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RESUMEN

La ausencia de dimorfismo sexual en los estadios juveniles y durante la edad adulta
de gran cantidad de especies de aves, dificulta o imposibilita la determinacién del
sexo basados en el fenotipo. El empleo de marcadores moleculares para determinar
el sexo de las aves es una herramienta util debido a la exactitud y rapidez de los resul-
tados y a su vez se constituye en un método que minimiza el estrés durante la toma
de muestra, comparado con otras técnicas invasivas que pudieran afectar la salud o
estabilidad bioldgica del animal. La determinacién temprana del sexo en aves resulta
de especial relevancia cuando se consideran programas de conservacién ex situ, pro-
duccidn, explotacién y estudios de ecologia de poblaciones. Esta revisién presenta las
metodologfas usadas para determinar el sexo, haciendo especial énfasis en herramien-
tas moleculares, presentando sus ventajas y limitaciones.

Palabras clave: dimorfismo sexual, aves, CHD, tipificacién molecular cromosoma W,
cromosoma Z.

ABSTRACT

The lack of sexual dimorphism in nestling, juvenile or adult birds of large number of
avian species, makes it difficult or impossible sex determination based on phenotipic
characteristics. To use molecular markers for bird sex determination is a rapid and safe
procedure; moreover this methodology minimizes the stress during sampling, compared
to other invasive techniques that could affect the health or biological stability of the
animal. The early sex determination in birds is of particular importance when
considering ex situ conservation programs, production, exploitation or population
ecology studies. This review presents the methodologies used to sex determination,
making emphasize on molecular tools, showing its advantages and limitations.
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INTRODUCCION

El dimorfismo sexual es definido como la diferencia de formas, coloracién y tamarfios
entre machos y hembras de una misma especie. El conjunto de dichos caracteres es
lo que permite distinguir las llamadas caracteristicas sexuales primarias (genitales
externos) y las caracteristicas sexuales secundarias, las cuales no son estrictamente
necesarias para la reproduccién pero tienen alguna funcién durante la misma, ya que
la expresién de caracteres como tamariio, fuerza y colorido son un conjunto de aspec-
tos que juegan un papel fundamental al garantizar el éxito en los procesos de aparea-
miento; es asi como el tamafio de los machos en determinadas especies es importante
porque les permite competir con otros machos por el apareamiento con las hembras;
el plumaje vistoso estd asociado con la eleccién por parte de la hembra (Owens y
Bennet, 1994). Este conjunto de pardmetros son ampliamente controlados por genes
ligados a los cromosomas sexuales; en el caso de las aves son los cromosomas ZW 'y
en el caso de los mamiferos XY (Frayer y Wolpoff, 1985).

En las aves, los machos son homogaméticos (ZZ) y las hembras son heterogaméticas
(ZW; Tone et al., 1982; Saitoh et al., 1991). Gran parte del cromosoma W (al igual
que el Y) presenta sefiales tipicas de un cromosoma sexual degenerado, debido a su
bajo contenido de material genético codificante (menos de veinte genes), rico en se-
cuencias satélites similares a las encontradas en la heterocromatina del centrémero,
lo cual lo hace susceptible de cambios y mutaciones pues no estd sujeta a una presién
selectiva (Fridolfsson et al., 1998). La presencia de gran cantidad de DNA no codifi-
cante es explicada por la acumulacién de mutaciones deletéreas o presencia de ele-
mentos transponibles. Por su parte, el cromosoma Z (al igual que el X) es uno de los
cromosomas mds conservados pues atin mantiene el mismo grupo de genes codifi-
cantes, cerca de 350 genes (Mizuno et al., 2002; Stiglec et al., 2007).

En cuanto a los principales genes que juegan un papel importante en la determinacién
del sexo en las aves encontramos el gen DMRT1 y HINTW (Raymondet al., 1999). El gen
DMRTT1 se encuentra ausente en Wy en los embriones de las aves, se expresa solo en las
génadas y en los conductos de Miillerianos en donde la expresién es mas alta en los ma-
chos que en las hembras. Entre tanto el gen HINTW se encuentra presente tanto en el
cromosoma Wy Z, pero la actividad dominante de este inhibe bioquimicamente la fun-
cién de HINTZ, permitiendo que se exprese fuertemente en los embriones femeninos y de
esta manera participa en una forma activa en el desarrollo de las génadas, llevando a la
diferenciacién sexual (Pace y Brenner, 2003; Moriyama et al., 2006).

