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Resumen

La bdsqueda actual de herramientas para conocer el sexo de las aves monomorficas se
ha enfocado en el desarrollo de métodos moleculares eficaces, ganandole terreno a las
practicas convencionalmente utilizadas, como: la morfometria, ultrasonografia,
analisis de esteroides y los métodos quirdrgicos. Dichos procedimientos pueden
tornarse ambiguos e invasivos, por lo que carecen de capacidad para aplicarse a
poblaciones silvestres. Herramientas como el analisis de cariotipo, la citometria de
flujo, las técnicas de hibridacion del DNA y el uso de enzimas de restriccion para el
sexaje, son eficaces a nivel experimental, pero presentan mayor complejidad y

dificilmente se pueden reproducir a gran escala.

La amplificacion por PCR de una regién del gen CHD1 resulta ideal para identificar
el sexo de las aves, debido a las diferencias intrénicas entre el cromosoma W (Unico
de hembras) y el cromosoma Z (del cual los machos presentan 2 copias). Los
iniciadores CHD1F/CHD1R han sido empleados para la identificacién del sexo de
144 aves de 58 especies distintas, obteniendo mejores resultados que con otros
iniciadores previamente reportados, sin embargo, estos iniciadores no han sido

probados en especies del orden Psittaciforme.

Debido a que los psitacidos son de las aves mas comercializadas en muchos paises, en
el presente trabajo se estandarizo y aplicd la técnica de PCR para la amplificacion del
gen CHD1 empleando los iniciadores CHD1F/CHD1R para realizar el sexaje de aves
del orden Psittaciforme. La metodologia propuesta es poco invasiva debido a que la
obtencion de DNA se lleva a cabo a partir de plumas y se realizd por el método de
fenol cloroformo y con Chelex. Determinamos que las plumas de la region toracica
son las mas adecuadas para este fin y el mejor método de conservacién de las mismas

es con etanol al 70%.

Realizamos el sexaje de 9 especies de psitacidos, pertenecientes a dos familias

diferentes.

Esta técnica de sexaje molecular pone al alcance de los criaderos de aves una
herramienta eficaz para conocer el sexo de sus ejemplares, lo cual favorecera sus
programas de reproduccion y promovera la cria en cautiverio, de especies tanto de

compafiia como en alguna categoria de riesgo.



Introduccion

Los Psittaciformes comparten caracteristicas anatomicas como, ser zigodactilos, tener
pico en forma de gancho, lengua gruesa y prensil, cabeza grande con cuello corto y
fosas nasales localizadas en una zona gruesa desprovista de plumas. México cuenta
con 24 especies de psitacidos, de éstas, seis son endémicas y desde hace décadas han
disminuido su distribucién debido principalmente a su extraccion del medio silvestre
y a la fragmentacion de su habitat. Actualmente, a nivel mundial, los psitacidos
habitan dentro de un rango de latitud de 30°N-54°S (Cantd, et al. 2007; Franco, 2013).

La distincidn de los sexos en las aves permite obtener informacion bioldgica relevante
para poblaciones en peligro de extincién, que se encuentran sujetas a programas de
reproduccion en cautiverio. Sin embargo, en algunas familias de aves se ha vuelto un
reto debido a la ausencia de dimorfismo sexual, es decir, que hembras y machos son
indistinguibles externamente unos de otros. Entre los psitacidos americanos, la mayor
parte no presenta un dimorfismo sexual secundario apreciable, de hecho, se considera
que el 75% de las especies de psitacidos son monomérficas (Bonilla et al. 2011).
Debido a ello, a través de los afios se ha disefiado una variedad de herramientas para
conocer el sexo de este tipo de aves, las cudles se pueden clasificar como métodos
invasivos y métodos no invasivos. Los métodos invasivos son referidos casi siempre
como técnicas convencionales. Entre éstos ultimos se encuentran las técnicas
quirdrgicas de laparoscopia y laparotomia, el examen de cloaca y el analisis
morfométrico. Dichos procedimientos representan un riesgo para la vida del ave, se
pueden tornar ambiguos, requieren mayor inversion de tiempo y son dificiles de
aplicar a grandes poblaciones. (Miyaki et al. 1998; Rusello y Amato 2001; Vucicevic
et al. 2012). Otra opcion es la ultrasonografia, que por su parte, presenta el problema
del manejo y la complicada visualizacién de los 6rganos reproductivos, debida a la

presencia de los sacos aéreos (Breeding et al. 2012; Jensen y Durrant, 2003).

Un meétodo considerado menos invasivo es el analisis de esteroides en suero o heces,
el cual se basa en la relacion de estrogenos:testosterona, de modo que, en hembras se
espera una mayor relaciéon que en machos. Aungue, eventualmente se obtienen
resultados influenciados por otros factores, y existe la dificultad de diferenciar entre
las heces de cada individuo (Lee et al. 1999; Penfold et al. 2003).



El analisis del cariotipo o exploracion cromosémica y la citometria de flujo son
aplicables en casi todas las especies de aves por las diferencias esperadas entre los
cromosomas sexuales de hembras y machos, ademas, cuentan con mayor sensibilidad
y especificidad, pero son potencialmente invasivas ya que se requiere de sangre o
células vivas de una pluma en crecimiento. Otra limitante de estos métodos a nivel
experimental, deriva de la mayor complejidad en su realizacion. (Miyaki et al. 1998;
Fridolfsson y Ellegren, 2000).

En los ultimos afios, los estudios para conocer el sexo de las aves monomorficas se
han enfocado en el desarrollo de métodos moleculares eficaces y confiables,
desplazando las practicas mencionadas anteriormente. Algunas técnicas moleculares
que se han probado son la amplificacion aleatoria de DNA polimorfico (RAPD),
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), minisatélites, la PCR
dirigida a marcadores relacionados con el sexo, y el uso de enzimas de restriccion
para determinar los nucle6tidos que pertenecen a cada cromosoma sexual (Bermudez
et al. 2002; Matta, 2009).

El gen CHD1, ha resultado un marcador ideal para identificar el sexo de las aves.
Codifica para la proteina cromohelicasa de unién al DNA (Chromodomain helicase
DNA binding protein) que esté relacionada con la regulacion de la expresion genética.
Ademas de que se encuentra altamente conservado entre las especies, su utilidad
radica en las diferencias intronicas presentes entre el cromosoma W (Unico de
hembras) y el cromosoma Z (del cual los machos presentan 2 copias) ElI sexaje por
medio de la amplificacion de este gen, implica una metodologia simple y répida,
comparada con la otras técnicas moleculares, ademas de requerir pequefias cantidades
de DNA, que pueden obtenerse de gotas de sangre e incluso de una pluma
(Fridolfsson y Ellegren, 2000; Bello et al. 2001; Vucicevic et al. 2012; ).



Marco tedrico
1. Caracteristicas generales de los psitacidos
1.1 Historia natural y ecologia

Los psitacidos son un grupo que ha vivido en la Tierra por un largo tiempo. Su
ancestro mas antiguo, Palaepsittacus georgei vivio durante el Eoceno medio, hace
aproximadamente 40 millones de afios (Juniper y Parr, 2010). El estudio de los
caminos evolutivos que determinaron la formacion de la increible diversidad del
orden Psitaciforme que vemos hoy en dia, se ha visto complicado debido a la escasez
de registros fosiles adecuados, pues éstas aves evolucionaron en ambientes tropicales
muy hamedos, que evitaron la fosilizacion adecuada. A esta dificultad se ha sumado
la marcada homogeneidad estructural que exhiben, pues obstaculiza la comparacion
con sus ancestros y con otras familias que viven en la actualidad. Los estudios
basados en el DNA vy la filogénetica, demuestran que los psitacidos no tienen ningdn
pariente cercano viviente en otras familias de aves. (Del Valle, 2008; Juniper y Parr,
2010).

Los psitacidos estan principalmente distribuidos en los trépicos y los subtrépicos
desde una latitud de 32° 46° 06°”N. Aunque, algunos llegan hasta latitudes templadas.
Ejemplo de ello es la Cotorra Austral (Encinognathus ferrogineus), en Sudamérica
que abarca desde Tierra de Fuego en la parte sur de la zona templada hasta 54°S. En el
Nuevo Mundo y Australia, encontramos 145 y 59 especies representando 25 y 26
géneros respectivamente. Por razones aln sin comprender, en Africa, existe una
variedad relativamente pobre de ésta familia, con solo 23 especies de 5 géneros.
(Juniper y Parr, 2010; Franco, 2013)

La mayoria de los psitacidos son exclusivamente arbéreos, aungue existen algunas
excepciones como el Perico de Suelo (Pezoporus wallicus) y el Kakapo (Strigops
habroptilus). Ciertas especies se localizan en la costa durante al menos una parte de
su ciclo anual, por ejemplo el Periquito Ventrinaranja (Neophema chrisogaster) de
Australia. Son aves de habitos crepusculares, con mayor actividad en la mafiana y al
atardecer. Pasan las primeras horas de su dia alimentandose, tienen un segundo
periodo de alimentacion por la tarde antes de reunirse en grupos para volver a sus

perchas de noche. Es comun, que previo a acomodarse para la noche realicen



vocalizaciones muy ruidosas y tengan una intensa interaccion entre los miembros del
grupo. El silencio en que permanecen durante la mayoria de las horas luz, se asocia a
un comportamiento anti-depredadores, al igual que su comportamiento social. Lo méas
comun es hallarlos en parvadas, desde 4 hasta 200 individuos, 0 minimo en parejas.
(Robaldo, 2001; Juniper y Parr, 2010; Franco, 2013)

1.2 Taxonomia y morfologia

Los psittaciformes conforman un orden de 350 especies aproximadamente, que
presentan un disefio tan exitoso que se conserva en practicamente todas sus familias.
La mayoria de los autores, los dividen en 3 super familias, 3 a 4 familias, 5 a 8
subfamilias y alrededor de 86 géneros. Las tres familias mas aceptadas actualmente
son: Strigopidae, Cacatuidae y Psittacidae. En base a los estudios genéticos, se ha
considerado que seria pertinente clasificarles también por su distribucion geogréafica.
Tentativamente sugiriendo que los agrupamientos se basen en la Regién Africana,
Nuevo Mundo y Region Australiana (O’Malley, 2007; Harcourt y Chitty, 2005; Del
Valle, 2008; Cracraft, 2013).

Como ya se ha mencionado, comparten patrones morfoldgicos muy marcados como,
colores brillantes, cabeza grande, cuello corto, pico grande y fuerte con forma de
gancho. Los ojos son relativamente pequefios, frecuentemente rodeados de piel
desnuda, siendo mas marcado en especies grandes. Presentan un opérculo
desarrollado (cera) sobre la nariz, que ademas esta descubierto de pluma. ElI maxilar
es movil y flexible, debido a que la articulacion craneofacial tiene forma de bisagra.
Su lengua es larga y musculosa, lo que confiere la capacidad realizar vocalizaciones
tan caracteristicas. La region de la tibia es corta y emplumada, con un tarsometatarso
relativamente largo y cubierto con escamas pequefias y granulares. Son especies
zigodactilas, es decir que tienen los dedos Il y 111, dirigidos cranealmente y el | y IV
caudalmente, lo que les permite percharse y desplazarse por los arboles. Ademas esto,
le permite a la mayoria de los psitacidos arboreos manipular su comida con los
miembros pelvianos (Baumel et al. 1979; O’Malley, 2007; Franco, 2013). Los colores
del plumaje son variados, predominando el verde, especialmente en las especies
sudamericanas. Podemos encontrar también, las combinaciones de verde con rojo,
amarillo y azul. En especies asiaticas y africanas es comun el color blanco, gris, negro

y parches rojos, amarillos o azules en cabeza, alas y cola. El plumaje adulto



aparece generalmente entre el primero y segundo afio de vida. Cada afio los psitacidos
atraviesan una muda total, los jévenes reemplazan su plumaje juvenil hasta cumplir el
afio o més. Los adultos pueden experimentar una muda tras el apareamiento (Tejera y
De Tejera, 2001; Harcourt y Chitty, 2005; Juniper y Parr, 2010).

1.3 Reproduccion y longevidad

Su periodo de vida es largo, de hecho son animales conocidos por su longevidad.
Existen especies que pueden llegar a los 86 afios, como los loros del género Amazona
0 méas de 90 afios como el Kakapo (Habroptilus strigops). Se ha observado que

alcanzan la madurez sexual entre los 3 a 4 afios de edad (Spoon, 2006; Franco, 2013).

La mayoria son especies mondgamas, el periodo reproductivo lo inician en los dias
mas cortos (con menor cantidad de horas luz). Esto lo hacen para que los polluelos
nazcan en los dias con méas horas luz y por lo tanto, haya mayor disponibilidad de
alimento. El lugar de anidacion varia de acuerdo a la especie, la mayoria anidan en
huecos o cavidades de los arboles. La Cotorra Serrana Oriental (Rhynchopsitta
terrisi), anida en barrancas o acantilados y el Perico Atolero (Aratinga canicularis),
anida exclusivamente en termiteros (Cantu et al. 2007; Franco, 2013).

El cortejo en este grupo de aves, puede implicar una variedad de caracteres. En la
mayoria de las especies de la familia Cacatuidae, resulta especialmente notorio, pues
envuelve el levantamiento de sus crestas. En general exhiben comportamientos de
pavoneo, inclinan la cabeza, extienden las alas y también realizan vocalizaciones,
pero no en forma de melodias. Otro ritual de apareamiento observado en estas
especies, es el cortejo con alimento, que consiste en regurgitar alimento para la pareja.
En la mayoria de las especies que exhiben monomorfismo sexual, ha resultado mas

dificil el entendimiento cabal de su comportamiento reproductivo (Spoon, 2006).

Pueden poner de 1 a 8 huevos, las especies pequefias ponen mayor numero y las
grandes, menos. Al nacer, los polluelos son dependientes de los padres, es decir que
son nidicolas o altriciales. Por ejemplo, los polluelos de Anodorhynchus
hyacinthinus, en promedio permanecen 107 dias en el nido (Spoon, 2006; Franco,
2013).



No todas las aves del orden Psittaciformes se reproducen anualmente, algunas tardan
2 a 5 anos. EI éxito reproductivo de los psitacidos es bajo, debido principalmente a su
longevidad, la cual va relacionada con la cantidad de huevos que depositan. Las
especies méas longevas, como las guacamayas y los loros del género Amazona
ovipositan de 1 a 4 huevos y su exito de eclosion es de 0.82 en promedio. El éxito
reproductivo se ha visto ain mas mermado por causas relacionadas a la actividad
humana, como la captura ilegal y la destruccién de su habitat y sitios de anidacion
(Cantu et al. 2007; Franco, 2013).

1.4 Los psitacidos como aves de compafiia

El humano siempre se ha sentido atraido a las aves de ornato, especialmente a los
psitacidos por su habilidad para imitar sonidos y por sus coloridos plumajes. Los
pericos, loros y guacamayas son las aves mas caras en las tiendas de mascotas. El
comercio de pericos es una actividad que se ha realizado en México desde hace siglos.
Para los pueblos prehispanicos fueron desde alimento, mascotas, hasta piezas
artisticas y de tributo. Esta actividad incrementd con la colonizacion espafiola.
Desafortunadamente con la demanda internacional vino el contrabando; éste alcanzé
su punto mas alto en la década de 1980’s. Se estima que en éste periodo se
contrabandeaban anualmente, entre 50,000 y 150,000 pericos neotropicales hacia los
Estados Unidos. De las especies nacionales que han estado presentes en el comercio
por décadas, las mas comunes son el Perico atolero (Aratinga canicularis), el Perico
frente blanca o guayabero (Amazona albifrons) y la Cotorra cucha (Amazona
autumnalis) (Cantu et al. 2007; Cerit y Avanus, 2007).

