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Resumen

La familia Furnariidae constituye uno de los grupos de aves con mayor riqueza de especies en
el Neotropico y es considerada como vulnerable ante eventos de perturbaciéon de su habitat. En
esta familia el sexaje de sus individuos es complejo, ya que no presentan dimorfismo sexual
aparente, lo cual limita la investigacion en estudios de dinamica poblacional y evolutivos.
En este trabajo, se analizo el ADN obtenido del calamo de plumas, por el método fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, de 15 especies de furnaridos capturados en cuatro localidades
del departamento de Caldas entre agosto del 2009 y marzo del 2010. La amplificacién por
PCR de los genes CHD-Z y CHD-W con los iniciadores P2-P8 y 2550F-2718R, permitieron la
diferenciacién de machos y hembras de siete especies (Synallaxis azarae, S. brachyura, Xenops
minutus, Dendrocincla tyrannina, Lepidocolaptes lacrymiger, Campylorhampus trochilivostris,
C. pusillus), de las cuales no se tenian reportes de su sexaje molecular. Se demostro la
eficacia (80,65%) de la fuente para la extraccion de ADN (calamo de plumas), como método
no invasivo, de facil manipulacion y almacenaje; que puede ser aplicado en estudios de
dinamica poblacional, estructura genética, sistemas reproductivos y de comportamiento, y
de manera amplia, en el manejo y conservacion de esta familia.
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SEX DETERMINATION IN BIRDS OF FURNARIIDAE FAMILY BY
MOLECULAR TECHNIQUES

Abstract

The Furnariidae family is one of the most diverse groups of birds in the Neotropics, and
it is considered as a vulnerable to habitat disturbance group. The sexing of individuals in
this family is complex due the lack of clear sexual dimorphism which limits the research in
population dynamics and evolutionary studies. In this study, the DNA was extracted from
the quill of the feathers using the phenol-chloroform-isoamyl alcohol method in 15 furnarids
species captured in four localities from the Department of Caldas between August 2009
and March 2010. The PCR amplification of CHD-Z and CHD-W genes with primers P2-P8 and
2550F-2718R, allowed the differentiation of males from females of seven species (Synallaxis
azarae, S. brachyura, Xenops minutus, Dendrocincla tyrannina, Lepidocolaptes lacrymiger,
Campylorhampus trochilirostris, C. pusillus), from which there was not previous report of
molecular sexing. The efficiency of the source for DNA extraction (80.65%) from feathers
as a non-invasive, easy to use, handle and storage method that can be used in population
dynamics, genetic structure, reproductive systems and behavioral studies, and in a wider
way, in the management and conservation of this family was demonstrated.
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INTRODUCCION

Se distribuye desde el norte de México hasta la Patagonia (HEIMERDINGER,

1995; MEZQUIDA, 2001), y dentro de la avifauna mundial, representa una de
las familias con mayor riqueza de especies (REMSEN, 2003). Se la encuentra en
bosques tropicales, matorrales densos, marismas, pantanos, llanuras abiertas de
escasa vegetacion y sistemas rocosos con presencia de herbaceas (SKUTCH, 1969;
WILLIS, 1991). En general, los furnaridos son organismos de tamano mediano
(9-30 cm de longitud), con plumaje pardo (-grisaceo, -rojizo), bastante similar en
machos y hembras (FJELDSA & KRABBE, 1990; RIDGELY & TUDOR, 1994), y con
escaso o nulo dimorfismo sexual (ligeras diferencias en el tamario y coloracion del
plumaje entre sexos de algunas especies) (REMSEN, 2003). En Colombia, algunos
autores han descrito esta familia como vulnerable ante la perturbacion de su
habitat y como un grupo en el que se han registrado extinciones locales a través
de los Andes (KATTAN et al., 1994; RENJIFO, 1999; CASTANO, 2004; CASTANO &
PATINO, 2007, 2008). Asi mismo, algunas de sus especies se encuentran incluidas
dentro de las categorias de amenaza nacional e internacional (RENJIFO et al.,
2002).

I a familia Furnariidae constituye un grupo de aves exclusivo del nuevo mundo.