Asi mismo, recientes estudios han demostrado que los cromosomas sexuales acttan
reciprocamente para regular la determinacién del sexo, pues se ha logrado identificar
una regién de repeticiones en tamden metiladas ubicadas en el gen DMRT1 del
cromosoma Z (MHM); dicha regién presenta una hipermetilacién en los machos y
una hipometilacién en las hembras lo que permite que esta regién al ser transcrita
produzca un RNA no codificante, silenciando de esta manera la expresién de este gen
en las hembras, lo cual indica que el cromosoma W juega un papel regulador en la
metilacién del cromosoma Z (Teranishi et al., 2001).
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Sin embargo, ademds de los genes anteriormente mencionados se han realizado estu-
dios de aquellas regiones que atin conservan algunas homologias ancestrales, prove-
nientes de los cromosomas homélogos de los cuales se derivan los cromosomas
sexuales. Dichas secuencias se encuentran ubicadas en la porcién pseudoautosomal
(secuencias que recombinan durante la meiosis) las cuales han logrado permanecer
idénticas dentro de los distintos érdenes evolutivos de aves que existen actualmente
en el mundo (Fridolfsson et al., 1998; Griffiths y Phil, 2000).

La identificacién del sexo resulta de mucha importancia en estudios de biologfa evo-
lutiva, de ecologfa, identificacién forense, de genética de poblaciones, de conserva-
cién, asi como en la planeacién de la reproduccién de especies amenazadas o en claro
peligro de extincién. El advenimiento de metodologias rdpidas y especificas como las
que hacen uso de herramientas moleculares basadas en el andlisis de genes que se
encuentren ubicados en los cromosomas sexuales y que hallan logrado permanecer
conservados entre los distintos 6rdenes evolutivos de aves tales como CHD1 vy
ATP5al, como resultado de la ausencia de recombinacién entre estos (Fridolfsson et
al., 1998; Griffiths y Phil, 2000; Garcia y Mindell, 2000; De Kloet y De Kloet, 2003)
permitirian obtener resultados mucho mds exactos y precisos en el momento de deter-
minar el género al cual pertenece el ave analizada.

METODOLOGIAS DE SEXAJE BASADAS EN HERRAMIENTAS NO MOLECULARES

La identificacién del sexo se ha venido realizando por metodologias que incluyen la
observacién de comportamiento sexual, o presencia de parche de cria pero que solo son
aplicables en época de apareamiento. Otras metodologias que se han utilizado son: el
andlisis morfométrico (Favero, 2001), el andlisis citogenético, la citometria de flujo y
técnicas quirdirgicas como laparoscopia y laparotomia (Richner, 1989; Cavallo et al.,
1997). Estas ultimas permiten visualizar directamente las génadas que determinan el
sexo del ave; sin embargo, especificamente en la laparoscopia esta identificacién puede
ser dificil por el color de las génadas o en las etapas tempranas de desarrollo del ave.
Por otro lado, por ser técnicas quirdrgicas conllevan todos los riesgos propios de este
tipo de procedimientos invasivos (Berthold, 1969; Bree y Kelch, 1999).

Entre las técnicas mas empleadas encontramos el andlisis de esteroides fecales, este
método mide la proporcién entre estrégenos/testosterona en las heces fecales de las
aves; donde se espera encontrar proporciones mds altas de estrégenos en aquellas
muestras provenientes de las hembras. Para lograr un mayor grado de exactitud en los
resultados obtenidos es necesario mantener las muestras en congelacién desde el
momento que se toman con el fin de garantizar la estabilidad de las hormonas, los
resultados se ven afectados por la edad del animal y la época de cria (Swengel et al.,
1996; Miyaki et al., 1998; Cerit y Avanus, 2007).