Entre las especies internacionales que mas se importan a México como mascotas,
encontramos; del Nuevo Mundo, la Guacamaya azul y oro (Ara ararauna), el Loro
Maitaca Verde (Pionus maximiliani), el Papagayo frente azul (Amazona aestiva), y la
Cotorra Monje (Myiopsitta monachus). Del continente africano, el famoso Fischer o
Periquito del Amor (Agapornis fischeri), La Cotorra de Kramer (Psittacula krameri),
que se distribuye naturalmente desde Senegal hasta China. De Oceania, se listan sobre
todo el Periquito Australiano (Melopsittacus undulatus) y la Ninfa (Nymphicus
hollandicus) (Rusello y Amato, 2001; Franco, 2013).

El gobierno mexicano permitié el comercio legal de ciertas especies de psittaciformes
hasta el afio 2002. Sin embargo, entre una normativa pobremente gestionada y
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aplicada, y la demanda de dichas especies, la veda quedo lejos de detener su captura y
comercializacion ilegal. Se formé un mercado negro, que a la fecha ha provocado
estragos irremediables sobre las especies nativas de psitacidos. Se estima que cada
afio se capturan entre 65,000 a 78,500 ejemplares de especies nacionales (Cantu et al.
2007).

El comercio indiscriminado de ésta familia de aves ha desencadenado una serie de
hechos que, rapidamente se han salido de las manos de las autoridades. Un ejemplo de
ello, es que la importacion legal de especies no nativas (exdticas), provenientes de
todo el mundo, se ha incrementado tanto, que algunas de éstas especies ya se
encuentran dentro del trafico ilegal e incluso son decomisadas en mayores volimenes
que las especies mexicanas. Desafortunadamente, el incremento de la importacion de
especies exoticas, no ha frenado la captura ilegal de psitacidos nativos. La cria en
cautiverio de especies exdticas mas comunes, a pesar de ser una de las soluciones
propuestas para reducir el comercio ilegal de especies amenazadas, ha tenido la
desventaja de que, sus aves alcanzan muy altos costos en el mercado legal, por lo que
no representan competencia para el comercio ilicito. Ademas, la cria en cautiverio en
México se encuentra en una etapa temprana y carece de muchas herramientas, para,
por un lado poder abastecer la alta demanda de éstas especies a costos accesibles y
por el otro poder reproducir a las especies mexicanas amenazadas (Cantu et al. 2007,

Gélvez s/a).

Otra consecuencia del comercio ilegal es que, debido a su mal manejo, muchas de las
especies que se importan para sustituir las especies amenazadas, se han vuelto
especies invasoras, que compiten por un nicho ecologico, trayendo como
consecuencia la disminucion ain mas dramatica de las poblaciones nativas. Por
ejemplo, se estima que hay mas de 27 especies de aves invasoras tan solo en Norte
América. Ejemplo de una especie de psitacido considerada invasora es el Perico de
Collar o Cotorra de Kramer (Psittacula krameri), que fuera de su distribucién natural
en Africa y Sur de Asia, se encuentra en la Peninsula Arabiga, Reino Unido, Holanda
y Espafia. (Forshaw, 2010). Por ello, es considerado por muchos estudiosos del tema
que, la veda del aprovechamiento extractivo de psitacidos silvestres debe ir
acompariada de una campafia de educacion integral, entre los paises que asi competa,
para hacer consciente a la poblacion, e integrarse con el apoyo a la cria en cautiverio

regulada y responsable (Cantu et al. 2007).
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2. Importancia del sexaje en aves
2.1 La ausencia de dimorfismo sexual.

Cierta proporcién de las aves del mundo pueden ser diferenciadas sexualmente por
sus caracteristicas morfoldgicas, no obstante, aproximadamente el 50% de las
especies de aves carecen de dichas caracteristicas, y por lo tanto se requieren otros
métodos para conocer su sexo. Se considera que el 75% de las especies de psitacidos
son monomorficas (Bonilla et al. 2011). Las especies sudamericanas, en general, no
presentan dimorfismo sexual externo. Algunas excepciones a la regla son; el Loro
Cica (Triclaria malachitacea) y algunos individuos de los géneros Pionopsitta, Touit,
Psilopsiagon y Forpus (Robaldo et al. 2001; Donohue y Dufty, 2006; Moreno et al.
2011; Vucicevic et al. 2012).

Galvez A. (sla), realizd una revision de las posibles causas de la ausencia de
dimorfismo sexual, resaltando principalmente los siguientes puntos: los psitacidos que
la presentan pueden haberla desarrollado como estrategia de sobrevivencia entre
machos y hembras, ya que, tanto en mamiferos como aves se ha demostrado que los
machos juveniles presentan mayor indice de mortalidad que las hembras. Otro factor
es el comportamiento mondgamo, lo que conduce a un eleccion mutua de la pareja en
ambos sexos. El esfuerzo equitativo en los cuidados parentales, también se ha
postulado como posible agente que favorecid, que la seleccion natural y sexual hayan
ido en sentido opuesto que en otras especies. Caso opuesto de las aves migratorias,

territoriales o poligamas (Gonzéles y Estades, 2009; Lemons et al. 2012).
2.2 Aplicaciones del sexaje

Conocer el sexo de las aves tiene un impacto tanto en Medicina Veterinaria como en
Biologia de la Conservacion, pues es un punto esencial para el manejo reproductivo y
se considera parte del diagnostico en la practica clinica del Médico Veterinario
(Franco, 2013).

Como ya se mencion0, los pericos, loros y guacamayas son aves muy demandadas
como mascotas y es muy comun que en las tiendas de mascotas sean las aves mas
caras y que los clientes quieran conocer el sexo de su futura mascota.
Desafortunadamente, en la mayoria de las tiendas los vendedores desconocen ésta

informacion y suelen dar explicaciones incorrectas (Cerit y Avanus, 2007).
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Los criaderos de especies comercializadas como mascotas, se ven frecuentemente
orillados a adquirir polluelos del mercado negro, pues tienen poco o nulo éxito
reproductivo con las especies monomadrficas, por ello, es importante contar con una
herramienta que les permita conocer de manera certera el sexo de sus aves
reproductoras, implicando esto no solo el abasto de las tiendas de mascotas, sino
también, un punto a favor para la proteccion de poblaciones silvestres (Cantu et al.
2007; Cerit y Avanus, 2007).

En la actualidad el nimero de especies de aves que se encuentran en alguna categoria
de riesgo, es alarmante y va en aumento, por ello la mayoria de éstas, entre las que
figuran muchos psitacidos, se encuentran sometidas a programas de reproduccion y
recuperacion de poblaciones. Esto implica entre otras cosas, identificar con certeza el
sexo de todos los ejemplares dentro del programa. En algunas especies es necesario
incluso, definir el nimero de individuos y la proporcion de sexos opuestos (parejas
potenciales), en un espacio determinado. Tal es el caso de los zooldgicos, reservas y

centros de reproduccion (Stevanov, 2013).

En polluelos y en embriones, la determinacion del sexo basado en la morfologia
externa es imposible y para la mayoria de los criaderos, la capacidad de obtener esta
informacion oportunamente, seria invaluable. En la ornitologia, también es muy
importante conocer el sexo de las aves de manera rapida y confiable, para
investigaciones sobre el comportamiento de forrajeo o blsqueda de alimento, en el
entendimiento de los patrones de dispersion y migracién, para la determinacion del
éxito reproductivo en vida libre, asi como la proporcion de hembras y machos,
cambios evolutivos y seleccion sexual, entre muchas otras aplicaciones (Donohue y
Dufty, 2006; Jensen et al. 2012; Stevanov, 2013).

3. Métodos convencionales para el sexaje de aves

Con el fin de conocer el sexo en especies monomarficas, se han disefiado y probado
una gran variedad de técnicas, que pueden clasificarse por ser invasivas y no

invasivas, 0 convencionales y no convencionales.

Uno de los métodos convencionales mas socorridos, por ser relativamente sencillo y
por la posibilidad de realizarse en campo, es el examen morfométrico. Esta técnica se

basa en comparar y medir diferentes caracteristicas morfoldgicas. Los parametros que
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toman en cuenta son el peso, largo de la cola, tamafio, color del plumaje, el tamafio de
la cabeza y el pico, y en psitacidos especificamente, se utiliza el color del iris y de las
plumas, la abertura del hueso del pubis, y se complementan con el comportamiento
sexual especifico. Los andlisis morfométricos han sido utilizados con éxito para
definir el dimorfismo sexual en familias como los Hirundinidos, los Coérvidos y lo
Columbidos. En psitacidos se aplica facilmente en la familia Cacatuidae, debido a la
diferencia en el color del iris entre hembras, que presentan coloracion rojiza oscura y
los machos que la presentan café oscuro, casi negro, aunque, estas caracteristicas solo

se pueden apreciar en aves mayores de 3 afios (Fig. 1).

Figura 1 Determinacidn del sexo en base al color del iris en la familia Cacatuidae. Se observan
las diferencias en el color del iris entre hembras y machos de 4 especies diferentes. Las imagenes
superiores, con el iris café claro a rojizo corresponden a hembras y las inferiores, con iris de color
café oscuro a negro, son machos. A1,A2: Cacatua alba; B1,B2: Cacatua galerita; C1,C2: Cacatua
ophthalmica; D1,D2: Cacatua haematuropygia. Fuente: fotograffas Al, B1, C1l, C2 y DI1:
wildscienceblog.tumblr.com; fotografias A2, B2 y D2: coleccién personal.

Otro ejemplo, es la presencia de colores mas brillantes en las hembras de Kananga
(Ecletus roratus), o el color de las plumas bajo la cola en el Loro de Senegal
(Piocephalus senegalus). En el famoso Periquito australiano (Melopsittacus
undulatus), se diferencian hembras de machos, ya que éstos ultimos presentan la cera
de color azul durante la vida adulta. Entre las especies mexicanas que pueden ser
sexadas por esta técnica esta el Loro frente blanca (Amazona albifrons), donde las
hembras presentan un parche rojo en las alas de menor dimension que en machos y el
Periquito enano (Forpus cyanopygius), en el cual los machos que tienen color azul
turquesa en las plumas cobertoras e internas de alas y en la region de la grupa

(regiones sinsacral, iliaca preacetabular e iliaca postacetabular) mientras que las
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hembras carecen de ésta coloracion (Juniper y Parr, 2010; Bonilla et al. 2011; Galvez,
s/a).

Otra técnica utilizada desde hace décadas para conocer el sexo de las aves, es el
andlisis de esteroides fecales. El examen de metabolitos en heces u orina ha sido muy
exitoso en especies silvestres por no ser invasivo y por la gran cantidad de
informacidn que proporciona. En psitacidos, ha demostrado ser una gran herramienta
para evaluar la actividad de las gonadas, los cambios estacionales, el estatus
reproductivo e incluso los cambios fisioldgicos asociados al estrés. El analisis de
esteroides fecales para identificar el sexo de las aves, se fundamenta en la medicion
de los metabolitos del estrogeno y la testosterona y en la relacion de ambas hormonas
durante determinados periodos de tiempo, de modo qué en hembras se espera una
mayor relacion que en machos. Sin embargo, eventualmente estas relaciones pueden
verse alteradas por otros factores desligados al sexo, como los cambios estacionales,
el estrés y la edad. Otras desventajas que presenta son, la dificultad de evitar la
degradacion de hormonas en las muestras por congelamiento y el poder diferenciar las
heces de cada ejemplar, cuando se encuentran varias aves juntas (Penfold et al. 2003;
Fuller et al. 2011; Lee et al. 1999).

La ultrasonografia como herramienta para el sexaje de aves, se realiza por medio de la
visualizacion de los érganos sexuales. Para ello usualmente se utiliza un transductor
de 5 0 7.5 MHz, pudiendo acceder por las regiones craneoventral (caudal al esternén)
y caudoventral de la regién abdominal, lateral paraesternal (inadecuada para
psitacidos) o transrectal con transductores de muy alta frecuencia. La obtencién de
una imagen clara de las gonadas requiere de experiencia y de sortear el obstaculo que
representan los sacos aéreos de las aves (Meredith y Redrobe, 2002; Vucicevic et al.
2012).

Los métodos quirargicos son definitivos en la determinacion del sexo, pero han caido
en desuso por ser invasivos y no poder utilizarse en especies pequefias. Estos
comprenden la laparoscopia y laparotomia y deben ser realizados por un Médico
Veterinario especializado en cirugia de aves y bajo anestesia. En la endoscopia de
aves se utilizan los endoscopios largos y rigidos para mejores resultados. Para
visualizar las gonadas, se realiza una incision entre las Gltimas dos costillas del lado
izquierdo (Samour, 2000; Meredith y Redrobe, 2002; Harcourt y Chitty, 2005).
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La exploracién de la cloaca es una de las téecnicas mas antiguas para el sexaje de las
aves, al igual que otras técnicas, se utilizo primero en especies domésticas y luego en
especies no convencionales. Se basa en obtener la medida de la cloaca y su grado de
dilatacion, con ayuda de un vernier. Si se tiene experiencia y conocimiento de sus
limitantes, es datil a nivel campo. Sus principales desventajas son, que solo es
confiable en hembras que han puesto huevos y sus posibles parejas, también puede
perder su precision por diferencias entre especies y la temporada en que se realice
(Boersma y Davies, 1987; Cerit y Avanus, 2007, 2).

Por medio de la citogenética o exploracién cromosémica es posible inferir el sexo
realizando un analisis de los cromosomas. Para aplicar ésta técnica ser requieren
células provenientes de una pluma en crecimiento, lo que se traduce en la necesidad
de manejar el ave al menos en dos ocasiones mas, una para encontrar los sitios donde
mudara una pluma y una segunda vez a los 20-25 dias para recolectar la pluma nueva.
Otra opcidn es la obtencidn de sangre en cantidad suficiente para un cultivo celular.
Una vez gue se tiene el cultivo, se realizan diversas coloraciones y el ordenamiento de
los cromosomas. El procedimiento es complejo debido a los factores inherentes al uso
de cultivos celulares. Ademas, la cariotipificacion en aves es un proceso escrupuloso,
debido a la presencia de microcromosomas, la ausencia de dimorfismo sexual
cromosomico en algunas especies y un rango de 40 a 126 cromosomas, muchos de
ellos del mismo tamafio y disposicion del centrémero (Miyaki et al. 1998; Griffiths y
Phil, 2000; Cerit y Avanus, 2007, 2).

La citometria de flujo por su parte, implica el pase de células marcadas con
fluorocromos que son excitados por un rayo laser y las sefiales generadas son
detectadas por sensores oépticos. La informacion obtenida incluye el tamafio,
complejidad intracelular y marcadores de membrana de la poblacién celular
analizada. Permite también, la cuantificacion del contenido de DNA en miles de
interfases celulares, dando a conocer el sexo del sujeto sometido al estudio, pues el
tamafio del cromosoma Z es superior al W, entonces, en machos se espera un
contenido mayor de DNA que en hembras. Pese a ser una técnica rapida y especifica,
el equipo que requiere no esta al alcance de todos los laboratorios y su uso requiere
personal entrenado (Cammack et al. 2007; Cerit y Avanus, 2007, 2; Matta, 2009).
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4. Métodos moleculares para el sexaje de aves

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, es evidente que, las técnicas convencionales,
tienen ciertas ventajas bajo diferentes situaciones, pero en su mayoria representan un
riesgo para la vida del ave y/o resultados ambiguos. Es por ello, que los estudios méas
recientes en el sexaje de aves se han orientado al desarrollo de métodos moleculares
mas eficientes y seguros. Incluso, varios autores han comparado los resultados
obtenidos con técnicas moleculares y aquellas derivadas del analisis morfométrico y
otras técnicas convencionales, encontrando que el sexaje por técnicas moleculares
requiere menos manejo e inversion de tiempo (Jensen y Durrant, 2003; Stevanov et al.
2013).