En la familia Furnariidae, como en muchas especies de aves, la determinacion del
sexo se dificulta debido a su monomorfismo sexual, y los métodos tradicionales
de sexaje, como la endoscopia, determinacion de niveles hormonales, cariotipo
y la observaciéon del comportamiento, presentan ciertas desventajas por ser
traumaticas y estresantes, sumado a que generalmente son protocolos extensos
e ineficientes para establecer el sexo de juveniles (LIZA et al., 2008; MATTA et al.,
2008; CARDONI et al., 2009). El descubrimiento en aves del gen CHD-W, exclusivo
para hembras y CHD-Z, presente en ambos sexos (hembras, ZW; machos, ZZ), ha
permitido desarrollar un método universal de su sexaje, que consiste en localizar
los dos genes conservados CHD (chromo-helicase-DNA-binding), ubicados en
los cromosomas sexuales, exceptuando Ratitae, donde se plantea que estos no
sufrieron ningun tipo de mutacion previa a la divergencia aviar, y por ello son
indistinguibles y morfologicamente similares a los cromosomas autosémicos
(GRIFFITHS et al., 1998; FRIDOLFSSON & ELLEGREN, 1999).

GRIFFITHS et al. (1998), a través de la amplificacion de los genes CHD-Z y CHD-W,
diferenciaron el sexo en aves de una pareja de cada una de las 28 especies
que analizaron distribuidas en 23 familias, método que ha sido ampliamente
documentado en varios grupos, entre los que se destacan Pipridae (RYDER &
DURAES, 2005; ANCIAES & NASSIF, 2002), Accipitridae (DONOHUE & DUFTY,
2006), Cinclidae (CAMPOS et al., 2005), Psittacidae (CAPARROZ et al., 2001) y
Strigidae (DOUBLE & OLSEN, 1997). La utilidad de la técnica es evidente en especies
de escaso o nulo dimorfismo sexual, aunque también puede ser necesaria en
especies en las que a pesar de existir un claro dimorfismo sexual en adultos,
en los estadios juveniles, son controversiales (GRIFFITHS & KORN, 1997). En
esta investigacion se utilizo ADN extraido del calamo de plumas de aves de la
familia Furnariidae y la amplificacién por PCR de los genes CHD-W y CHD-Z, como
herramientas para determinar el sexo, y a su vez, resaltar un método no invasivo
que reduce el impacto sobre el bienestar de las aves, particularmente aquellas con
algun grado de amenaza.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se realizo en cuatro localidades del departamento de Caldas,
en la vertiente occidental de la Cordillera Central: I. Reserva forestal protectora
bosques CHEC S.A. E.S.P., ubicada entre los municipios de Manizales y Villamaria
(5°1°27,2” N - 75°24’48,3” W), comprende altitudes desde 2000 hasta 3500 m, y
un area de 3890 ha (SALAZAR-RAMIREZ, 2010); II. Jardin Botanico Universidad de
Caldas, ubicado al sureste de la ciudad de Manizales (5°4’12” N - 75°31’14” W), a
2150 m, y un area de 15 ha (GALLEGO, 2000); III. Ecoparque Alcazares-Arenillo,
ubicado dentro del casco urbano de Manizales (54’ N - 7532’ W), entre 1730 y
1960 m de altitud, y un area de 70 ha (ARANGO-B. et al., 2007); IV. Vereda San
Juan, corregimiento Berlin, municipio de Samana, a 700 msnm.

En las cuatro localidades se realizo la captura de aves empleando 10 redes de
neblina (12 x 2,5 m x 36 mm), con un esfuerzo total de muestreo de 2432 horas/
red. Los furnaridos capturados se marcaron con anillos plasticos tipo celuloide
de colores, y se clasificaron de acuerdo a REMSEN et al. (2011). De cada uno de
los individuos se recolectaron rémiges primarias y rectrices, que se almacenaron
en tubos Eppendorf de 1,5 ml con 0,5 ml de etanol al 70%, para la posterior
obtencion del ADN (DONOHUE & DUFTY, 2006; CONSTANTINI et al., 2008).