La citogenética es una técnica que permite identificar el sexo del ave mediante el ana-
lisis de los cromosomas. Esta metodologia requiere de células provenientes de la pul-
pa de la pluma, las cuales sélo son disponibles después de su muda o en los polluelos
o provenientes de sangre en cantidad suficiente para un cultivo celular de seis a ocho
gotas de sangre que equivalen 0,4-0,5 pl de sangre. El procedimiento implica cultivo
de células, posterior cosecha y tratamientos de tincién y ordenamiento de los cro-
mosomas (Stefos y Arrighi, 1971). Este es un procedimiento que requiere tiempo para
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estandarizacién, las células que se manipulan para realizar el cultivo no son faciles de
conseguir y como todos los cultivos celulares son susceptibles de contaminacién. Asf
mismo los distintos 6érdenes de aves poseen un cariotipo extenso y complejo, puesto
que tienen entre 40 y 126 cromosomas, muchos de ellos del mismo tamafio y dispo-
sicién del centrémero, algunas especies tienen microcromosomas y otras no tienen
dimorfismo sexual cromosémico haciendo dificil su inspeccidn y correcta identifi-
cacién (Griffiths y Phil, 2000).

Otro método de reciente incursién es la citometria de flujo, donde se pasa las células
marcadas con fluorocromos por una corriente angosta de fluido. Los flurocromos
son excitados por un rayo laser, los sensores épticos detectan las sefiales generadas.
Con esta metodologfa es posible obtener informacién sobre el tamafio, complejidad
intracelular y marcadores de membrana de la poblacién celular analizada. En cuanto
al objetivo de la presente revisién esta técnica permite realizar una estimacién exacta,
rdpida y cuantitativa acerca del DNA contenido en las miles de interfases celulares
permitiendo la asignacién de sexo, pues el contenido total de DNA del macho es
mayor que el de la hembra, debido a que el tamafio del cromosoma Z es superior
cuando comparado con el cromosoma W (Cavallo et al., 1997). Es una técnica rapi-
da, especifica, usa como muestra sangre; sin embargo este equipo no es ampliamente
disponible en el pais y su uso requiere personal entrenado.

La mayorfa de estos métodos son costosos, requieren de largos periodos de tiempo
para obtener los resultados esperados, someten al animal a procesos de estrés y/o
pueden poner en riesgo la capacidad reproductiva del ave (Richner, 1989; Cavallo et
al., 1997). Es por eso que la implementacién de técnicas moleculares se han con-
vertido en alternativas atractivas debido a la exactitud y rapidez de los resultados; y a
su vez representa una de los pocas técnicas que no someten al animal a situaciones
estresantes de toma de muestra, que puedan perjudicar su salud o estabilidad biolé-
gica, pues requieren de poca muestra de sangre (gotas-microlitros) incluso puede
realizarse a partir de plumas arrancadas o caidas (Fridolfsson y Ellegren, 1999).
Dichas técnicas utilizan como molécula bdasica el DNA de un individuo; que se en-
cuentra en todas las células del cuerpo (ej. sangre, pelo, cafién de las plumas) y es
conservado durante toda la vida del animal y asi mismo este puede ser almacenado
durante largos periodos de tiempo in vitro. Se han descrito diversas aproximaciones
moleculares para la identificacién del sexo en aves; ellas incluyen polimorfismos de
DNA amplificados al azar (Lessels y Matemam, 1998), fragmentos amplificados de
longitud polimérfica (Griffiths y Orr, 1999), minisatélites (Miyaki et al., 1998), poli-
morfismo de longitud de fragmentos de restriccién (Griffiths y Tiwari, 1995; Griffiths
etal., 1996).