Las herramientas moleculares podemos dividirlas en aquellas que utilizan la
hibridacion del DNA vy las que aplican la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Dentro de las técnicas de hibridacion encontramos el denominado polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés), que se define
como el polimorfismo observado en la longitud de los fragmentos obtenidos por el
corte con enzimas de restriccion. Se basa en la comparacion de perfiles de bandas,
generados después de su digestién con diversas enzimas de restriccion en individuos
diferentes. Las bandas se obtienen por hibridacion de fragmentos de DNA con
secuencias homologas radiomarcadas y el sexo puede determinarse por una
asociacion de los cromosomas sexuales con la sonda radiactiva. El problema con ésta
técnica es la manipulacion del material radiactivo y que dificilmente se podria
automatizar (Cerit y Avanus, 2007, 2; Matta, 2009).

Los minisatélites, son regiones no codificantes del genoma de aproximadamente 100
pb que se encuentran organizadas en tandem. Generalmente presentan un
polimorfismo conocido como numero variable de repeticiones en tandem (VNTR, por
sus siglas en inglés). A partir de estos elementos ha sido posible desarrollar sondas de
DNA que identifiquen gran cantidad de minisatélites e hibridar fragmentos de DNA
digeridos para su posterior electroforesis, produciendo bandas Unicas para cada
individuo. Se menciona el uso de fragmentos digeridos con las enzimas Mbol y
Haelll para la identificacion del sexo en aves pertenecientes a los géneros Ara,
Anodorhynchus, Cyanopsitta, Aratinga y Nandayus. Los microsatélites, por su parte,
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consisten en secuencias cortas de 1 a 4 nucleotidos repetidos entre 10 y 50 veces a lo
largo del genoma, rodeados por regiones altamente conservadas. EXxisten siete
marcadores polimorficos de microsatélites enriquecidos con la repeticion nucleotidica
GATA. Dos de los alelos pueden ser usados para la identificacion del sexo en aves.
Lo curioso en ésta técnica es que los machos presentan bandas de heterocigotos y las
hembras homocigotas. Por otra parte, se han descrito dos marcadores de microsatélite
para su uso en halcones (Miyaki et al. 1997; Cammack et al. 2007; Matta, 2009).
Estas metodologias representan un nivel mas complejo en su realizacion y poca
capacidad para estandarizarse, pero son importantes ya que dieron pie al
descubrimiento de otros marcadores moleculares potencialmente universales, como se

vera a continuacion.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue concebida por Kary Mullis en
1983 y desde entonces revoluciono la aplicacion de la Biologia molecular. Se trata de
un procedimiento rapido y sencillo, basado en la amplificacion enzimatica in vitro de
una secuencia especifica de DNA. Durante ésta reaccion el DNA es desnaturalizado
por medio de calor para permitir la hibridacion de los iniciadores de interés, que en
presencia de la Taq polimerasa (aislada inicialmente a partir de la bacteria Thermus
aquaticus) y de dNTP’s llevan a cabo la sintesis de una nueva cadena. El primer ciclo
estd caracterizado por un producto de longitud indeterminada, sin embargo en el
segundo ciclo se obtiene un producto de menor tamafio que se acumula de forma
exponencial con cada ciclo de amplificacion. De modo que, tras 20 a 30 ciclos se
tienen millones de amplicones, que pueden visualizarse por electroforesis (Quintero et
al. 2012; Karp, 2013).

Las técnicas PCR para realizar el sexaje de aves monomodrficas incluyen la
amplificacion aleatoria de DNA polimoérfico (RAPD), que emplean iniciadores cortos
(10 nucledtidos) de secuencia arbitraria y permiten amplificar sin la necesidad de
conocer las secuencias blanco, resultando en una metodologia simple y de bajo costo.
La aplicacion de esta técnica ha permitido generar huellas genéticas que facilitan la
identificacion del sexo en aves de diferentes familias como: Parus major,
Haematopus ostrelagus, Jacana spinosa, Merops apiaster y otros. En otro estudio se
emplearon 160 iniciadores construidos a partir de RAPD-PCR que permitieron
identificar una banda de 902 pb propia de hembras y ausente en machos.
Desgraciadamente éstas metodologias tienen baja reproducibilidad debido a las
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condiciones de la reaccién y la competencia entre el DNA de diferentes fragmentos
(Ogawa et al. 1997; Matta, 2009).

Los polimorfismos en la longitud del fragmento amplificado (AFLP, por sus siglas en
inglés) son una combinacion de las técnicas RFLP y PCR; con la ventaja de ser
reproducible y analizar gran cantidad de loci, detectando polimorfismos en una
muestra minima. Consta de 4 etapas: se somete el DNA a una digestion con dos
enzimas de restriccion; se incorporan adaptadores especificos a los extremos
generados por la digestion; en la tercera fase, una fraccion de éstos son amplificados
por PCR y finalmente los fragmentos se visualizan en gel de agarosa o poliacrilamida.
Se han utilizado para identificar individuos, estimar el analisis de parentesco y
determinacion del sexo en aves estrutioniformes como la Avestruz (Struthio camelos)
y en pelecaniformes como el Carmoran mofiudo (Phalacrocorax aristotelis) (Matta,
2009; Karp, 2013).

Las técnicas moleculares que se han mencionado hasta éste momento, se han utilizado
exitosamente para ciertas especies y por medio de éstas se realizaron importantes
hallazgos en lo que concierne al sexaje molecular de aves. Sin embargo, no permiten
su aplicacion en la mayoria de las especies y por ello la busqueda sigui6 hasta que,
eventualmente se enfoc6 en una secuencia de DNA que estuviera ligada a los
cromosomas sexuales Z 'y W de las aves, que se conservara entre especies y que por lo
tanto fuera una secuencia exoénica, que codificara para proteinas con funciones
especificas en el organismo. Es asi que se comenzd el estudio y uso del genes ligados

al sexo.

Se han probado diferentes genes ligados al sexo en aves, Itoh et al., (2001) utilizaron
un fragmento de 0.6 kb de EcoRI clonado del cromosoma W en pollos e identificaron
su contraparte en el cromosoma Z. Eligiendo diferentes combinaciones de iniciadores
para el gen EE0.6 y un set de iniciadores para secuencias en comudn entre los
cromosomas Z/W como control interno, lograron sexar 36 especies de 16 Ordenes
diferentes del grupo Carinatae por PCR y utilizando hibridacion por Southern blot y
ET15 como sonda identificaron dos especies de Ratites, el Emu (Dromaius

novaehollandiae) y la Avestruz (S. camelus).

Por otra parte O’Neill et al., (2000) por medio de RT-PCR y clonacion del gen ASW
(Avian Sex-specific W-linked), lograron identificar el sexo de 17 especies, de nueve
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familias diferentes. EI gen ASW es un gen codificante, relacionado con la familia de
proteinas HIT (Triada de Histidina) y funciona con la mayoria de las especies del

superorden Neognathae, no asi en los ratites.
4.1. El Gen CHD como marcador molecular para conocer el sexo de las aves
4.1.1 El Gen CHD-1

Se piensa que los cromosomas sexuales evolucionaron de un par de autosomas
ancestrales, y tras la falta de recombinacion, uno de los cromosomas gradualmente se
degradd y perdi6 la mayoria de sus genes. Sin embargo, ésta pérdida de genes fue
parcial, permitiendo la presencia de algunos genes en ambos cromosomas sexuales.
En las aves, la hembra es heterogamética, presentando un cromosoma Z y un
cromosoma W, mientras que el macho tiene dos copias del cromosoma Z. El
cromosoma Z, asemeja al cromosoma Y de los mamiferos en ciertas caracteristicas
como ser pequefio, con pocos genes Yy en su mayoria compuesto de heterocromatina.
El gen CHDL1 corresponde a éste pequefio grupo de genes que se encuentran
conservados en ambos cromosomas sexuales, en la forma de CHD1Z y CHD1W (Fig.
2) (Fridolfsson y Ellegren, 2000; Cheng et al. 2005).
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Figura 2 Esquematizacién de los cromosomas sexuales de las aves (Z y W) y la localizacién del
gen CHD1 en los mismos, ejemplificado en la especie Platalea minor (Espatula menor). Adaptado
de Cheng et al. (2005).

s
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El gen CHD1 en aves pertenece a una familia de genes que se componen por un
dominio modificador de la cromatina (C, chromo o cromodominios), un dominio
SNF2 de tipo helicasa/ATPasa (H) y un dominio de unién de DNA (D) y a la
proteina que codifica se le ha dado el mismo nombre para denotar estos dominios. Los
estudios de su funcion en los organismos modelo indican que el CHDL1 se relaciona
con la regulacion de la expresion genética. Por ejemplo, se piensa que el
cromodominio (C), modifica la estructura y organizacion de la cromatina durante la
transcripcion, compactando la cromatina y reprimiendo la expresion. Por otra parte, el
dominio helicasa/ATPasa (H) se encuentra asociado a un amplio grupo de proteinas
que interactuan con el DNA y RNA. También se considera que el CHDL1, presenta
caracteristicas de la familia global de activadores transcriptacionales, como el
SNF/SWI de la levadura. EI dominio D, contiene secuencias cortas, similares a
aquellas ligadas con la compactacion y organizacién de la cromatina, como H1
(Histona 1) (Ellegren, 1996; Fridolfsson y Ellegren, 2000).

Debido a las caracteristicas y localizacion del gen CHD1 en los cromosomas sexuales,
podria pensarse que tuvo algun papel en la diferenciacion sexual, sin embargo aun no
se conoce si el CHD1Z y el CHD1W se han diferenciado en cuanto a funcion. Lo que
si se sabe, es que el gen CHDL1 se encuentra altamente conservado entre las especies,
incluso entre mamiferos y aves, para CHDW en el pollo y el raton el grado de
similitud a nivel de nucleétidos y aminoacidos, es de 82.9% y 95.6% respectivamente
(Ellegren, 1996; Fridolfsson y Ellegren, 2000; Hori et al. 2000; Schroeder et al.
2010).

Griffiths et al., (2000) describen como, al realizar la secuenciacion del DNA de una
banda ligada al sexo, parte del producto de RAPD del Carbonero comun (Parus
major), encontraron una porcion que guardaba increible similitud con una secuencia
del gen CHD1 del ratdn, esta secuencia pertenecia a DNA asociado con el cromosoma
W de una sola especie, lo siguiente que realizaron fue comprobar que estuviera
conservado entre especies, con lo que establecieron que las diferencias eran del 5 %
entre aves con parentesco alejado, como las guacamayas Yy el pollo. Posteriormente
descubrieron que el cromosoma Z también presentaba una copia. Finalmente,
explotando la capacidad de los intrones para evolucionar rapidamente y por lo tanto
sus diferencias entre ambos cromosomas sexuales, disefiaron iniciadores que

complementaran partes con exones conservados, flanqueando regiones intronicas de
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diferentes tamafios, de modo que, los productos de amplificacion serian dos para

hembras y uno para machos, y serian distinguibles en gel de agarosa o poliacrilamida.
4.1.2 Iniciadores que amplifican el gen CHD1 para el sexaje de aves.

Griffiths y Tiwari (1995) en la necesidad de determinar el sexo del dltimo ejemplar en
vida libre de la Guacamaya de Spix (Cyanopsitta spixii), disefiaron los iniciadores P2
y P3. Los productos de P2 y P3 eran reamplificados con los iniciadores P1 y P2, y
posteriormente se realizaba una digestion con la enzima de restriccion Dde 1, para
obtener la banda distintiva de las hembras, con un tamafio de 73 pb. (Miyaki et al.
1998; Griffiths et al. 2000). Bermldez y Humaran (2002), los utilizaron con éxito
para conocer el sexo de las especies Ara ararauna, A. chlorpoterus, A. couloni, A.
macao y A. militaris. y a partir del amplificado de A. militaris realizaron la

secuenciacion parcial de CHD1 en el género Ara.

Mas tarde Griffiths (1996) not6 que 2 productos de amplificacion de P2 y P3 eran
distinguibles tras la digestion con Hae Ill, lo que permitio la identificacion de 13
especies de aves y a su vez el disefio del primer P8. (Miyaki et al. 1998). Desde
entonces el set P2 y P8 se ha utilizado exitosamente para el sexaje de diversas
especies de aves, con diferencias entre sus productos de 10 a 80 pb. Sin embargo,
tiene ciertas limitaciones, pues en algunas especies la diferencia de tamafio entre los
intrones amplificados es muy pequefia, dificultando la asignacion del sexo. Tal ha
sido el caso, en las alcitas (Aethia spp. orden Charadriformes) y algunos psitacidos
como, Amazona aestiva y Ara ararauna. Aunado a ello, la posibilidad de
polimorfismos en el gen CHD-Z puede anular la efectividad de P2/P8. Otra
desventaja del uso de P2/P8 es que el producto de PCR del alelo del gen CHD-Z es
menor que el de W y puede amplificarse de manera preferencial, provocando que las
hembras sean confundidas con machos (Vucicevic et al., 2012; Matta, 2009). No
obstante, estos iniciadores, han sido utilizados por gran cantidad de autores para
identificar el sexo de mas de 60 especies de psitacidos, como; Cyanopsitta spixii
(Miyaki, 1998); Nymphicus hollandicus (Cerit y Avanus, 2006); varias especies de los
géneros Ara y Amazona (Galavez, s/a; Miyaki, 1998; Mongé, 2009; Rusello y Amato,
2001), entre muchas otras.

Se ha postulado que, debido a las diferencias interespecificas, algunos iniciadores

funcionan mejor con determinadas especies. Por lo tanto probar diversos juegos de
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iniciadores en varias especies de aves resulta valioso. Jensen et al. (2003) compararon
la eficacia de dos sets que amplifican para el mismo intrdn, el par P2/P8 antes referido
y 1237L/1272H descritos previamente por Kahn et al. (1998). Entre los resultados
reportados, se puede resaltar que los iniciadores 1237L/1272H generaron mayor
numero de bandas inespecificas, lo cual explican, pudo ser resultado de la falta de
degeneracion de los iniciadores y de una mayor variabilidad entre especies, en la
secuencia que amplifican. También mencionan que las diferencias entre los productos
de Z y W fueron significantemente mayores en aves paseriformes que en cualquier

otro orden.

Ellegren (1996), utilizando RFLP y dos PCR alternativos al uso de P2/P8, exploro las
posibles diferencias de tamafio entre las dos copias del gen CHD1, utilizando los
iniciadores 2917F/3088R. Ademas disefio los iniciadores 2945F, cfR y 3224R para
amplificar alelos especificos. Realiz6 diferentes combinaciones de éstos juegos por
ejemplo, con 2945F/cfR amplificé un fragmento especifico de 210 pb a partir del
cromosoma W en hembras, mientras que con 2945F/3224R obtuvo un producto de

630 pb para ambos sexos.