El ADN fue extraido del calamo de plumas, por el método fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico, de acuerdo a la metodologia propuesta por BELLO et al
(2001). La cantidad y calidad del ADN se midi6 con un espectrofotometro
(NanoVue 80-2140-00, ®General Electric). La amplificacibn de los genes
CHD-Z y CHD-W, se realiz6 mediante un PCR utilizando los iniciadores P2
(5" TCTGCATCGCTAAATCCTTT3"), P8 (5 CTCCCAAGGATGAGRAAYTG3")
descritos por GRIFFITHS etal.(1998),y2550F (5 " GTTACTGATTCGTCTACGAGA3 ),
2718R (5 ATTGAAATGATCCAGTGCTTG3 ") desarrollados por FRIDOLFSSON
& ELLEGREN (1999). Las condiciones de amplificacién, tanto para la mezcla de
reaccion como para el perfil térmico, se realizaron segun CARDONI et al. (2009)
con modificaciones. Los productos de amplificacién se visualizaron en geles de
poliacrilamida al 4 y 6%, coloreados con nitrato de plata (SANGUINETTI et al,
1994). Los controles positivos correspondieron a muestras de Gallus gallus, y
como controles negativos y de reaccion, se utilizé agua destilada-desionizada.

RESULTADOS

Las herramientas moleculares empleadas, permitieron la separacion entre
machos y hembras de 7 especies de Furnariidae (3 especies de la subfamilia
Furnariinae y 4 de Dendrocolaptinae): Synallaxis azarae, S. brachyura, Xenops
minutus, Dendrocincla tyrannina, Lepidocolaptes lacrymiger, Campylorhampus
trochilirostris, C. pusillus. La eficiencia de la reaccién de PCR, para amplificar los
genes CHD-Z y CHD-W, fue del 80,65% (25 de 31 individuos con amplificaciones
positivas) (Tabla 1). En estas 7 especies los iniciadores P2-P8 y 2550F-2718R,
mostraron pesos moleculares exclusivos y claramente diferenciables para machos
y hembras, particularmente donde la eficiencia de los iniciadores es especie-
especifico (Tabla 1, Figuras 1 y 2). Sin embargo, las especies Cranioleuca erythrops,
Premnoplex brunnescens, Thripadectes holostictus, Dendrocincla fuliginosa y
Glyphorynchus spirurus, no presentaron amplificacion positiva, y algunas, aunque
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mostraron amplificacion, no permitieron la diferenciacion del sexo (Anabacerthia
striaticollis, Xiphocolaptes promeropyrhinchus y Dendrocolaptes picummus). En
términos globales, la eficiencia de la reaccion de PCR, para amplificar los genes
CHD-Z y CHD-W para el total de individuos capturados, fue del 66% (29 de 44
individuos con amplificaciones positivas). La utilizacién de plumas de individuos
adultos de Gallus gallus, como fuente de ADN, tanto para la estandarizacion de
las pruebas moleculares, como fuente de control positivo, resulté exitosa ya que
favorecio la obtencion de ADN de buena cantidad y calidad (Figura 1).

[A]
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Figural. Amplificacién de los genes CHD-W y CHDZ, con los iniciadores P2-P8. Gel
de poliacrilamida al 6%, coloreado con nitrato de plata. A) 1: Marcador de peso
molecular (100 pb), 2: Control de reaccidn, 3: Control negativo, 4: Gallus gallus
macho, 5: Gallus gallus hembra. B) 1: Marcador de peso molecular (100 pb), 2:
Campylorhampus pusillus Macho, 3: Campylorhampus pusillus hembra.

DISCUSION

El estudio revel6 la diferenciacion molecular entre machos y hembras en 7 de
las 15 especies de furnaridos evaluados, usando como fuente de ADN el calamo
de las plumas. En las otras 8 especies no se logr6 una clara diferenciacion
sexual, lo que puede explicarse por la evaluacién molecular de un solo individuo
por especie (Anabacerthia striaticollis, Cranioleuca erythrops, Dendrocincla
fuliginosa, Thripadectes holostictus), analisis molecular de individuos de un solo
sexo (Dendrocolaptes picummus), o por la falta de eficiencia de los iniciadores
para lograr la amplificacion de los genes CHD-Z y CHD-W en el caso de las
especies Glyphorynchus spirurus, Premnoplex brunnescens, Xiphocolaptes
promeropyrhinchus.
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Tabla1l.  Furndridos sexados molecularmente con amplificacién positiva por PCR de los
genes CHD-Z y CHD-W, usando dos iniciadores y Gallus gallus como control
positivo. Tamafio del fragmento amplificado en pb.