METODOLOGIAS QUE HACEN USO DE LA HIBRIDACION DEL DNA

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP). Los RFLP se definen
como el polimorfismo observado en la longitud de los fragmentos obtenidos por el
corte de la doble cadena de DNA. Esta metodologia brinda la posibilidad de compa-
rar los perfiles de bandas generados después de la digestién por enzimas de restric-
cién de las moléculas de DNA de individuos diferentes. Las bandas son generadas por
la hibridacién de fragmentos de DNA con secuencias homélogas de DNA radiomar-
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cadas. Los RFLPs permiten detectar las diferencias de sexo porque los cromosomas
sexuales en este caso tienen patrones de asociacién con la sonda radiactiva. Dentro
de las limitaciones estd su dificil automatizacién y la manipulacién de material
radiactivo para su visualizacién (Ferrerira y Grattpaglia, 1998). Esta metodologia ha
sido usada con éxito por Dvordk et al., 1992, quién logré identificar la sonda pMgT
que detecta RFLPs ligados al sexo en Gallindceas y otras especies de aves.
Minisatélites. Jeffreys et al., 1985, describen a los minisatélites como regiones no
codificantes del genoma de aproximadamente 100 pb que se encuentran organizadas
en repeticiones en tandem. Generalmente estos sitios presentan un polimorfismo
debido a la variacién en el nimero de repeticiones; a esto se le conoce como niimero
variable de repeticiones en tandem (VNTR). Estos autores describieron y desarrollaron
las sondas de DNA que son capaces de descubrir nimeros grandes de minisatélites y
la hipervariabilidad de los sitios, por medio de la hibridacién de los fragmentos de
DNA digeridos y de su posterior electroforesis, donde se visualiza un patrén de ban-
das que es unico para cada individuo.

Miyaki et al., 1997, por medio de fragmentos de DNA digeridos con las enzimas de
restricciéon Mbol y Haelll (para Amazona y otros géneros, respectivamente), identificaron
bandas especificas de sexo en hembras del orden Psittaciformes. No fue posible deter-
minar el sexo de todas las especies entre ellas loros de “cola corta” (géneros Amazona,
Pionus, Pionites y Pionopsitta), asi como de Deroptyus y Triclaria (loros de “cola larga”). Fue
eficaz para sexar aves pertenecientes al grupo de los loros de “cola larga” de los géneros
Ara, Anodorhynchus y Cyanopsitta (guacamayas) y Aratinga y Nandayus (loros).
Microsatélites. Consisten en secuencias cortas de 1 a 4 nucledtidos repetidos entre 10
y 50 veces a lo largo del genoma rodeados por regiones altamente conservadas (Kuhl
y Caskey, 1993). Los microsatélites son vulnerables a errores en la replicacién, a causa
de su estructura repetitiva como consecuencia de una deficiencia postreplicativa
durante la reparacién de apareamientos erréneos (Toledo y Cruz, 2005).

Yeung et al., 2004, desarrollaron siete marcadores polimérficos de microsatélites
enriquecidos con la repeticién nucleotidica GATA. Dos de los alelos pueden ser usa-
dos para la identificacién del sexo de aves, pero en este, se observan a los machos
como heterocigotos y a las hembras como homocigotas segtin el nimero de bandas.
Por otro lado, Nesje y Roed, 2000, describieron dos marcadores de microsatélite
construidos de una hembra de halcén peregrino (Falco peregrinus). Los fragmentos
NVH fp49 y NVH fp102 se encuentran exclusivamente en el cromosoma W, lo cual
permite identificar a las hembras de halcones facilmente.