Tras la busqueda de mejorar la prueba de sexaje, Fridolfsson y Ellegren (1999),
propusieron el uso de los iniciadores 2550F/2718R, los cuales amplifican productos
de 400-1,050 pb para el cromosoma Z y otra de 400 a 680 pb en el caso del W, y
obtienen diferencias con un rango de 150 a 250 pb entre los productos amplificados
(Ong y Vellayan, 2008; Matta, 2009).

Vucicevic et al. (2012) lograron sexar 50 especies, incluidas 21 especies de
psitacidos, utilizando 6 protocolos diferentes. Uno de sus objetivos fue comparar el
set de iniciadores 2550F/2718R vy el set P2/P8 y verificar la universalidad del gen
CHD1 como marcador para determinar el género en aves. En sus resultados
reportaron que la amplificacion con P2/P8 resulté en una sola banda para todas las
muestras. Mientras que, con 2550F/2718R obtuvieron buenos resultados para la
mayoria de las especies, excepto en ratites y algunas especies del orden Anseriforme,

Strigiforme y Piciforme.

Los iniciadores CDH1F/CHDI1R fueron disefiados por Lee et al. (2010) por
alineamiento de secuencias con 2250F/2718R (Fridolfsson y Ellegren, 1999). Fueron

utilizados para amplificar 144 muestras de 58 especies diferentes, solo una de ellas
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del orden Psittaciforme, la cual correspondia a un Loro real amazonico (Amazona
ochrocephala). El juego CDH1F/CHDI1R amplificé productos de CHD-Z de 389.32
pb el més pequefio (presente solo en la especie Pitta nympha, del orden passeriforme)
hasta 553.72 pb, en el caso CHD-W, el rango fue de 316.00 pb a 497.46 pb. En la
figura 3, se ejemplifica como funciona éste juego y el tamafio esperado para la especie
Columba livia. En su estudio Lee et al. (2010), tuvieron un caso excepcional con la
especie Urocissa caerulea, en la cual obtuvieron un solo producto (con tamafio de
533.83 pb), en lugar de dos bandas, tratdndose de una hembra, lo cual se atribuyo a
variaciones en los sitios de union de los iniciadores o a que el DNA se pudo haber

encontrado parcialmente degradado.

Los iniciadores CHD1F/CHD1R (figura 3), presentaron mejores resultados que el par
P2/P8, asi como la ventaja de amplificar productos de menor tamafio que
2250F/2718R, y por lo tanto la posibilidad de trabajar con DNA degradado y
electroforesis capilar. Ademas de exhibir mayor diferencia de tamafio entre las
bandas, lo que permite su facil visualizacion gel de agarosa. Debido a éstas
caracteristicas, el par COH1F/CHD1R resulta ideal para probarse en una mayor gama

de especies.

CHD1 W

328.31 pb

524.86 pb

CHD1z

Intrones Exones

Figura 3 Esquema de las regiones amplificadas del gen CHD1 empleando los iniciadores
CHD1F/CHD1R. Se observa que debido a las diferencias intrénicas de cada cromosoma,
el producto de CHD1W, es menor que CHD1Z. En este caso se ejemplifica la especie
Columba livia (Paloma comun), mostrando los tamafios obtenidos para cada producto en
base a lo publicado por Lee et al, (2010).
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5. Obtencidn de DNA a partir de pluma
5.1 Antecedentes del uso de pluma como fuente de DNA

Sabemos que précticamente todas las células del cuerpo son fuentes potenciales de
DNA gendmico, aunque tejidos como el musculo y la sangre han resultado los mas
exitosos al compararse con otras muestras. Sin embargo, el musculo sélo puede
tomarse durante la necropsia o bajo anestesia general por medio de una biopsia, lo que
descarta este tipo de muestra para fines pocos invasivos. Por otra parte, la sangre,
requiere personal experimentado en el manejo y toma de muestra, asi como la

estabilizacion de las aves tras la toma de muestra (Samour, 2000; Wang et al. 2006).

Con la nuevas técnicas de sexaje molecular se abre la posibilidad de tomar muestras
de manera mas rapida y practica a partir de plumas, hisopados orales o cloacales e
incluso de orina y heces, ya que requieren de una pequefia cantidad de DNA
gendmico. El uso de heces y orina, pueden confundirse cuando las aves se encuentran
en grupos grandes y las células que contienen, suelen ser células epiteliales
envejecidas y descamadas del tracto intestinal o urogenital, por lo que pueden
contener cantidades de gDNA insuficientes para la determinacién del sexo (Nota y
Takenaka, 1999; Russello y Amato, 2001; Jensen et al. 2003; Ong y Vellayan, 2008).

Por su parte Bello et al. (2001), demostro la eficacia de utilizar la pluma como fuente
de gDNA. Con DNA aislado de méas de 800 aves, de 120 especies diferentes
obtuvieron suficiente calidad y cantidad (1-100 pg) para ser visualizado en gel de
agarosa y realizar Southern blot, asi como para realizar reacciones de PCR para
determinacion del sexo y pruebas de paternidad.

Wang et al. (2006) trabajando con Gallos japoneses, compararon las muestras con
convenientes para aplicarse en aves silvestres, como las plumas, hisopados orales y
sangre y analizaron especificamente qué partes de la pluma son las mas ricas en
gDNA. En sus resultados demostraron que todos lo especimenes dieron gDNA de
buena calidad, aunque, el muestreo de plumas aparentd ser el menos estresante para
las aves. Concluyeron que el segmento del raquis y en general la parte mas proximal
de la pluma, contenian el gDNA de mejor calidad. Ello puede explicarse por la

anatomia de la pluma, donde la parte proximal contiene la médula del foliculo con
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células de la dermis, y el axis del raquis tiene un remanente de vasos y células
dérmicas (Meredith, 2002). En otros estudios para detectar la Leucosis aviar y la
Enfermedad de Marek, las puntas de las plumas que contienen un segmento del
raquis, han resultado una buena fuente de DNA (Davidson y Borenshtain, 2002;
Samour Jaime, 2000). De hecho, se ha sugerido que podria no ser necesario arrancar
la pluma del ave para obtener el gDNA, y que en lugar de ello bastaria realizar un
corte de la misma, que contenga el axis del raquis. De este modo se reduciria el estrés
y el dolor en cada ejemplar que sea muestreado, sin descuidar la calidad de la muestra
(Wang et al. 2006). Respecto al tipo de muestreo, en cada trabajo se han planteado

métodos muy diversos, en el cuadro 1, se resumen los mas cominmente utilizados.
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Medio de transporte y/o conservacion

Recipiente
Recipient Recipient Tubos tanol
Autores Tipo de muestreo de pluma ec1},)1(.en € (?c1p1.en € eppendorf 6 con etano
estéril a limpio o . absoluto o
‘. criotubos en
temperatura estéril a . al 70% a
_ nitrégeno
ambiente 4°C o temperatura
liquido :
ambiente
Davidson y Borenshtain, 2002; Arrancadas: 2 a 7 remeras primarias y/o J J N
Moreno L6pez et al. 2011 réctrices (timoneras).
Taberlet y Bouvet, 1991; Cerity ,
Avanus, 2007: Vucicevic et al. 2012 Arrancadas: 5 a 6 plumas de contorno. \ \ \
Miyaki et al. 1998; Bello et al. 2001; | Arrancadas: 1 a 10 plumas de cualquier
Rusello y Amato, 2001; Jensen et al. region utilizando el raquis o la region \ \ \
2003; Ong y Subramaniam, 2008 terminal de cadlamo
it 55t Bayar e valo o | PV L ot e | ¢
al. 2008; Maurer et al. 2010 ’ ’ ’
contorno general)
Wang et al. 2006: Wang et al. 2007 Plumas cort,adas al ras, dejando el No se No se No se No se
foliculo (raquis). menciona menciona menciona menciona

Cuadro 1. Métodos de recoleccion y conservacion de plumas para la obtencion de DNA empleados por diversos autores.
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En lo que respecta a la calidad del DNA obtenido de plumas, existe una clara
diferencia dependiendo del protocolo que se siga y pocos trabajos reportan valores
exactos en cuanto a los parametros de pureza, cuantificacion e integridad. Dos casos
excepcionales son los estudios de Cerit y Avanus (2006) que midieron el grado de
pureza del DNA por espectrofotometria y reportan purezas por arriba de 1.6,
sugiriendo que su método de extraccion puede ser utilizado incluso para la clonacién
de genes y RFLP’s entre otros analisis mas demandantes, y el de Bello et al. (2001),
donde la cantidad de DNA obtenido a partir de plumas de diferentes tamafios y
especies, fue de 1 a 100 pg y se visualizd de manera integra por medio de

electroforesis.

Existen autores que han sefialado desventajas en la utilizacion de plumas como fuente
de DNA, como la menor cantidad de material genético que se obtiene en comparacion
con muestras de sangre u otros tejidos, la presencia de inhibidores de la PCR como
melanina y Kkeratina, la afectacion al vuelo, la muda o incluso la capacidad de atraer
una pareja en la época reproductiva (McDonald y Griffith, 2011). En respuesta a
dicha polémica, Katzner et al. (2012), realizaron una revision de las ventajas y las
desventajas del uso de plumas, y resaltan que las variantes que puede implicar su uso
son inherentes a cualquier otro tipo de muestreo, como para el caso de is6topos
estables, hormonas del estrés, contaminantes ambientales, etc. También mencionan
que conforme avancen las técnicas de laboratorio, las diferencias obtenidas entre el
DNA de plumas y otros tejidos, seran minimas. Finalmente concluyen que, las plumas
como fuente de gDNA son lo suficientemente valiosas como para ser ignoradas, que
representan una alternativa cuando el muestreo de otros tejidos no es posible y que la
metodologia seguida debe ser determinada por las caracteristicas y objetivos

especificos de cada investigacion.
5.2 Métodos de extraccion de DNA a partir de plumas

El uso de kits comerciales para la extraccion del DNA a partir de plumas, suponen la
obtencion de material con buena calidad, sin embargo no siempre se encuentran al
alcance de los laboratorios y limitan la experimentacion con diferentes variables, que
pudieran en determinado momento economizar el proceso de extraccion. Algunos
autores que los han utilizado con éxito son: Donohue y Dufty, 2006; Constantini,
2008; Lee et al. 2010; Santamaria, 2010; Stevanov et al. 2012, entre otros.
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El método de fenol cloroformo es una extracciéon liquido-liquido, que separa las
moléculas por sus diferentes solubilidades, en dos liquidos inmiscibles (Zumbo,
2006). Este método, con sus diversas adaptaciones, ha sido exitoso para gran cantidad
de estudios moleculares, y representa grandes importantes ventajas como ser
economico, sencillo y que proporciona DNA de buena calidad. Sus inconvenientes
radican en la manipulacion de sustancias agresivas, las posibilidades de
contaminacion durante el proceso y los tiempos de incubacién, que en ciertos casos,
pueden ser muy largos, desde 4 horas, hasta 7 dias (Taberlet y Bouvet, 1991; Bello et
al. 2001; Huynen Leon et al. 2006; Wang et al. 2007; Monge, 2008; Bayard de Volo
et al. 2008; Moreno et al. 2011; Galvez, s/a).

Otro método que ha sido utilizado por su capacidad de purificar DNA a partir de
muestras contaminadas y/o minimas, es el método Chelex. Se trata de una resina de
propiedades quelantes con fuerte afinidad por el Mg?*, que fue desarrollada para su
uso en estudios forenses, desde la extraccion de DNA a partir de semen, cabello,
rastros de sangre y todo tipo de muestras altamente contaminadas o muy antiguas.
Ahorra una serie de pasos y equipo, como el uso de quimicos peligrosos, pasos de
precipitacion y posible contaminacién organica, congeladores de ultrabaja
temperatura, etc. (Russello y Amato, 2001; Jensen et al. 2012; Cattaneo et al. 2006;
White et al. 2012).

El método de ebullicion en hidréxido de sodio propuesto por Ong y Vellayan (2008),
al ser comparado con el método de Fenol cloroformo y Chelex, parecid proveer de
mejores resultados y a un menor costo. Aunque a la fecha, no se ha vuelto a reportar

otro trabajo que lo utilice, puede representar una alternativa a los otros métodos.

Cabe mencionar que la mayoria de los trabajos optan por la extraccion con un paso de
lisis que puede incluir proteinasa K o con menos frecuencia colagenasa para digerir la
mayor parte del calamo de la pluma (Taberlet y Bouvet, 1991; Morin et al. 1994;
Bello et al. 2001; Davidson y Borenshtain 2002; Wang et al. 2007; Monge, 2008;
Maurer et al. 2010, White et al. 2012, etc.).
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Justificacion
La técnica de sexaje molecular por medio del gen CHD1, que se encuentra
conservado en la mayoria de las aves del superorden neognathae, ha sido
ampliamente utilizada, y sin embargo no se ha logrado estandarizar, debido
principalmente, al uso de diferentes muestras, métodos de obtencién de DNA y
diversos iniciadores, que amplifican secuencias del mismo gen, pero en regiones

diferentes que por lo tanto requieren diferentes condiciones de PCR.

En el presente trabajo se propone una técnica poco invasiva, que utiliza el par de
iniciadores CHD1F/CHD1R (Lee et al. 2010), los cuales presentan ciertas ventajas

sobre los que se usan de manera convencional.

Los iniciadores empleados, no han sido probados ampliamente en psitacidos, a pesar
de ser un grupo de gran importancia, y en la mayoria de las especies incluidas en este
estudio donde ademas no se ha realizado la secuenciacion de su genoma, por lo que
de funcionar, éste juego de iniciadores, podria representar una herramienta para

secuenciar las regiones que amplifica.

Aunado a lo anterior, la estandarizacién de la técnica, pone al alcance de los criaderos
de aves exoaticas y de ornato, una herramienta rapida, sencilla y segura para conocer el
sexo de las aves, lo cual favorecerd sus programas de reproduccién y promovera el
uso de aves criadas en cautiverio, en lugar de su extraccion ilegal del medio silvestre.

Ademas de que, se podra fomentar la compra responsable de dichos ejemplares.
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Objetivo general

Aplicar la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) dirigida a
la amplificacion del gen CHD para el sexaje de aves del Orden Pscittaciforme

ubicadas en una tienda de mascotas.
Objetivos particulares
Estandarizacion del método de extraccion de DNA a partir de plumas.

Evaluacion de la utilidad de diferentes tipos de plumas y sus métodos de
conservacion, para la obtenciéon de DNA con un buen grado de pureza e

integridad.

Estandarizacion de las condiciones de PCR para la amplificacion del gen
CHD1, empleando los iniciadores CHD1F/CHD1R.

Empleo de la PCR para el sexaje de los miembros de la familia Psitaciforme

incluidos en éste estudio.
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Hipotesis

Los iniciadores CHD1F/CHD1R pueden amplificar fragmentos del gen CHD1
permitiendo la identificacion del sexo de las aves Psittaciformes ubicadas en una

tienda de mascotas.
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Material y métodos

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio 4 “Morfologia Veterinaria y
Biologia Celular” de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, de la FES
Cuautitlan, UNAM (Carretera Cuautitldn-Teoloyucan, km 2.5, Municipio de
Cuautitlan Izcalli, Estado de México).

