciém.

Ambos, al llegar al higado son degradados y conjugados con glucorénidos
y sulfatos, los cual los hace per mAs solubles en agua , posteriormente
pasan por el rifién hasta llegar a la cloaca donde son excretados en forma
da mezela con la materia fecal.{5,6,10,18,19,23,26) '

La técnica de andlisis do hormonas esteroidea no es invasiva ni traumdtica
¥ 80 basa en un radioinmunoensayo (RIA), el cual es altamente sensible y
es usado para medir los niveles de hormonas sexuales excretadas por las
aves.

81 RIA se puede complementar con una técnica de cromatografia por medio
de columnaa de "CELITE", lo cual nos indica el tipo de hormona que se datecta
camo son los estrégenos inminoreactivos totales (E) y la testosterona lnminoreactiva
total (T) en la muestra.(1,5,7,8,9,10,18,24,26,31,37)

£l RIA se basa en la capacidad de la proteina de unirse especificamente

a la molécula que reconoce (Ac) y se puede describir en forma general en
dos etapas.
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Primera etapa:

La muestra de concentracidn desconccida se mezela con un anticuerpo (Ac)
especifico contra la hormona que se desea cuantificar, ademés se afiade una
cantidad conocida de hormona pura marcada con tritio (de la misma hormona
que se desea cuantificar), el Ac fija moleculas con o sin marcar segun sus
concentraciones relativas, si al Ac se le £ljan muchas moléculas marcadas,
indica que las moléculas no marcadas presentan poca competencla para formar
complejos Ag-Ac, si por el contrario, se presentan pocas meléculas marcadas,
indica que la concentracién de moléculas no marcadas es alta, en bace a
eatos datos se elabora una curva de calibracién.

Segunda etapa:

Se separa el complejo Ag-Ac de las moléculas marcadas que no reaccionaren
con el Ag, despuég se cuantifica la radiocactividad en el complejo y se usa
la curva de calibracién.(4)

Desarrollo:
La recoleccién de muestras se realiza cada 4 horas durante 24 horas para
poder establecer la cantidad de hormonas excretadas en este lapso de tiempo. (9,32}

Se afsla al ave en una jaula o caja pequefia colacando papel encerado ea
el plso, se debe evitar que el ave tenga acceso a este papel, si el ave
se encuentra en una jaula de vuelo se le debe observar para recolectar la
muestra 1o mas rdpido posible ,las mejores muestras para esta prueba soa
las que se recolectan por la mafiana, sa deba incluir Ia mayor muestra liquida
posible ya que 1a porcién blanca de uratos es la que contlene los productos
de deshecho renales necesarios para el andlisis hormonal, las nuestras se
deben congelar inmediatamente y solo se descongelan hasta el momento de
realizar la prueba.(8,9,10,31,32)

Las muestras ge identifican y se ponen en envases de vidrio que previamente
han sido lavados con jabdn neutro y enjuagados con agua bidestilada, posteriormente
se enfrian a -9/-10 grados centrigrados o se congelan a 0/-15 grados centigrados
con el fin de retardar la degradacién bacteriana de los esteroides, de esta
forma se pueden conservar hasta por 30 dlas.

Posteriormente se solubilizan en 5 volimenes (en base al volimen de la muestra)
de 0,14 de bufer salipo fosfatado {PBS),ph 7,2 Con 0.1% de gelatina para
evitar que los esteroides se adhieran al vidrio y 0.1% de &cido sédico para
retardar el crecimiento bacteriano, se agita con fuerza y se incuba por
24 horas a -4/-15 grados centigrados, se centrifiiga a 2000 rpm y se decanta
el sobrenadante.
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1.0 ml de sobrenadante se ajusta a ph 5.2 con dcido acético, se incuba por
24 horas a 37 grados ¢. Con 1000u fishman de beta glucoronidasa y 500u de
sulfatasa, después se le afladen 2 gotas de cloroformo para retardar el crecimiento
bacteriano, fracclones lguales de 0.4 ml de sobrenadante hidrolizado ge
toman para separar los estrégenos totales (E) y la testosterona total (T},
la hidrélisis se usa para separar los sulfatos y el dcldo glucorénico de
los esteroides, maximisando as{ su cantidad para la prueba.

1000 cpm de esteroides repurificades (1,2,6,7-3h) testosterona y (2,4,6,7-3h)
estradiol se adicionan en 0.1 ml de PBS para monitorear pérdidas metodolégicas
en las siguientes extracciones con 5 ml de éter dietilamino.

Loa extractos de éter de cada muestra se secan con nitrégeno a 37 grados
c. a chorro, 8¢ combinan se drenan y se reconstituyen en 1.1 ml de PBS,
una fraccién de 0.5 nl de cada muestra reconstitulda se usa para la evaluacién
de recuperacién y 0.5 ml De cada muestra se usa para radloinmunoensayo.

Se adiciona a PBS 0.1 ml de antisuero testosterona {S7147) plus .1 ml T-3h
{9,000 epm) para ensayc de testogterona y 0.1 ml de antisuero estriol (83105)
plus 0.1 ml E-3 estriol (12,000%cpm) para prucha de estrégencs.

Los enlaces se separan por la adicidén de 0.2 ml de carbén dextrén (0.62%-0.062%)
En PBS e incubado por 30 min. A 40 grados c.