METODOLOGIAS QUE HACEN USO DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Esta técnica hace uso de una caracteristica fundamental del DNA que es la com-
plementariedad de sus bases nucleotidicas. Utiliza una enzima que realiza la copia de
la secuencia de interés que se conoce como Taq Polimerasa, también unas pequefias
secuencias de nucledtidos denominadas primers o cebadores y condiciones de tempe-
ratura y cofactores que aseguran que la hebra de DNA se abra, los primers se unan, la
Taq polimerasa copie; este proceso se repite cientos de veces; lo que permite que a
partir de poca cantidad de DNA se obtengan miles de copias del mismo para realizar
andlisis multiples.
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Polimorfismo de DNA amplificado al azar (RAPD). Técnica que emplea primers
cortos (10 nucledtidos) de secuencia arbitraria, que permiten realizar la amplificacién
sin la necesidad de conocer las secuencias blanco de nucleétidos. Es una técnica
simple y de bajo costo (Welsh y McClelland, 1990). El empleo de esta técnica ha
permitido generar huellas genéticas reproducibles que facilitan la identificacién del
sexo al cual pertenecen cierto tipo de aves tales como: Parus major (carbonero co-
mun), Haematopus ostralegus (Ostrero comun), Jacana spinosa (Gallito de agua Mejica-
no), Merops apiaster (Abejaruco comun) entre otros (Ferrerira y Grattpaglia, 1998;
Lessells y Mateman, 1998). Asi mismo Chean-Ping et al., 2007, lograron sintetizar un
juego de primers que le permitié identificar secuencias especificas de 777pb en
Streptopelia orientalis (tortola oriental), secuencias que se encuentran conservadas en
otras especies de como Streptopelia chinensis (Tortola china) y Columba livia (Paloma
bravia), a su vez, esta técnica fue empleada para identificar nuevos marcadores sexua-
les en las aves, para lo cual se emplearon 160 primers construidos a partir de la técnica
RAPD-PCR, lo cual permitié identificar una banda de 902 pb propia de las hembras
y ausente en los machos (Chean-Ping et al., 2007). Esto indica que los marcadores
RAPD podrian emplearse en la identificacién del sexo, ya que si el marcador seleccio-
nado estd en el cromosoma W, él seria amplificado solamente en las hembras,
proporcionando asi un marcador especifico para este genero (Griffiths y Tiwari,
1995). Sin embargo, esta técnica tiene baja reproducibilidad debido a las condiciones
de reaccién y/o competencia entre el DNA de diferentes fragmentos, que hace que
aparezcan bandas inespecificas mas débiles (Ellegren, 1996; Griffiths et al., 1996); la
mayorfa de los primers empleados son generalmente especificos, lo que lleva a gran
cantidad de tiempo y costos en los primers a ser probados para una nueva especie;
ademds, mutaciones en el sitio de unién del primer puede ocasionar la aparicién de
alelos nulos llevando a errores en la identificacién (Lessells y Mateman, 1998).
Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP). Esta metodologia es
una combinacién de las técnicas RFLP y PCR; tiene la ventaja de ser reproducible,
analiza gran cantidad de loci detectando polimorfismos a partir de poca muestra.
Consta de cuatro etapas: primero se somete el DNA a una digestién con dos enzimas
de restriccién; luego se incorporan adaptadores especificos a los extremos de los
fragmentos genémicos generados por la digestién enzimatica; en la tercera etapa, una
fraccién de los fragmentos generados es amplificado en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando primers especificamente disefiados para reconocer las
secuencias en los adaptadores y, finalmente, los fragmentos generados son visuali-
zados en geles de agarosa o poliacrilamida.

Los AFLPs pueden ser usados para generar suficientes marcadores polimérficos que
permitan detectar pequefias diferencias individuales a nivel de huella genética, dtil para
identificacién de individuos, estimacién de andlisis de parentesco y en la determinacién
del sexo en algunas aves como Struthio camelos (Avestruz) y Phalacrocorax aristotelis
(Carmoran mofiudo); se han determinado aproximadamente 120 marcadores, de los
cuales dos se encuentran solamente en el cromosoma W del Phalacrocorax aristotelis y
tres en el Struthio camelos, permitiendo su clasificacién (Griffiths y Orr, 1999). A su vez
reconoce la presencia o ausencia de fragmentos de DNA en un locus dado, pero tiene
la desventaja de ser un marcador dominante (Ferrerira y Grattpaglia ,1998).
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Este compendio de técnicas moleculares han resultado utiles para ciertas especies de
aves, pero algunas de las secuencias que son reconocidas por un determinado juego
de primers o por una metodologfa no son reproducibles en todas las especies, debido
a que el DNA no codificante que se encuentran en el cromosoma W evoluciona y
cambia de secuencia rapidamente (Lessells y Mateman ,1998; Griffiths y Orr, 1999).
Por tal motivo, se buscé la identificacién de una secuencia de DNA que se encontrara
ligada a los cromosoma Z y W, que fuera bastante conservada entre especies, en la
mayorfa de los casos éstas son secuencias exdnicas dentro de los genes que finalmente
se traducen a proteinas y que cumplen funciones especificas en el organismo. Las
otras secuencias dentro de los genes que no hacen parte de la proteina final, se
denominan intrones; debido a que estas secuencias no codifican para aminodcidos es
mds probable que tengan cambios en su secuencia de nucleétidos que aquellas que
codifican, esto hace que al analizar la totalidad de secuencia de nucledtidos entre
diferentes especies de aves, podamos observar diferencias; este fenémeno es cono-
cido como variabilidad intrénica (Ellegren y Fridolfsson, 1997).