1. Animales de experimentacion

Se trabajé/utiliz6 un grupo de 20 individuos de los géneros Ara, Cacatua, Nymphicus,
Psittacus, Psittacula, Platycercus, Myiopsitta y Pyrrhura (Cuadro 2 y 3), localizados
en una tienda de mascotas de la Ciudad de México. Los ejemplares se encontraron
durante el desarrollo del trabajo bajo las mismas condiciones de manejo, alimentacion
y medicina preventiva. Los criterios de seleccion fueron los siguientes: especies
comunmente comercializadas como aves de compafiia, de cualquier edad y
clinicamente sanos. Los individuos del género Cacatua, funcionaron como controles

de la prueba, por su dimorfismo sexual en el color del iris.

El manejo se realizd por parte de los encargados de las especies de la tienda durante la
tarde. En el caso de las guacamayas (Géneros Ara) y cacatlas (Géneros Cacatua), los
encargados realizaron primero la captura con la técnica de la toalla. Para las especies
medianas y pequefias procedieron al manejo fisico utilizando la técnica de tres puntos.
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. . . Sexo - Apéndice Clasificacion
Nombre cientifico Nombre comun No. anillo conocido? Subfamilia CITES IUCNC
Ara ararauna Guacamaya azul dorado 1 No Arinae I Preocupacion menor
Ara ararauna Guacamaya azul dorado 2 No Arinae " Preocupacion menor
Ara chloropterus Guacamaya aliverde sla No Arinae Il Preocupacién menor
Ara severa Guacamaya severa COS 3392 No Arinae I Preocupacion menor
Pyrrhura molinae Cotorra de molina COS 1100 No Arinae [ Preocupacion menor
: 1
Pyrrhura molinae Cotorra de molina COS 1110 No Arinae Preocupacion menor
Myiopsitta monachus Cotorra nG(?Ejgeu,a():/otorra de PMC 343 No Incertae sedis® Il Preocupacion menor
.. Cotorra monje, Cotorra de - b .,
Myiopsitta monachus Uruguay PMC 350 No Incertae sedis I Preocupacion menor
Psittacus erithacus Loro gris africano MARY C964 No Psittacinae [ Vulnerable
Platycercus eximius Rosella comln PMC 304 No Platycercinae I Preocupacién menor
Psittacula krameri Perico de collar sla Hembra? Psittaculinae No incluida | Preocupacion menor
Psittacula krameri Perico de collar COTE219 A Macho? Psittaculinae No incluida | Preocupacion menor

Cuadro 2. Animales de experimentaci()n: Familia Psittacidae- Ejemplares en los que sus caracteristicas morfolégicas permitieron la asignacién de sexo; b El
término del latin Incertae sedis se utiliza para definir un taxén que no se ha podido identificar con certeza, que sus relaciones cercanas son desconocidas o indefinidas; ¢Los apéndices
de CITES (Convencidn sobre el comercio internacional de especies amenazadas de fauna y flora silvestres) son listas de especies que ofrecen diferentes niveles y tipos de protecciéon
ante el comercio; 4 La IUCN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza), provee y clasifica la informacién taxonémica, el estatus de conservacion y la distribucion de
las especies que se encuentran en alguna categoria de riesgo; s/a: Ejemplares que no presentan anillo como método de identificacién.
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Nombre . . . - Apéndice Clasificacion
cientifico Nombre comUn No. anillo Sexo conocido Subfamilia CITES® [UCN¢
Cacatua alba Cacatlia blanca 1 macho? Cacatuinae I Amenazado

vulnerable
Cacatua alba Cacatlia blanca PALMAS 738 macho? Cacatuinae I Amenazado
vulnerable
Cacatua alba Cacatlia blanca FEM 428 macho? Cacatuinae I Amenazado
vulnerable
. Cacatla de mofio a ) Preocupacion
Cacatua galerita amarillo PALMAS 966 macho Cacatuinae Il menor
Cacatua galerita Cacatua d_e MON0 | pALMAS 719 macho? Cacatuinae Il Preocupacion
amarillo menor
Cacatuinae
Cacatua e a Criticamente
haematuropygia Cacatua filipina AVIX 674 macho Subgénero | amenazada
Licmetis
Nymph_lcus Cacatla ninfa 241 hembra? Nymphicinae No incluida Preocupacion
holindicus menor
Nymphicus L . . . Preocupacién
holindicus Cacatuta ninfa 325 hembra? Nymphicinae No incluida menor

Cuadro 3. Animales de experimentaci(’)n: Familia Cacatuidae = Ejemplares en los que sus caracteristicas morfolégicas permitieron la asignacién de sexo; b El
término del latin Incertae sedis se utiliza para definir un taxén que no se ha podido identificar con certeza, que sus relaciones cercanas son desconocidas o indefinidas; ¢ Los apéndices
de CITES (Convencion sobre el comercio internacional de especies amenazadas de fauna y flora silvestres) son listas de especies que ofrecen diferentes niveles y tipos de proteccion
ante el comercio; 4La IUCN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza), provee y clasifica la informacién taxonémica, el estatus de conservacion y la distribucién de
las especies que se encuentran en alguna categoria de riesgo; s/a: Ejemplares que no presentan anillo como método de identificacion.

33



2. Toma de muestra
2.1 Recoleccion de las plumas

La recoleccion de las muestras también fue realizada por el personal de la tienda, bajo las
indicaciones del presente trabajo. Se solicitaron inicialmente de 2 a 4 plumas de la region
torécica (del contorno general), 1 a 2 plumas remeras secundarias y 1 a 2 plumas timoneras,
de individuos elegidos al azar, con el objetivo de determinar el tipo de pluma mas adecuado
para la prueba de sexaje, para ello se utilizd el método de extraccion fenol cloroformo
modificado y se compararon sus caracteristicas en cuanto a cantidad, grado de pureza e
integridad de DNA.

Se determino que las plumas de contorno de la region torécica eran las méas adecuadas para el
presente trabajo, por lo que se utilizaron para el resto del grupo. Todas la muestras fueron
tomadas de una sola intencién con ayuda de férceps estériles y cuidando no tocar la punta del

calamo.
2.2 Seleccion del método de conservacién

Para definir el método de conservacién mas adecuado para las plumas, una porcién de las
muestras se colocé en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml vacio y el resto en un tubo Falcon
de 15 ml con etanol al 70% ambas que se almacenaron a temperatura ambiente y partir de ese

momento, fueron procesadas del mismo modo.
3. Extraccion DNA
3.1 Método de fenol cloroformo

Para la purificacion del DNA se siguid el procedimiento descrito por Bello et al. (2001) con
algunas modificaciones (cuadro 4). Se realiz6 un pre-tratamiento de las muestras que
involucra 2 lavados con dH20. Posteriormente, utilizando forceps, bisturi y navaja estéril, se
cortan 3-5 pedazos de 0.2-0.5 cm de la base del calamo y se colocan en un tubo Eppendorf de
1.5 ml, al cual se le agregan 500 pl de Buffer de Lisis (10 mM Tris-HCI, pH 7.4; 2 mM
EDTA, pH 8; 10 mM NaCl; 1% SDS; 20 ul DTT 1 M), con 20 pul de proteinasa K (5mg/ml).
La lisis de las muestras se realiza durante 4 horas a 37°C en agitacion continua. El paso
siguiente es la extraccién con fenol cloroformo para lo cual se agrega 1 volumen (500 pul) de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (50:49:1 Sigma®) que se mezcla con la muestra por

inversion gentil durante 10 segundos y posteriormente se centrifuga a 12,000 rpm durante 2
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minutos. La fase acuosa es recuperada por medio de pipeteo, evitando tomar la interfase. El

material se coloca en un tubo limpio y se adicionan 1/10 de NaCl méas 2.5 volimenes de

etanol al 95%. Se deja precipitar toda la noche a -20°C. Posteriormente las muestras son

centrifugadas a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se decanta el etanol al 95%. Después

se realiza un lavado con 1 ml de etanol al 70% y se vuelven a centrifugar a 14,000 rpm por 5

minutos a 4°C. El etanol al 70% se desecha por decantacion y el resto se deja evaporar a

temperatura ambiente. La pastilla de DNA ubicada al fondo del tubo Eppendorf, se

resuspende en 1X TE (Tris 10 mM EDTA 1 mM, pH 7.4), con un volumen correspondiente a

su tamafio y se almacena a -20°C.

Variante

Condiciones originales

Condiciones modificadas

Método de conservacion

2 semanas a temperatura
ambiente o hasta 1 mes a 42C

En tubo falcon con EtOH al 70% a temperatura
ambiente, en lugar oscuro: 1 semana para plumas
chicas y hasta 2 meses para plumas grandes.

Preparacién de la muestra

Cortar la seccion del calamo
y colocar en tubo eppendorf
de 1.5 ml

Realizar dos lavados con agua destilada (dHz20) a la
punta del calamo, realizar los cortes y colocar en
tubo eppendorf de 1.5 ml.

Buffer de lisis

50 mM Tris-HCl, pH 8
20 mM EDTA, pH 8

2% SDS

Proteinasa K175 pg/ml

10 mM Tris-HCl, pH 7.4
2mM EDTA, pH 8
1% SDS
+
10 mM NacCl
20 Wl DTT 1M

Proteinasa K 200 pg/ml

Tiempo de digestion de la
muestra

Plumas grandes y con tejido
como sangre: 372C toda la
noche en agitacién gentil

Plumas chicas: 562C durante
4 horas sin agitacion.

Plumas grandes y chicas: 372C durante 4 horas en
agitacién continua

Plumas con tejido (sangre): No son necesarias las 4
horas de digestién

Temperatura durante la
extraccion

No se especifica

Cadena fria

Centrifuga a 4°C

Cuadro 4. Modificaciones realizadas al método de Bello et al. 2001
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3.2 Método de extraccion Chelex

Para realizar la extraccion de DNA de aquellas muestras en las que los resultados con el
método de fenol cloroformo no fueron favorables, se recurrié a la metodologia descrita por
White et al. (2012), la cual consiste en cortar 2 a 3 puntas del cdlamo, colocarlas en un tubo
eppendorf de 1.5 ml, agregarles 250 pl de Chelex (6% Chelex InstaGene™ Matrix, Bio-
Rad), con 0.01 mg de proteinasa K (5 mg/ml) y mezclar con vortex durante 5 segundos. Las
muestras, se incuban a 56°C durante 30 minutos, transcurrido el tiempo se mezclan
nuevamente con vortex y se incuban a 95°C por 15 minutos. Se remueven los tubos del calor,
se vuelven a mezclar y se centrifugan a 14,000 rpm durante 10 minutos para sedimentar el

Chelex. El sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se almacena a -20°C.
3.3 Cuantificacion y analisis de pureza e integridad del DNA obtenido

Para la cuantificacion (pg/ml) y medicion del grado de pureza del DNA por medio de
espectrofotometria se realizd una dilucion 1:50, esto es colocar 4 ul de la muestra en 196 pl

de TE y se leyo la absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda.

Con la finalidad de evaluar la integridad del DNA se realiza una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 %, y se deja correr a 90 volts durante una hora en buffer TBE 1X (TBE sol.
madre 5X: Tris base 54 g, acido bérico 27.5 g, EDTA dihidratada 3.72 g, agua destilada cbp
1000 ml). Transcurrido el tiempo, el gel se sumerge en una solucion de bromuro de etidio
(0.5 mg/ml) durante 30 minutos, se enjuaga con agua corriente y se coloca en el
transiluminador UV (Wise UV®, Wisd. WUV-L50) para realizar el registro fotografico.

36



4. Amplificacion del gen CHD 1 por PCR

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se emplea un volumen de 25 ul para lo cual en un tubo
eppendorf de 0.2 ml se colocan: Buffer de PCR 1X, dNTP’s 0.2 mM, MgCl, 3 mM,
iniciadores CHD1F/CHDI1R 0.5 pM de cada uno, DNA 2.5 ul, Taq polimerasa 1.5 U/ul y
16.45 pl de agua grado inyectable. Se programa el termociclador (Techgene TC-3000), con
un perfil térmico que consta de un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C, 5 minutos, 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos, alineamiento de 48°C, 30 segundos y
extension a 72°C, 1 minuto, con un ciclo final de elongaciéon de 72°C de 5 minutos. Los

productos del PCR se mantienen a -20°C. !
5. Analisis de resultados

Los resultados de la amplificacion se visualizaron en gel de agarosa al 1.7% tefiido con
bromuro de etidio y posteriormente se visualizé en el transiluminador UV (Wise UV®, Wisd.
WUV-L50) llevando a cabo el registro fotografico. Se caracterizan como machos aquellos
con productos de una sola banda con un tamafio aproximado de 517 pb, que corresponda a
CHD1Z y como hembras a los productos de amplificacion con una banda de CHD1Z (517 pb)
y una banda CHD1W de 316.00 pb a 497.46 pb.

1 Se parti6 de las condiciones de amplificacién estandarizadas previamente en el laboratorio, para tejidos
de gallina y paloma, modificando el nimero de ciclos de 28 a 35.
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Figura 4. Diseiio experimental. Se muestra un diagrama de flujo de los pasos que se llevaron a
cabo para lograr los objetivos del presente trabajo.
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Resultados

En el presente trabajo se empled exitosamente la pluma como muestra para la obtencién de
DNA, resultando un método seguro para las aves, ya que volvieron a su comportamiento
normal pocos segundos después de liberarlas y en los dias subsecuentes a la toma de muestra,
no se nos reportaron signos de alguna alteracion, como falta o disminucion del apetito, heridas

0 comportamientos anormales.

Para estandarizar la extraccion de DNA a partir de pluma se partio del la técnica reportada por
Bello et al. (2001) a las cual se le realizaron las modificaciones antes mencionadas y con la
cual se pudo obtener DNA de buena calidad para la mayoria de las muestras, como se vera

mas adelante.

Los resultados de los dos métodos de conservacion, muestran diferencias entre ambos, tal y
como se muestra en la tabla 1; las plumas conservadas en etanol al 70% presentaron mayor
grado de pureza mientras que, aquellas muestras mantenidas a temperatura ambiente, fueron
superiores en la cantidad de DNA obtenido. Sin embargo, la principal diferencia observada
fue en la integridad del DNA, ya que al realizar las electroforesis en aquellas que provenian
de las muestras conservadas a temperatura ambiente no se visualiz6 la banda de alto peso
molecular que caracteriza al DNA intacto (figura 5). Por lo que se considerd que el etanol al
70% fue un método mas confiable y que, ademas, prolonga el tiempo de almacenamiento de
las plumas grandes hasta por dos meses y es un reactivo barato y facil de preparar.
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Muestras conservadas a
Muestras conservadas con

0,
Nombre cientifico | Numero de anillo EtOH 70% tubo eppendorf 1.5 ml

temperatura ambiente en

Cuantificacion Pureza Cuantificacion Pureza

Cacatua alba 1 2 ug/ml 1.26 9 pg/ml 1.12
Cacatua AVIX 674 2 ug/ml 1.13 2 pg/ml 1.05
haematuropygia
Psittacus erithacus COS 3394 1 ug/ml 1.08 3 pg/ml 1.09
Psittacula krameri s/a 1 ug/ml 1.25 3 pg/ml 1.07
Psittacula krameri COTE 219 4 pg/ml 1.20 13 pg/ml 1.27
Platycercus PMC 304 1 mg/ml 1.07 1 pg/ml 0.94
eximius & ' HE '
Pyrrhura molinae
COS 1100 1 ug/ml 1.32 3 pg/ml 1.05
Pyrrhura molinae COS 1110 1 pg/ml 1.32 2 ug/ml 1.02

Tabla 1. Resultados de la espectrofometria para cuantificacion y grado de pureza del DNA
obtenido a partir de plumas conservadas en etanol al 70% y a temperatura ambiente. s/a:

ejemplares que no presentaban anillo.