El sobrenadante decantado se cuenta siguiendo una centrifugacién a 2500
rpm por 10 min., Se comparan con egtandares respectivos de diluciénes seriadas
de 0 a 1000 picogramos que se han corrido en paralelo. (5,6,8,9,10,12,26,31)

Los valores de la prueba se ajustan por pérdidas metodolégicas y los valores
E/T correspondientes se combinan para producir el rango E/T.(6,12)

La evaluacién final reporta los resultados como un valor E/T, dentro de
los individuos de la familia psitacidae un valor o rango E/T bajoc (0,5}
Indica un macho, mientras que un rango alte E/T (2.0) Muestra una hembra,
esta técpica ademds de indicarnos el sexo del ave nos puede mostrar si una
ave adulta es sexualmente activa con un 90-97% de certeza. (5,6,8,9,10,12,26,31,32)
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Del mismo modo, el pardmetro usado para comparar los resultadaos, se baca
en resultados obtenidos con anterioridad de aves que presentan dimorfismo
sexual y que son de la misma familia que el ave a sexar, ya que los valores
E/T varian enormemente entre familias.(7,12,26,31}

Esta técnica solamente se puede aplicar en aves mayores de ] afios, ya gie
las génaedas de aves jovenes aun ne fecretan niveles medibles de esterolides,
tamblién hay aves que presentan una temporada reproductiva muy marcada, la
cual es determinada principalmente por el fotoperiddo que Influencia los
niveles de esteroldes secretados y excretades, otros factores que pueden
influir la produccién hormonal son problemas clinicos, eatrés crbnico y
deficiencias alimenticias.(6,8,31,32)

Se reporta que el margen de certeza es de 90 a 97% en aves sanas.
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ANEXO DE FIGURAS.




FiG.1 ESTRUCTURA DE LAS BARBICELAS O BARBILLAS DE LAS PLU-
MAS REMERAS PRIMARIAS DE MACHOS (A) Y HEMBRAS (B)
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FIG2. SITIO DE INCISION ENTRE LAS DOS ULTIMAS COSTILLAS (FLECHAS).
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FIG.3. RETRACCION POSTERIOR DEL MUSCULO SARTORIO PARA DEJAR
EXPUESTO EL SITIO DE LA INCISION.
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FIG.4. OTOSCOPRIO COLOCADO EN POSICION PARA VISUALIZAR LAS GO-
NADAS.
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FIG.5. SECCION TRANSVERSAL DEL ABDOMEN DE UNA AVE QUE MUES-
TRA LA MEMBRANA DE LOS SACOS AEREQS QUE DEBE PUNCIO-
NARSE EN EL SITIO MARCADO CON UNA X PARA PERMITIR LA
VISION DE LA GONADA CON EL ESPECULO.

1=8ACO AEREQ TORACICO POSTERIOR 2=SACO AEREQ ABDO-
MINAL

3=RIRON 4 =OVARIO

82



FIG.6. APARIENCIA DE LOS TESTICULOS EN EL MACHO (A) Y DEL OVARIO
EN LA HEMBRA (B} Y MARCAS DE REFERENCIA ADYACENTES: (1)
PULMON, (2) GLANDULA ADRENAL (3) RINON.
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FIG.7. LAS MARCAS PARA LA LOCALIZACION DEL AREA OPTIMA PARA
INTRODUCIR LA CANULA, SON 1.A ULTIMA COSTILLA, ELILION, Y LA
MITAD PROXIMAL DEL FEMUR; EL SITIO APROXIMADO ESTA MAR-

CADQ POR LA FLECHA Y EL PUNTO. a=ADRENAL o=GONADA Y

k=RINON.
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FIG.8. CARIOTIPOS DE UN MACHO (ZZ} Y DE UNA HEMBRA (ZW)DE GUA-

CAMAYA SPIX nopsi a5



FIG.9. CARIOTIPO DE CROMOSOMAS EN EI ESTADIO DE METAFASE PER-
TENECIENTE A UNA HEMBRA DE AVE DEL AMOR Agapornis roseicallis;
LAS FLECHAS INDICAN LOS CROMOSOMAS WY Z, SE OBSERVA
QUE EL CROMOSOMA W ES MAS PEQUEBO.
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FiG.10. CARIOTIPO DE UNA GUACAMAYA ROJA MACHO Ara magao OBTENI-
DO POR MEDIO DE CULTIVO DE SANGRE MEDIANTE UNA PREPA-
RACION CROMOSOMICA.
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FIG.11. CARIOTIPO DE UNA GUACAMAYA ROJA MACHO Ara magag OBTENI-
DO POR MEDIO DE CULTIVO DE LA PULPA DE LA PLUMA MEDIANTE
UNA PREPARACION CROMOSCMICA,
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FIG.12. FORMA DE ALMACENAR LOS PORTAOBJETOS.
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FIG.13, PROCEDIMIENTO PARA EL SEXADO DE PSITACIDOS EN CAUTIVERIO

POR MEDIO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE 50
DNA, :
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FIG.14. AUTORADIOGRAFIA DE DNA DE MACHOS Y HEMBRAS DE GANSO
DE LAS NIEVES Chen caerylescens cagrulescens, LA MUESTRA FUE
DIGERIDA CON LA ENZIMA DE RESTRICCION TAQ 1, POSTERIOR-
MENTE SE EFECTUO LA ELECTROFORESIS EN 1% DE AGAROQSA Y
TRANSFERIDA POR EL METODO SOUTHERN,
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FIG.16. FORMATO 3-201A (12/82) DEL "CITES" PARA ENVIO DE MUESTRAS
SANGUINEAS CON EL FIN DE SEXAR AVES SILVESTRES EN CAUTI-
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* PROPORCIONADO POR LA CASA COMERCIAL "ZOOGEN".
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