Diferencias en el tamafio del intrén por la amplificacién del Gen CHD. La prueba de
sexaje molecular se basa en el andlisis del gen cromo-helicase-regién de unién al DNA
(CHD), el cual hasta el momento ha sido uno de los pocos genes ligados tanto al cro-
mosoma Z como al W (Giriffiths y Holland, 1990; Griffiths y Tiwari, 1995; Kahn et al.,
1998). Este gen se encuentra muy conservado entre los diferentes érdenes evolutivos
tanto a nivel de nucleétidos como de aminodcidos y se ha demostrado que puede ser
usado para la identificacién del sexo en aves, con unas pocas excepciones como las
ratites (avestruces; Griffiths et al., 1998; Fridolfsson y Ellegren, 2000). Las tipificaciones
basadas en este gen pueden darse por el corte diferencial con enzimas de restriccién del
producto amplificado (Griffiths et al., 1998), polimorfismo conformacional de banda
dnica (SSCP) (Griffiths et al., 1998; Diaz et al., 2004), o diferencias en el tamafio del
intrén amplificado (Kuhl y Caskey, 1993; Miyaki et al., 1997; Millar et al., 2000;
Bermddez-Humaran et al., 2002a).

Para la identificacién y posterior amplificacién del gen, se han empleado una serie de
primers que se caracterizan por poseer una secuencia nucleotidica capaz de reconocer
regiones exdnicas conservadas, permitiendo de esta manera que se lleve a cabo la
amplificacién de un intrén, que es menos conservado (Griffiths et al., 1998; Kahn et
al., 1998). Esto permite observar diferencias de tamafio en los productos amplifi-
cados del gen CHD en los cromosomas W y Z, debido a que presentan longitudes
diferentes en los intrones que son amplificados para la determinacién del sexo
(Fridolfsson y Ellegren, 1999). La copia de W siempre es mds grande, haciendo pensar
que en algunos casos ha ocurrido una deleccién en el cromosoma Z o una insercién
en el cromosoma W (Kahn et al., 1998). Por tal motivo, es factible detectar un pro-
ducto de amplificacién del fragmento del gen CHD representado por una banda
tnica por electroforesis en el macho, ya que este es homogamético (ZZ) y los dos
productos de amplificacién provenientes de cada uno de estos cromosomas
presentardn igual peso molecular; mientras que en las hembras se obtienen dos
bandas de distinto tamafio correspondientes a los productos de las amplificaciones
de los genes CHD-Z y CHD-W, lo que permite la asignacién inequivoca de sexo en una
muestra determinada (Fig. 1).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa para la identificacién de sexo en aves, evaluando la dife-
rencia del tamafio del intrén del gen CHDW y CHDZ, mediante el uso de primers 2550F/2718R. Los
machos se identifican por la presencia una sola banda proveniente del producto de amplificacién de
los cromosomas Z, mientras que las hembras muestran dos bandas correspondientes a los cromo-
somas W'y Z (Zafiiga y Ramirez 2008).

Para la amplificacién de dicha secuencia se han empleado con éxito los primers P2/P8
descritos por Griffiths et al., 1998. Posteriormente Fridolfsson y Ellegren, 1999, publica-
ron otros primers (2550F/2718R) y otras condiciones de PCR que aseguraban la amplifi-
cacién de ciertas especies de aves que no habian podido ser identificadas previamente.
Con los primers 2550F/2718R se obtienen diferencias en un rango entre 150 a 250 pb;
mientras que las diferencias en las secuencias obtenidas con los primers P2/P8 oscilan
entre 10 y 80 pb (Fridolfsson y Ellegren, 1999; Jensen et al., 2003). Esta pequefia diferen-
cia de tamafio hace que estos dos productos sean facilmente identificables por electro-
foresis en geles de agarosa o de poliacrilamida. Este es un tipo de metodologia simple,
rdpida comparado con otras técnicas moleculares y a su vez requiere cantidades muy
pequefias de DNA que pueden obtenerse de gotas de sangre o incluso de una pluma.