DNA
intacto

DNA
=~ degradado

Figura 5 Evaluacién de la integridad del DNA empleando dos métodos de conservacidn de las plumas. A.
Muestras conservadas a temperatura ambiente. Carril 1: Cacatua alba 1; Carril 2: Pyrrhura molinae COS
1100. B. Muestras conservadas en etanol al 70%. Carril 1: Ara ararauna 1; Carril 2: Ara severa Carril 3:
Cacatua alba 738; Carril 4: C. alba 1; Carril 5: C. alba 428; Carril 6: Platycercus eximius; Carril 7: Cacatua
haematuropygia; Carril 8: Ara ararauna 2. Geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio.
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En cuanto a la evaluacion del tipo de pluma, los resultados obtenidos demuestran que de los
tres tipos se obtiene suficiente cantidad de DNA (1pg/ml a 13 pg/ml). Sin embargo, se
consiguié mejor grado de pureza con las plumas de contorno de la region torécica, con valores
por arriba de 1.00 en todos los casos, mientras que con las plumas remeras y timoneras los
valores fueron mas bajos (tabla 2). Respecto a la integridad observamos que es muy buena en
las remeras y las de contorno, a pesar de que no en todas las muestras fue posible la

observacion a nivel del gel (Figura 6).

Tipo de pluma
) Contorno de region
Timoneras Remeras ]
toracica
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cuantificacion 6 2 3 4 1 7 13 2 2

de DNA pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Pureza 097 098 098 09 099 0.9 1.39 1.38 1.15

Tabla 2. Cuantificacion y grado de pureza del DNA obtenido a partir de tres diferentes

tipos de pluma, empleando el método de fenol cloroformo.

<— DNA intacto

- DNA
degradado

Figura 6 Evaluacidn de la integridad del DNA obtenido a partir de diferentes tipos de plumas. Carriles 1-
3: Plumas timoneras, que no se visualizan en el gel; Carriles 4-6: Plumas remeras; Carriles 7-9: Plumas de
contorno de la region toracica. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Por lo anterior, se definié que las plumas remeras y de contorno de la region toracica son las
méas adecuadas. Aunque se optd por emplear las plumas de contorno, debido a sus

caracteristicas morfologicas.

Como se menciono en el presente trabajo, se emplearon dos métodos de extraccion de DNA,
el método de fenol cloroformo, modificado a partir de lo propuesto por Bello et al., (2001) y
el método Chelex siguiendo las condiciones de White et al., (2012). En las tablas 3 y 4 se
muestran los valores de cuantificacion y grado de pureza obtenidos por ambos métodos. Los
ejemplares en los que no sea realizd la extraccion por el método Chelex, se encuentran
marcados con n/a (no aplica). Con el método Chelex, se observd mayor grado de pureza y
cantidad de DNA, incluso en plumas pequefias y de individuos en los que con el método fenol

cloroformo no se habia logrado.

A continuacion, en la figura 7, se observan muestras de DNA con buena integridad, obtenidas
por el método de Chelex, las cuéles fueron una excepcién, ya que el resto de las muestras

procesadas por éste método no fueron visualizadas en el gel de agarosa.

1 2 4

<— DNA intacto

Figura 7 Evaluacion de la integridad del DNA empleando el método Chelex. Carril 1: Pyrhura molinae
1100; Carril 2: P. molinae 1110;: Carril 3: N. hollandicus 325; Carril 4: Psittacus erithacus 964. Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Cuantificacion Grado de Pureza Cuantificacion Grado de Pureza
Nombre cientifico No. anillo DNA DNA (Chelex)
(fenol cloroformo)
(fenol cloroformo) (Chelex)
Ara arauna s/a 1 pg/ml 1.19 2 pg/ml 1.35
Ara ararauna s/a 6 pg/ml 1.23 4 pg/ml 1.28
Ara chloropterus s/a 3 pg/ml 1.21 2 pg/ml 2.00
Ara severa COS 3392 1 ug/ml 1.13 1 pg/ml 1.50
Pyrrh li
yrrhura mofinae COS 1100 1 pg/ml 1.25 3 ug/ml 1.64
Pyrrhura molinae COS 1110 1 pg/ml 1.32 2 pg/ml 1.09
Myiopsitta monachus PMC 343 2 pug/ml 1.14 n/a n/a
o 1 | 1.24
Myiopsitta monachus PMC 350 pg/m 7ug/ml 2.00
Psittacus erithacus MARY C964 2 ug/ml 135 1 pg/ml 1.25
Platycercus eximius PMC 304 1 mg/ml 1.07 n/a n/a
1 | (A -0.54
Psittacula krameri s/a ug/ml (A) 0.5 3 pg/ml 2.03
1.2
Psittacula krameri COTE 219 A 4 ug/ml (A) 0 2 ug/ml 1.49

Tabla 3. Resultados de la cuantificacion y grado pureza del DNA obtenido a partir de los dos métodos de extraccion utilizados en el

presente trabajo en la familia Psittacidae. s/a: Ejemplares que no presentan anillo como método de identificacién.; n/a: No aplica, ejemplares en los que no

se realizd la extraccién de DNA por el método de Chelex.
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Cuantificacion

Grado de Pureza

Cuantificacion

Grado de Pureza

Nombre cientifico No. anillo ool c?(!\lrﬁformo) (fenol cloroformo) (Cﬁzll,zx) (Chelex)
Cacatua alba 1 2 pg/ml 1.26 n/a n/a
Cacatua alba PALMAS 738 10 pg/ml 1.28 7 pg/ml 1.56
Cacatua alba FEM 428 5 pg/ml 1.31 n/a n/a

Cacatua galerita PALMAS 966 2 pg/ml 1.20 1 ug/ml 1.30

Cacatua galerita PALMAS 719 2 ug/ml 1.37 n/a n/a

Cacatua haematuropygia AVIX 674 2 ug/ml 1.13 3 pg/ml 1.47
Nymphicus hollndicus 241 1 pg/ml 1.18 2 ug/ml 1.42
Nymphicus hollndicus 325 2 ug/ml 1.27 2 ug/ml 1.58

Tabla 4. Resultados de la cuantificacidn y grado pureza del DNA obtenido a partir de los dos métodos de extraccion utilizados en el
presente trabajo en la familia Cacatuidae n/a: No aplica, ejemplares en los que no se realizé la extraccién de DNA por el método de Chelex.
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Utilizando los iniciadores CHD1F y CHDIR, y las condiciones mencionadas
anteriormente, se realizé con éxito el sexaje de 14 de los 20 ejemplares con los que se
trabajo. Las figuras 8 a la 10 muestran los productos de amplificacion que permitieron
llevar a cabo el sexaje de las diferentes especies y familias con las que se trabajo. La
figura 8, ademas incluye los controles de la reaccion, uno de hembra y uno de macho,
ambos obtenidos a partir de muestras de sangre de palomas (Columba livia) que,
como se mencion6 ya habian sido previamente caracterizados y en los cuales se
encuentran sefialadas las bandas CHD1Z y CHD1W y se aprecia como en el caso de

hembras ambas estan presentes y en machos Unicamente CHD1Z.

600 pb
500 pb

400 pb
300 pb

|« CHD1Z

|« CHDIW

100 pb

Figura 8 Productos de amplificacién del gen CHD1 correspondientes a la familia Psittacidae
y controles de la especie Columba livia. M: marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 1:
macho de la especie P. eximius, con una banda Z de aproximadamente 560 pb; Carril 2:
hembra de la especie P. erithacus, con una banda Z de 530 pb aprox. y una banda W de 350
pb aprox.; Carriles 3 y 4: Control positivo hembra y macho respectivamente, obtenidos a
partir de sangre de paloma (Columba livia), en los cuales la banda CHD1Z es de 530 pb aprox.
y la banda CHD1W de 330 pb aprox. Gel de agarosa al 1.7% tefiido con bromuro de etidio.7
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En la figura 9 se muestra el sexaje de los miembros de la familia Psittacidae (excepto

P. eximius y P. erithacus que se encuentran en la figura anterior).

600 pb
400pb !
| «— CHD1W
300 pb
100pb |

Figura 9 Productos de amplificacion del gen CHD1 correspondientes a la familia Psittacidae. M:
Marcador 100 pb; Carril 1: macho, Ara ararauna 1; Carril 2: macho, Ara ararauna 2; Carril 3:
macho, Ara chloropterus; Carril 4: hembra, Ara severa 3392; Carril 5: hembra P. molinae 1100;
Carril 6: hembra, P. molinae 1110. Gel de agarosa al 1.7% tefiido con bromuro de etidio.

El sexaje obtenido por medio de la amplificacién del gen CHD1 de la familia
Cacatuidae, representado en la figura 10, concuerda con el sexo asignado previamente
basado en el color del iris, y en ambos casos los individuos de este grupo son
identificados como machos. La especie N. hollandicus se analizé por separado, debido
a que su sexaje represento ciertas dificultades, como se muestra mas adelante.

600 pb
500 pb ———

<—(HD1Z

100 pb

Figura 10 Productos de amplificacién del gen CHD1 correspondientes a la familia Cacatuidae
(excepto N. hollandicus). M: marcador de peso molecular de 100 pb; Carril 1: macho, C. alba 738;
Carril 2: macho, C. alba 1; Carril 3: macho, C. alba 428; Carril 4: macho, C. galerita 966; Carril 5:
macho, C. galerita 719; Carril 6: macho, C. haematuropygia 674. Gel de agarosa al 1.7% tefiido con
bromuro de etidio.
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La figura 11, presenta tres especies del presente trabajo y un control de macho. Como
se observa en la figura, el primer carril contiene la muestra de la especie P. molinae, y
son evidentes las bandas CHD1Z y CHD1W, por lo que se trata de una hembra, en el
segundo carril observamos un ejemplar de la misma especie, pero en el cual estd
ausente la banda CHD1Z y solo se visualiza la banda CHD1W. En los siguientes dos
carriles se tienen dos individuos de la especie P. krameri, y en ambos se observa solo
una banda de tamafio similar al producto de CHD1W. Finalmente, se muestran dos
individuos de la especie N. hollandicus, los cuales nuevamente presentan un solo
producto semejante a los anteriores, y ya que ambos habian sido identificados
previamente por sus caracteristicas morfolégicas como hembras, se considerd que ésta
efectivamente se trataba de CHD1W.

P. molinae P. krameri N. hollandicus d

M 1 2 3 4 5 6 7

600 pb
500 pb
400 pb

|«— CHD1Z

300 pb <—CHD1W

Figura 11 Productos de amplificacién del gen CHD1 correspondientes a tres especies diferentes.
M: Marcador de peso molecular 100 pb.. Carril 1: bandas de CHD1Z (530 pb aprox.) y CHD1W
(350 pb aprox.) de P. molinae 1100; Carril 2: banda CHD1W de P. molinae 1110; Carril 3: banda
de 350 pb aprox. de Psittacula krameri 10; Carril 4: banda de 350 pb aprox. de P. krameri 11;
Carril 5: banda de 350 pb aprox. de N. hollandicus 241; Carril 6: banda de 350 pb aprox. de N.
hollandicus 325; Carril 7: control positivo, individuo macho (CHD1Z). Gel de agarosa al 1.7%
tefiido con bromuro de etidio
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En la figura 12 se muestran algunos de los resultados obtenidos en la amplificacion
por el método Chelex. Se incluye un solo miembro de la familia Cacatuidae ya que,
como se aprecio en la figura 10, presentan tamafios muy similares entre sus diferentes

especies.

600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

100 pb

Figura 12 Productos de amplificacién del gen CHD1 correspondientes al método Chelex. M:
Marcador de peso molecular 100 pb. Carril 1: macho, Ara ararauna 1; Carril 2: macho, Ara
ararauna 2; Carril 3: hembra, Ara severa 3392; Carril 4: macho, Ara chloropterus; Carril 5:
hembra, P. molinae 1100; Carril 6: hembra, P. molinae 1110; Carril 7: hembra, Psittacus erithacus
964; Carril 8: macho, Platycercus eximius 304; Carril 9: macho, C. alba 738. Gel de agarosa al 1.7%
tenido con bromuro de etidio.

En base a los resultados obtenidos observamos que los productos de PCR oscilaron
entre 510 a 570 pb para CHD1Z y 310-380 pb aproximadamente en el caso de
CHD1W, lo que permiti6 una clara diferenciacion entre ambas bandas. Los productos
CHD1Z, de mayor tamafio se observaron en la familia Cacatuidae y en la especie
Platycercus eximius, lo cuales fueron de 560 pb aproximadamente en ambos casos, y

se puede apreciar claramente en la figura 12.

El caso de Myiopsitta monachus, fue la Unica especie en la que no se obtuvo ningin
producto de amplificacion y por lo tanto no se pudo conocer el sexo de sus ejemplares

y no se muestra ninguna figura.

Los cuadros 5 y 6 presentan los resultados condensados del sexaje de la familia
Psittacidae y Cacatuidae respectivamente, donde se identificé de manera precisa el
sexo de 5 géneros, 9 especies y 14 individuos
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Nombre cientifico No. anillo Asignacion de sexo por PCR
del gen CHD1

Ara arauna s/a macho

Ara ararauna s/a macho

Ara chloropterus s/a macho

Ara nobilis COS 3392 hembra

Pyrrhura molinae COS 1100 hembra

Pyrrhura molinae COS 1110 hembra

Myiopsitta monachus PMC 343 No se determind*

Myiopsitta monachus PMC 350 No se determind*

Psittacus erithacus MARY C964 hembra

Platycercus eximius PMC 304 macho

Psittacula krameri VERDE No se determiné*

Psittacula krameri COTE 219 AZUL  No se determino*

Cuadro 5. Resultados del sexaje por medio de la aplicacion del PCR dirigido al gen
CHD1. Familia Psittacidae. s/a: Ejemplares que no presentan anillo como método de
identificacién.; *: Los resultados del sexaje por medio de la amplificacion del gen CHD1,
resultaron ambiguos o fallidos, independientemente del sexo que se asigné por sus

caracteristicas morfoldgicas en las especies P. krameri y N. hollandicus.
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Nombre cientifico No. anillo Asignacion de sexo por PCR
del gen CHD1

Cacatua alba 1 macho

Cacatua alba PALMAS 738  macho

Cacatua alba FEM 428 macho

Cacatua galerita PALMAS 966 macho

Cacatua galerita PALMAS 719  macho

Cacatua haematuropygia | AVIX 674 macho

Nymphicus holindicus 241 No se determiné*

Nymphicus hollndicus 325 No se determin6*

Cuadro 6. Resultados del sexaje por medio de la aplicacion del PCR dirigido al gen
CHD1. Familia Cacatuidae. s/a: Ejemplares que no presentan anillo como método de
identificacion.; *: Los resultados del sexaje por medio de la amplificacion del gen CHD1,
resultaron ambiguos o fallidos, independientemente del sexo que se asigné por sus

caracteristicas morfologicas en las especies P. krameri y N. hollandicus
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Discusién

Como se ha venido diciendo, contar con una herramienta eficaz para conocer el sexo de las
aves bajo diversas cirscunstancias, resulta crucial. En el presente trabajo, se empled una
técnica molecular en dos familias del orden Psittaciforme, la cual probo ser poco invasiva,

rapida y confiable

Utilizar la pluma como fuente de DNA, representd ciertas ventajas sobre otros tipos de
muestras, como el facil acceso y toma de la muestra, la disminucion del estrés y el no requerir
equipo especializado (Khaerunnisa et al. 2013). Aunque se observaron diferencias en cuanto
a la calidad del DNA obtenido a partir de las plumas, éste fue adecuado para realizar la PCR.
En éste trabajo la integridad del DNA obtenido fue buena, en especial por el método de fenol
cloroformo y es importante considerar que, aunque se menciona que la degradacion del DNA
no necesariamente inhibe la amplificacion en la PCR, principalmente cuando se amplifican
fragmentos pequefios de entre 100 y 200 pb, ésta puede generar amplificaciones no

especificas (Bello et al. 2001).