VARIANTES DE LA METODOLOGIA DE AMPLIFICACION DEL GEN CHD

A pesar de que la metodologia anteriormente expuesta es aplicable para un amplio
rango de taxa de aves, existen dificultades para la asignacién del sexo en aquellas que
pertenecen a las familias Anatidae, Gruidae, Scolopacidae, Falconidae y Accipiteridae.
Debido a que los productos de amplificacién obtenidos del gen CHD-W y CHD-Z son
muy similares, pues tan solo existe una diferencia de 2pb, que hace dificil identificar los
productos obtenidos de la PCR (Ito et al., 2003), en cualquiera de los geles mencio-
nados. De esta manera tanto hembras como machos aparecen con una banda. Por tal
motivo, se han establecido nuevos métodos que tienen como base la PCR, los cuales
permitan realizar una determinacién adecuada del sexo en las aves; uno de ellos es el
PCR-RFLP.

PCR-RFLP. En este método el producto de amplificacién del gen CHD es digerido con
las enzimas de restriccién Ddel o Hae III. El sitio Ddel es conservado en 14 especies
de nueve géneros diferentes como Gallus, Cyanopsitta, Ara, Amazona, Aratinga, Psittacus,
Cyanoliceus y Rynchopsitta (Griffiths y Tiwari, 1995; Griffiths et al., 1996; Bermudez-
Humardn et al., 2002a). Ejemplos de identificacién eficiente de sexo con el corte con
la enzima Haelll incluyen miembros de la familia Accipitridae, donde los dos pro-
ductos amplificados de CHD-Z como CHD-W son del mismo tamafio. En este caso,
el corte por la enzima de restriccién al producto amplificado, es selectivo para CHD-
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Z pero no para W; de esta manera las hembras aparecerian con tres bandas y los
machos con dos (Bermidez-Humaran et al., 2002b; Sacchi et al., 2004; Reddy et al.,
2007). Sin embargo, esta metodologia tiene la limitacién de una secuencia especifica
para que el corte con la enzima de restriccién ocurra, cuando esta ha mutado no
ocurre tal reconocimiento lo cual dificultaria la diferenciacién sexual (Bermudez-
Humaran et al., 2002b).

Sistema de mutacién refractaria a la amplificacion (ARMS) o PCR alelo especifico
(ASPCR). Esta técnica puede amplificar solamente alelos especificos usando un pri-
mer 3’terminal desigual, el cual dnicamente se une al alelo especifico (Newton et al.,
1989; Ugozzoli y Wallace, 1991; Ito et al., 2003), permitiendo asi, identificar produc-
tos de mutaciones puntuales. Esta novedosa alternativa trae consigo varias ventajas:
primero, requiere Unicamente PCR, la cual es facil y rapida de realizar, segundo, si no
hay una enzima de restriccién que reconozca el sitio, esta puede distinguir entre dos
copias homologas (Ito et al., 2003). La utilizacién oportuna de los ARMS ha per-
mitido determinar el sexo en miembros de la familia Falconidae y Accipritidae,
especialmente en especies que no pueden ser sexadas por los métodos basados en el
polimorfismo de la longitud intrénica; los ARMS han logrado detectar puntos de
mutacién existentes entre CHDW y CHDZ (Ito et al., 2003; Reddy et al., 2007).

FAMILIA DE GENES CHD

El gen CHD fue inicialmente aislado en ratones, posteriores hallazgos encontraron
que es un gen altamente conservado encontrado desde levaduras hasta humanos. En
la actualidad, se hace referencia a la familia de genes CHD que codifican para pro-
teinas que comparten secuencias y dominios funcionales asociados con la regulacién
de la cromatina, estructura y transcripcién del gen (Woodage et al., 1997).

Las proteinas codificadas por esta familia de genes tienen tres dominios a los cuales
deben su nombre: proteina Cromohelicasa/ATPasa de unién al DNA (Cromo-Helicase/
ATPase DNA binding protein: Fig. 2). El cromodominio, tiene una secuencia de ami-
noacidos similar a las proteinas HP1 y Policomb que son proteinas involucradas en la
represién génica, probablemente asociado a la condensacién de la cromatina, aun-
que este mecanismo aun no es muy claro (Singh et al., 1991). El segundo dominio
Helicasa/ATPasa es similar a las proteinas SNF2 del humano, que se han demostrado
activan la transcripcién por descondensacién de la cromatina (Sudarsanam y Winston,
2000). El tercer motivo de unién al DNA se une selectivamente a secuencias ricas en
AT, via interaccién con el surco menor del DNA.

La identificacién de la estructura de las proteinas miembros de la familia CHD fue sor-
prendente, pues en una sola proteina se conjugan funciones aparentemente contrarias y
que habian sido descritas para proteinas separadas. Aunque no existe evidencia defini-
tiva de los mecanismos de accién de los genes CHD y sus productos, Woodage et al.,
1997, proponen un modelo general en el cual ellas funcionan como reguladores nega-
tivos de la expresién génica, modificando la cromatina activa transcripcionalmente a
una forma de heterocromatina, limitando asi, el acceso del aparato transcripcional al
DNA del cromosoma; refieren ademads que las funciones de estas proteinas, pueden dar-
se por la formacién de complejos con otras proteinas con afinidad por el ADN y la cro-
matina, lo que permitiria una variedad en los lugares de unién. El gen CHD encontrado
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. Cromedominio Dominio helicasa/ATPaza O Dominio de unién al DNA

Figura 2. Cromo-dominios presentes en la estructura de la proteina CHD. Modificado de Woodage
etal., 1997.

en aves, por ser altamente conservado y ademas estar ubicado en cromosomas sexuales
es un blanco casi universal para la identificacién de sexo en aves (Ellegren, 1996).

LIMITACIONES

Los primers P2/P8 tienen la desventaja de que el producto de PCR del alelo del gen
CHD-Z es menor que el de Wy puede amplificarse de manera preferencial. Esto puede
llevar a que las hembras sean confundidas como machos, sobre todo cuando la
amplificacién es débil. Ademds, en algunas especies la diferencia en el tamafio de los
intrones amplificados por este juego de primers es muy pequefia (Griffiths etal., 1998),
por lo tanto se recomienda utilizar geles de poliacrilamida y no de agarosa para
separar mejor las bandas de Wy Z, ya que la poliacrilamida proporciona una mejor
resolucién. Por ejemplo, en las alcitas (Aethia spp. orden Charadriformes) los
fragmentos amplificados no pueden ser distinguidos en geles de agarosa. Por otra
parte, la asignacién del sexo por los primers P2/P8 puede ser dificil por el polimor-
fismo del gen CHD-Z (Dawson et al., 2001).

Fridolfsson y Ellegren, 1999, encontraron que usando los primers 2550F/2718R en aves
como la barnacla clariblanca, el esmerején y el correlimos comtin (Branta leucopsis, Falco
columbarius y Calidris alpina, respectivamente) el amplificado del gen CHD-W era menor
en tamafio que el de Z, visualizdndose una sola banda de amplificacién en machos y
hembras debido a que CHD-W se amplifica de manera preferencial.

CONCLUSIONES

La utilizacién de metodologias basadas en la PCR y en el gen CHD facilitan la
identificacién inequivoca del sexo en aves, es una metodologia util para tipificar el sexo
en especies pertenecientes a distintos érdenes con escaso o nulo dimorfismo sexual, de
aplicabilidad para reconocer la proporcién de sexos de una poblacién cautiva y lograr
establecer el nimero correspondiente a los pares de cria potenciales, convirtiéndose de
esta manera en una ayuda en la implementacién de programas de reproduccién en los
zooldgicos o en especies amenazadas, en las que se planea implementar programas de
conservacion ex situ que implica la determinacién inequivoca de sexo. Por otro lado la
aplicacién de estas metodologias resulta una herramienta muy dtil para productores,
explotaciones o estudios de heredabilidad de rasgos de importancia econémica.
Apoya sin duda la obtencién de informacién para estudios de comportamiento, eco-
logfa y estructura de poblaciones de aves silvestres. Las metodologias que hacen uso
del DNA son herramientas valiosas por su rapidez, sensibilidad y la posibilidad de
toma de muestras como plumas, ufias o simples gotas de sangre que minimizan el
dolor y el estrés en los procedimientos de toma de muestra.
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