El grado de pureza, que también es un punto clave para que se pueda realizar la reaccion de
PCR, es considerado en la literatura como 1.75 el valor ideal, sin embargo, se ha reportado
que debido a la composicion de las plumas (90% de beta queratina, 8% de agua, 1% de
lipidos y 1% de proteinas y pigmentos) es frecuente encontrar valores de pureza inferiores,
por contaminacion principalmente con queratina (Khaerunnisa et al. 2013). En éste trabajo,
se obtuvieron valores diversos dependiendo el método de extraccion, cuyos resultados se

discuten mas adelante.

La evaluacion del método de conservacion fue un paso importante ya que, aunque se ha
reportado que una de las ventajas de emplear plumas es que la conservacion de las mismas
resulta muy sencilla, y que incluso se pueden mantener a temperatura ambiente por periodos
de tiempo prolongados, no se habia valorado como esto podria afectar la calidad del DNA.
Contrario a lo reportado previamente (Davidson y Borenshtain, 2002; Wang et al., 2007;
Maurer et al., 2010; Moreno Ldpez et al., 2011; Vucicevic et al., 2012, etc.), en éste caso se
observo que existe mayor degradacion en las plumas conservadas a temperatura ambiente y

se demostrd que conservar las muestras en etanol al 70% no solo mantiene el DNA en buen
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estado, sino que también facilita la manipulacién al momento de cortar el cadlamo, promueve
la sedimentacion del material ajeno que podria actuar como contaminante y es una técnica
simple que puede ocuparse a nivel campo, ya que no requiere de refrigeracion y transportarse
facilmente. Lo Unico que se debe tomar en cuenta es que, las plumas pequefias al tener menos
tejido, su material genético se puede “lavar” y degradar con mayor facilidad, por lo que se
recomienda manipular con cuidado sus tubos y procesarlas lo antes posible.

La seleccion del tipo de pluma a utilizar no solo considerd la obtencion de DNA de buena
calidad, también tomo en cuenta que en el muestreo se afectara lo menos posible al ave. Para
ello se asegur6 que los individuos empleados se estabilizaron rapidamente tras la toma de
muestra, lo que sugiere que se produjo un minimo nivel de estrés y concuerda con la mayoria
de los autores (Meredith y Redrobe, 2002; Fowler, 2008; Constantini et al., 2008). Respecto a
la calidad del DNA obtenido a partir de los diferentes tipos de plumas, en el presente trabajo
encontramos que las plumas méas grandes con calamos gruesos, presentaban grados de pureza
menores que las plumas pequefias, debido probablemente a una mayor cantidad de queratina.
Por otro lado, sabemos que las plumas de contorno de la region torécica, a diferencia de las
plumas remeras y timoneras, no se encuentran involucradas en la dindmica de vuelo, y por su
localizacion son mas accesibles y el muestreo dificilmente deja una marca que afecte la
vistosidad del ave, por lo que sugerimos el empleo de las plumas de contorno de la region
tordcica, que ademas presentan buenos resultados en cuanto al DNA que se extrae de las
mismas. No obstante, cabe recalcar que, aun utilizando siempre el mismo tipo de pluma,
puede haber variaciones, debidas a otros factores, como la etapa de crecimiento de la pluma,
que es dificil diferenciar a simple vista, o el tamafio de la pluma dado por la especie; no es lo

mismo una pluma de contorno de una guacamaya que la de una cotorra.

Al comparar los resultados obtenidos con el método de fenol cloroformo se observaron
diferencias en el grado de pureza y como se ha reportado, estas radican en el hecho de que el
método con Chelex, resume los pasos de precipitacion y separacion de las fases, que son
etapas en las que por el método de fenol cloroformo se puede presentar la contaminacion de
la muestra y a que elimina la mayor parte de inhibidores de la PCR, como los pigmentos y
queratina presentes en las plumas (Khaerunnisa et al. 2013). Asi pues, tomando en cuenta los
valores que se obtuvieron en ambos tipos de extraccion, éstos fueron desde 1.07 el minimo

con el que se obtuvo buena amplificacion, hasta 2.03, siendo los mayores los obtenidos por
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medio de Chelex. Ademas, este método reduce el proceso de dos dias a uno y es adecuado
para obtener DNA de muestras muy pequefias. El Unico inconveniente del mismo fue la falta
de visualizacion del DNA en el gel de agarosa de algunas muestras, lo cual ya habia sido
reportado previamente (Bello et al. 2001), y se menciona que el método Chelex esta disefiado
de tal modo que el DNA extraido se encuentra listo para el PCR, por lo que en cierto modo,

no existiria la necesidad de realizar estas lecturas.

Por otro lado, el método fenol cloroformo, con las modificaciones realizadas, y aunque en la
mayoria de las muestras se obtuvo amplificacién por PCR, presenta la desventaja del empleo
de sustancias como el fenol, y mas oportunidades para la contaminacion, aunque esta se
puede disminuir cuando el personal esta bien capacitado. Consideramos por lo tanto, que
ambos métodos utilizados probaron ser aptos para la prueba de sexaje y la opcion de emplear
un método u otro ira de acuerdo a las capacidades y necesidades de cada laboratorio o

criadero.

Una vez que se estandarizaron los puntos anteriores, la reaccion de PCR fue muy sencilla.
Los iniciadores CHD1F/CHDI1R resultaron adecuados para la amplificacion de DNA
obtenido de pluma y sus productos se visualizaron facilmente en gel de agarosa, ya que estos
iniciadores amplifican regiones mas cortas que otros y sus productos tienen diferencias de

200 pb aproximadamente.

Las Unicas especies en las que se presentaron dificultades para la determinacion del sexo,
fueron Myiopsitta monachus, Psittacula krameri y Nymphicus hollandicus. En las especies P.
krameri y N. hollandicus se encontraron Unicamente productos correspondientes al tamafio de
la banda CHD1W, unico de hembras, aunque se esperaba que ademas de este producto se
hallara el correspondiente al gen CHD1Z. En el caso especifico de N. hollandicus las
caracteristicas morfoldgicas ayudaron para corroborar que se trataba de hembras, no asi en el
caso de un ejemplar de P. krameri, en el cual la identificaciébn morfoldgica no fue consistente
con la tecnica molecular, ya que uno de los individuos presenta el collar negro, caracteristico
de los machos de dicha especie y el unico producto de amplificacion obtenido fue el que
corresponde a hembra. Estos resultados se pueden explicar por la posibilidad de que los sitios
donde se hibridarian los iniciadores no se encuentren presentes al menos en el cromosoma Z,

0 a la degradacion parcial del DNA. Se intentd comparar las secuencias de estas especies por
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bioinformatica, sin embargo esta informacion no estd disponible en ninguna base de datos.
De hecho Gnicamente se cuenta con la secuencia de interés en dos especies de psitacidos, no
incluidos en éste trabajo, las cuales fueron utiles determinar que los iniciadores CHD1F y
CHDIR se unen a regiones de los intrones 17 y 18 en psitacidos. Aunado a lo anterior, la
determinacion del sexo en individuos donde Unicamente se presenta la banda correspondiente
a CHD1W ya ha sido reportada previamente, y los autores mencionan que se puede llevar a
cabo gracias a las diferencias de tamafio de los fragmentos de CHD1Z y CHD1W, aunque
solo uno de los dos esté presente (Vucicevic et al., 2012). Por otra parte, empleando los
iniciadores CHD1F/CHD1R, se report6 el caso de una hembra en la que se amplificé solo el
fragmento de CHD1Z, con un tamaiio de 533.83 pb (Lee et al., 2010).

Dilucidar las causas que expliquen los resultados expuestos anteriormente, podria parecer
intrascendente al tratarse de dos especies con dimorfismo sexual externo, sin embargo,
recordemos que aun en estas especies la diferenciacién in ovo, o cuando son polluelos es
imposible. Por lo que, aungue el presente trabajo se haya realizado en adultos, en otros casos

podria ser de gran importancia conocer el sexo en otras etapas.

La especie Myiopsitta monachus, fue la Unica en la que no se obtuvo ningun producto de
amplificacion, lo que puede deberse a una ausencia de las secuencias blanco de los
iniciadores, aungque de nuevo esto no se pudo comprobar ya que no se cuenta con la secuencia
completa del gen CHDL1 en esta especie. Cabe mencionar que, M. monachus se encuentra
dentro de la familia Psittacidae, pero no ha sido asignada a ningln subgrupo (Incertae sedis),
dificultando aln mas su comparacion con otras especies, por lo que méas estudios de su

filogenia serian de gran utilidad.

En este trabajo demostramos que los primers CHD1F y CHDI1R pueden ser empleados para
el sexaje de aves de las familias Psittaciade y Cacatuidae, pudiendo identificar el sexo de 5
géneros, 9 especies y 14 individuos. Ademas para ello se logré obtener DNA a partir de

plumas, lo que hace el muestreo poco invasivo y adecuado para especies exaticas.

Debido a que en las bases de datos gendmicos no se encuentra informacion acerca del gen
CHDL1 en la mayoria de las especies con que se trabajo, seria pertinente llevar a cabo la
secuenciacion de los productos de amplificacion obtenidos para profundizar en su estudio

principalmente con fines filogenéticos.
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En aquellas especies donde no hubo amplificacién o bien se obtuvo la banda correspondiente
al cromosoma W, se podria intentar la amplificacion con otro juego de iniciadores que

amplifique regiones diferentes a CHD1F y CHD1R.

Este trabajo sienta las bases para su posterior aplicacién en el montaje de una prueba
comercial para realizar el sexaje de las aves, que sea confiable, sencilla y de utilidad para los
criaderos comerciales, eliminando o al menos disminuyendo la extraccion de crias de su
medio natural. Por ejemplo, para apoyar los programas de reproduccion de especies de
mexicanas, ya que ha demostro ser Gtil en todos los miembros de la subfamilia Arniae en los
que se probo. del Por otro lado, al promover la compra de aves de criaderos legales, se

beneficia la conservacion de especies amenazadas.
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Conclusiones

Se logré la estandarizacién y optimizacion de la técnica de sexaje molecular, desde la

obtencioén de la muestra hasta la reaccién PCR.

El muestreo con plumas realizado adecuadamente, es un método minimamente
invasivo, que provee DNA de suficiente calidad y es una excelente opcion cuando el

muestreo no se puede realizar por otro método.

Se determind que las plumas de contorno de la region torécica son las mas adecuadas

para el sexaje molecular.

La técnica de PCR empleando los iniciadores CHD1F/CHDI1R demostr6 ser eficaz,

rapida, certera y facilmente reproducible.

Se realiz6 exitosamente el sexaje de 9 especies de psitacidos (Ara ararauna, A.
chloropterus, A. nobilis, Pyrrhura molinae, Psittacus erithacus, Platycercus eximius,
Cacatua alba, C. galerita, C. haematuropygia) pertenecientes a dos familias
diferentes, y se corrobord, que el gen CHDL1 se encuentra altamente conservado.

La especie Myiopsitta monachus (Cotorra monje) fue la Unica en la que no se obtuvo

ningun producto de amplificacion.

En las especies Psittacula krameri (Perico de Collar) y Nymphicus hollandicus
(Ninfa) se encontraron Unicamente productos correspondientes al tamafio de la banda
CHD1W, que en el caso de N. hollandicus concuerda con sus caracteristicas

morfologicas.

Esta técnica de sexaje molecular se puede aplicar tanto para Medicina Veterinaria,
como en trabajos de conservacion animal, ornitologia y en gran variedad de estudios

geneticos.
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Anexo: Descripcion de las especies empleadas en el presente trabajo.

Ara ararauna

Una de las guacamayas mejor
conocidas, recibe varios nombres
comunes, como Guacamaya azul-
dorado, Guacamaya de pecho amarillo,
Guacamaya amarillo y azul, entre
otros. Es una especie grande de 75 a 83
cm. Su color es azul ultramarino, con

amarillo-dorado en la zona ventral, una

Fotografia. 1 Pareja de Guacamayas azul-dorado. Fuente: cola larga, el pico es negro y grueso,
wildscienceblog.tumblr.com .

presenta un parche facial color blanco
desprovisto de plumas, con lineas negras. No presenta dimorfismo sexual y las aves juveniles
se diferencian por tener un iris café. Puede ser confundida con la Guacamaya de garganta
azul (Ara glaucogularis), aunque ésta Ultima es una especie mucho mas rara. Lo mas comun
es encontrar a A. ararauna en parejas o familias de 3 a 4 individuos, a veces forma parvadas
de hasta 25 componentes, las cuales pueden ser mixtas entre otras especies de guacamayas.
Tienen un llamado ronco y estridente, que puede sonar como raaa, kewa, scureeeak y
scaaark. Se distribuye en zonas boscosas himedas de Sudameérica, desde el Este de Panamé
en tierras tropicales bajas, hasta el Sureste de Brasil, Bolivia, Paraguay Yy la zona tropical baja
de Colombia, con hallazgos ocasionales en otras zonas tropicales como Venezuela, se ha
extinto de manera local en lugares como Guayana y Trinidad. Como casi todas las especies
de psitacidos tienen habitos crepusculares, y se alimentan silenciosamente en las copas de los
arboles, de una dieta que varia dependiendo la zona donde se encuentra, compuesta
generalmente por frutos de palmas, nueces, brotes de hojas, etc. Su temporada reproductiva
en la mayoria de los lugares es durante Febrero y Marzo, aunque puede ir desde Diciembre
hasta Febrero en Colombia y de Noviembre a Enero en Perd, suelen tener dos huevos que

empollan en agujeros naturales de palmas secas (Forshaw, 2010; Juniper y Parr, 2010).
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Ara chloroptera

La Guacamaya aliverde o Guacamaya roja, es una
de las mas poderosas del género. Es
predominantemente roja, con una cola muy larga
y terminacion en punta, tiene un verde muy
Ilamativo en las partes exteriores y superiores de
las alas y un pico muy grande. El parche facial
esta marcado por delgadas lineas de plumas rojas.
Se diferencia de la Guacamaya escarlata (Ara
macao) por sus alas verdes no amarillo brillante,
por tener un plumaje rojo mas oscuro y ser
ligeramente méas pequefia, midiendo de 73 a 95
cm aproximadamente. No presenta dimorfismo

sexual y sus polluelos tienen colas mas cortas, iris

Fotografia. 2 Guacamaya aliverde. Fuente: café claro y pueden tener tintes amarillos en las
wildscienceblog.tumbr.com

plumas externas de las alas. Forma parejas y

menos comunmente pequefias parvadas, en las que
puede asociarse a la Guacamaya escarlata o a la Guacamaya azul-dorado. Su llamado es muy
fuerte pero menos aspero que el de la Guacamaya escarlata. Se distribuye en el bosque
tropical, desde el éste de Panama y gran parte de Sudamérica, hasta el norte de Argentina. Ha
desaparecido de ciertas localidades, como Espirito Santo, Rio de Janeiro en Brasil y el
interior de Panama. La reduccion local de sus poblaciones se debe principalmente a la
pérdida de su hébitat y a la captura ilegal, son muy comunes en cautiverio. Su dieta en vida
libre incluye frutos y semillas de varias especies, que varian dependiendo su ubicacion. Su
temporada reproductiva es de Noviembre a Abril en Pert, y en Enero para casi todos los
demas lugares que habita. Anidan en arboles huecos o grietas de paredes rocosas, ponen de

dos a tres huevos. (Forshaw, 2010)
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Ara severa

A. severa es una de las especies pequefias de
guacamaya, se le conoce también como
Guacamaya de frente castafia, Guacamaya verde de
Brasil, Guacamaya severa, Maracana grande, entre
otros. Mide 40 a 49 cm, de color verde con una
larga cola con terminacion en punta, tiene una
corona azul-verdosa, la frente es de un color
castafio y tiene las mejillas color blanco y
desprovistas de pluma. Tiene un parche rojo en la

parte interna de las alas y plumas azules en las

Fotografia. 3 Guacamaya severa, Fuente: '€MeEras primarias. Ambos sexos son similares, a

wildscienceblog.tumblr.com veces las hembras presentan un color méas palido

en la frente. Se agrupa en parvadas pequefias 0
parejas, algunas veces se puede asociar con la Guacamaya de vientre rojo (Orthopsittaca
manilata) o con Amazona alinaranja (Amazona amazonica). Vuela mas rapido que las
especies mas grandes de guacamayas Y tiene una vocalizacion aguda y fuerte. Su dieta es
mayormente a base de frutos de palmas y algunas semillas. Su temporada de reproduccién no
esta muy bien definida pero, probablemente es de Marzo a Mayo en Colombia, de Febrero a
Marzo en Panamd y de Septiembre a Diciembre en Surinam, prefiere anidar en una palma o
arbol hueco, cerca de agua y tienen 2 a 3 huevos. Se distribuye en zonas tropicales y tierras
bajas, desde el Este de Panama y el Sudamérica hasta Bolivia central. Aunque puede llegarse
a ver en cautiverio no tiene una gran demanda y sus poblaciones solo han observado

disminuciones locales. (Forshaw, 2010; Juniper y Parr, 2010)
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Pyrrhura molinae

4 Cotorra de molina. Fuente:

Fotografia.
wildscienceblog.tumblr.com

Se le conoce comunmente como Cotorrilla
mejilla verde, Cotorra de molina, Cotorra
argentina, Cotorra de cola carmesi, y otros
nombres regionales. Mide aproximadamente
25 cm, es mayormente color verde con una
larga cola, pecho de apariencia escamosa,
cabeza café, cola marron y un parche granate
en el vientre. Ademas tiene un parche gris
alrededor de los oidos y coloracion azul las
plumas remeras. La combinacion de su color

mayormente verde, vientre granate y mejillas,

separan esta especie de otras similares. Es una especie sin dimorfismo sexual, las aves

inmaduras presentan una coloracion mas palida y el iris mas oscuro. Su llamado es largo y

estridente, con la segunda nota mas baja que la primera. Es una especie muy silenciosa

mientras se alimenta. No se tiene mucha informacién sobre su dieta, se cree que es similar a

la de otras cotorras. Anida en arboles huecos y pone de tres a cuatro huevos. Habita zonas

boscosas densas, aungue también puede encontrarse en claros. Se distribuye desde el interior

de América Central y Sur. Desde los 80’s

fue una especie predilecta como mascota, sin

embargo, sus poblaciones se han mantenido estables. Se consideran 5 razas, distribuidas en

diferentes regiones, éstas son P. m. molinae, P. m. phoenicura, P. m. autralis, P. m. sordida y

P. m. restricta. (Forshaw, 2010)
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Myiopsittta monachus

M. monachus es conocida cominmente como
Cotorra  monje, Perico monje, Cotorra de
Uruguay, Perico verdigris y otros. Mide
aproximadamente 33 cm y pesa entre 120 a 140 g.
El manto es verde limén, con una larga cola en
forma de punta, un pecho gris, con barrido ventral,
la cabeza y la garganta también son grises. Tiene
una banda amarilla difusa en la parte baja del

pecho, las remeras presentan una coloracion

Fotografia. 5 Cotorra monje. Fuente: azulada. Aunque convive con muchas especies de
wildscienceblog.tumblr.com loros y cotorras, es inconfundible por su
coloracion gris. No presenta dimorfismo sexual. Forma grandes y ruidosas parvadas de 20
individuos o0 mas, se puede asociar con la Cotorra fianday (Aratinga nenday). Tiene un vuelo
rapido y resuelto. Es muy caracteristico de ésta especie que forma nidos comunitarios en las
copas de los arboles. Tienen un amplio repertorio de vocalizaciones, y son muy expresivas.
Esta especie habita regiones boscosas secas Y tierras abiertas con galerias de arboles, también
se pueden ubicar en la sabana y el bosque espinoso, se distribuye desde las tierras bajas del
Sudamérica, hasta el Este de los Andes, desde Bolivia hasta la Patagonia. Ha establecido
poblaciones ferales en localidades como Puerto Rico, Florida y Nueva York (EU), Rio de
Janeiro (Brasil) e incluso Berlin (Alemania), Austria y otras localidades del Mediterraneo,
también es muy comun verla en cautiverio. Se alimentan comunalmente y a veces lo hacen en
el nido, mientras no sea temporada de reproduccién. Su temporada de reproduccion es de

octubre a diciembre, ponen de 4 a 6 huevos (Forshaw, 2010).
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Psittacus erithacus

El Loro gris africano o Loro gris, como su
nombre lo indica es de color
inconfundiblemente gris, de talla grande
(33 cm), con una llamativa cola color
escarlata. El vientre, la parte interior de las
alas y la grupa tienen brillos plateados,
mientras que el pecho, el manto y la parte
exterior de las alas es de un gris muy

oscuro. Tienen un area facial mas clara,

con pico negro e iris amarillo. No exhibe
Fotografia. 6 Loro gris africano. Fuente: . L
wildscienceblog.tumblr.com dimorfismo sexual. Sus vocalizaciones son

un amplio repertorio de graznidos, todos
muy caracteristicos, también tienen la capacidad de imitar los sonidos de otras aves y
mamiferos, incluyendo el humano. Sus parvadas son muy ruidosas, y pueden formar
comunidades de hasta 10,000 individuos. Se ubica naturalmente en el Este y Centro de
Africa, y algunas islas como Bioko y Principe. Es un ave sedentaria, del bosque tropical
primario y secundario, en tierras bajas, aunque puede llegar a los 2,200 m. Su dieta incluye
frutos y semillas de especies como Ficus, Heisteria, Dacryodes, Macaranga, entre otros.
Debido a la pérdida de su habitat, ha habido una drastica disminucion de su poblacion en

algunos lugares como Liberia y Kenya (Forshaw, 2010; Juniper y Parr, 2010).
Platycercus eximius

Esta especie recibe varios nombres, como Rosela Comun,
Rosela Oriental, Perico multicolor, Rosela roja, entre
otros. Es una ave pequefia de 29 a 34 cm, pertenece a la
subfamilia Platycerniae. Es nativa del sureste de
Australia y de Tasmania, fue introducida a Nueva
Zelanda. La combinacion de cabeza roja, mejillas blancas,
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Fotografia. 7 Rosela comun. Fuente:
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alas con tintes azul intensos y cuerpo amarillo la hace una especie extremadamente llamativa
e inconfundible. Tiene un llamado fuerte y penetrante, un vuelo suave y ondulante, donde es
muy notorio su region ventral color verde palido. Pueden existir hibridos entre ésta especie y
la Rosela Carmesi (Platycercus elegans) que se diferencian por presentar mejillas blancas
con azul o puramente azules. Presentan un muy sutil dimorfismo sexual, el cual solo puede
notarse al comparar ambos sexos, las hembras son ligeramente mas pequefias que los machos,
tienen una cabeza de color menos brillante y pueden presentar mas tonalidades verdes. En
una especie que se observa de manera moderada en cautiverio, y se ha beneficiado por es
esparcimiento de la agricultura, y aunque se encuentra protegida por la ley, se llegan a
otorgar licencias para erradicarla. Se distribuyen en zonas de bosques abiertos, cerca de
cuerpos de agua, en bosques de eucaliptos, en tierras agricolas y en suburbios. Forman
grandes parvadas desde el inicio de la temporada de reproduccion hasta inicios de primavera.,
su temporada de anidacion es entre Julio y Marzo. Se alimentan tanto en el suelo como en los
arboles, su dieta incluye semillas, frutos pequefios, grano, flores, néctar e insectos (Juniper y
Parr, 2001).

Psittacula krameri

Esta especie es cominmente conocida como
Cotorra de Kramer o Perico de collar, mide
aproximadamente 40 cm, es
predominantemente verde con pico rojo y una
cola larga. Los machos, a partir de los 3 afos,
presentan un collar negro con rosado, mientras
que las hembras solo presentan un tono rosa
palido alrededor del cuello, y tienen colas mas
cortas, las aves juveniles tienen una apariencia
similar pero con picos mas palidos. Son aves
muy ruidosas, con un llamado agudo y alto,
pueden silbar o hacer otros sonidos curiosos. Es

el psitacido mayormente distribuido del Viejo

Mundo, con un rango que abarca desde el
Fotografia. 8 Perico de collar macho. Fuente: ) . . ]
wildsicenceblog.tumblr.com occidente de Africa en su region tropical hasta
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el sur de Asia. Es una especie que se adapta muy féacilmente, es comin encontrarla en
cautiverio y de hecho se considera invasora en algunos paises. Se alimenta principalmente de
frutos como Tamarindus y Adansonia, algunas semillas de plantas nativas de Asia. Se
considera que existen 4 razas o variaciones geograficas, el P.k. krameri, P. k. parvirostris, P.
k. boreales y P. k. manillensis. Ademés pueden tener varias mutaciones de color que incluyen
el blanco, azul y amarillo (Forshaw, 2010; Juniper y Parr, 2010).

Cacatua alba

Comunmente conocida como Cacatla
blanca, puede recibir otro nombre
como: Gran CacatGa Blanca, Cacatla
Crestada blanca y Cacatlia Paraguas,
debido a la forma de su cresta. Mide
aproximadamente 46 cm. Su cresta es
amplia, triangular y eréctil, con plumas
en punta roma, siendo la Unica cacatlia

grande con una cresta completamente

blanca. Muestra sufusiones color

Fotografia. 9 Cacatda alba. Fuente:
wildscienceblog.tumblr.com amarillo debajo de las alas y de la cola.

La hembra se distingue del macho por
presentar un color rojizo en el iris. Tienen una vocalizacion fuerte y chillona, ademas
producen un silbido de alarma. (Juniper y Parr, 2001). Es endémica del Norte de las Islas
Molucas. De manera natural se distribuye en tierras bajas y bosque montafioso. Se alimenta
de semillas, frutas, nueces y moras. Su lugar de anidacion predilecto es un hueco en un arbol
alto, donde ponen 2 huevos, con un periodo de incubacién de 30 dias. (Juniper y Parr, 2001).
Es muy comun verla en cautiverio, por ello la IUCN la ha clasificado como vulnerable. Sin
embargo se requieren mas estudios para conocer su estatus en vida libre. (Juniper y Parr,
2010)
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Cacatua galerita

La C. galerita, recibe varios nombres, en
espafiol el mas comun es el de Cacatla de
mofio amarillo, pero también se le conoce
como Cacatia de cresta amarilla mayor,
Cacatla de cresta sulfurada mayor, entre otros.
Es un ave grande de 38 a 51 cm, su plumaje es

mayormente blanco, con una llamativa cresta

Fotografia. 10 ~Cacatia de mofio amarillo. gréctil de color amarillo, tiene matices
Fuente: wildscienceblog.tumblr.com

amarillos por debajo de las alas y la cola, el
pico y las patas son de color gris negruzco. Presenta una coloracion azul palida o blanca
alrededor del ojo dependiendo de la raza. Es la especie de cacatla con cresta amarilla mas
ampliamente distribuida y hallada en cautiverio. Su vocalizacion es muy ruidosa y aguda (ah-
yai-yah! or kai-yah!), y presenta varios sonidos guturales de alarma. Como varias especies de
cacatuas, las hembras y las aves inmaduras tienen el iris de color rojizo oscuro, y los machos
color café muy oscuro. (Juniper y Parr, 2001). Se extiende desde el bosque tropical y
subtropical de Indonesia, Papla Nueva Guinea y el este de Australia. Ha sido introducida a
Nueva Zelanda, Palaos, Singapur y Puerto Rico. Es un ave principalmente sedentaria, pero
puede realizar movimientos locales, de zonas costeras hacia zonas urbanizadas en invierno o
bajo condiciones de escasez de alimento. Se alimentan en parvadas y pueden hacerlo tanto en
los arboles como en el suelo, su dieta incluye raices, nueces, moras, espino, algunas flores,
brotes y larvas de insectos. Su temporada reproductiva varia con la regién, en Australia es
entre Mayo y Agosto en el norte y de Agosto a Junio en el sur, anidan en huecos de arboles
altos, pero pueden llegar a hacerlo en acantilados o incluso en graneros. (Juniper y Parr,

2010)
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Cacatua haematuropygia

También es conocida como Cacatua filipina o Cacatla
de cola rosada. Mide aproximadamente 31 cm, siendo
una especie pequefia, tiene cresta eréctil, pico blanco,
pigmentos rojos en las plumas internas de la cola, y una
sufusién amarilla por debajo de la cola. Es una especie
monotipica, las hembras y los machos son similares,
excepto por el color del iris, las aves juveniles son muy
parecidas a los adultos. Es la Unica especie de cacatla
nativa de las Islas Filipinas, suele ser dificil de ver en su

habitat natural, aunque es conocida por sus “acrobacias”

Fotografia. 11 Cacatta filipina. Fuente: €N el aire, para evitar ser capturada por aves rapaces.

wildscienceblog.tumblr.com Es una especie mayormente sedentaria, que depende

mucho del bosque de manglares costeros, aungue se
ha adaptado a los espacios modificados por el hombre. Se alimenta de semillas, frutas (sobre
todo de tierras agricolas), nueces y moras. Su vocalizacion es un fuerte y aspero croar, y un
carraspeo de dos silabas. Su época de reproduccion es entre Febrero y Junio, prefiere arboles
huecos y aislados para anidar. Se encuentra en la lista roja de la IUCN como especie
Criticamente Amenazada (IUCN) y se ubica en el Apéndice | de CITES (Forshaw, 2010;
Juniper y Parr, 2010).
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Nymphicus hollandicus

Fotografia. 12 Ninfa posada. Fuente:
wildscienceblog.tumblr.com

Conocida comunmente como Ninfa, hay
quiénes también la llaman Cocotilla o
Carolina. Presenta una inconfundible
descripcion, cacatlia pequefia de color gris,
con prominentes parches blancos en las
alas, cresta eréctil y cola con degradado
gris en los machos, o barrido gris y blanco

y plumas laterales amarillas en las hembras

y los juveniles. Su vocalizacion es aguda,

de dos silabas, “queel-queel”. Se localizan en terreno abierto, granjas y otros sitios

urbanizados de Australia, hasta 400 m por encima del nivel del mar. Forman pequefias

parvadas, que son ruidosas al volar, pero que son muy discretas al alimentarse a nivel de

suelo. Es una de las especies méas adaptables y predilectas como ave de compafiia y su

manutencion en cautiverio es relativamente sencilla. EI IUCN la considera una especie en

Preocupacion Menor
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(Forshaw, 2010).
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