Taxén # Amplificaciones o Iniciadores
Individuos positivas (PCR) P2-P8 2550F-2718R

Furnariinae
Synallaxis azarae 14 9 3 380 750

Q 380-410 750-800
Synallaxis brachyura 5 4 ) - 700

0 - 680-700
Xenops minutus 2 2 a8 380 -

Q380410 -
Dendrocolaptinae
Dmdn?cimla ) ) a ) 700
tyrannina

@ 380-410 ;
lLepidoc.alaptes 3 3 a 380 750
lacrymiger

Q 380-410 700-750
Cﬂm]lzy‘lorhﬂlmpw 3 3 a 380 i
trochilirostris

Q380410 -
Cm"npylor/mmpu: ) ) a 380 i
pusillus

@ 380-410 700-750
Gallus gallus - - ) 380 700

Q 380-400 550-700

En Colombia, estos son los primeros resultados que comprueban que machos
y hembras de especies de la familia Furnariidae, son claramente distinguibles
a través de la amplificacién de los genes CHD-Z y CHD-W, y se demuestra el
polimorfismo de tamafio (peso molecular), entre estos genes, como ha sido
reportado en otras especies y grupos de aves (DOUBLE & OLSEN, 1997; GRIFFITHS
et al., 1998; CAPARROZ et al., 2001; ANCIAES & NASSIF, 2002; CAMPOS et al.,
2005; RYDER & DURAES, 2005; DONOHUE & DUFTY, 2006), permitiendo una clara
diferenciacion génica (y sexual, en este caso), contrario a lo reportado en Ratitae,
donde los genes CHD-Z y CHDW, son indistinguibles (GRIFFITHS et al., 1998;
FRIDOLFSSON & ELLEGREN, 1999). La utilizacion de los iniciadores P2-P8, permitio
visualizar un amplicon correspondiente al gen CHD-W mas pesado (400 pb para
furnaridos y 410 pb para Gallus gallus) que el CHD-Z (380 pb). Con los iniciadores
2550F-2718R, se comprobo el amplio polimorfismo presente en los cromosomas
sexuales de aves. El tamario de los amplicones con los dos iniciadores, presentaron
diferencias entre machos y hembras, con variaciones dependiendo de la especie,
lo que es concomitante con lo encontrado por GRIFFITHS et al. (1998). De igual
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forma, FRIDOLFSSON & ELLEGREN (1999) y JENSEN et al. (2003), reportaron que
con la utilizacion de los iniciadores 2550F-2718R, se obtienen diferencias en un
rango de 150 a 250 pb; mientras que para los iniciadores P2-P8 oscilan entre 10 y
80 pb, aspectos similares a nuestros resultados; es decir, las diferencias evidentes
en los amplicones se presentaron con los iniciadores 2550F-2718R.

800 pb
750 pb 700 pb

550 pb

Figura2. Amplificacién de los genes CHD-W y CHDZ, con los iniciadores
2550F-2718R. Gel de poliacrilamida al 6%, coloreado con nitrato de
plata. 1: Marcador de peso molecular (100 pb). 2 y 4: Synallaxis azarae
hembra. 3: Synallaxis azarae macho. 5y 7: Gallus gallus hembra. 6y 8:
Gallus gallus macho.

El ADN extraido del calamo de plumas de algunas especies de aves, constituye
una fuente de buena cantidad y calidad, resultados similares a los obtenidos
por HARVEY et al (2006) y SILVEIRA (2009). Las plumas constituyen un
material biologico clave para el sexaje en aves pequeilas como los furnaridos
(otras investigaciones obtienen muestras de sangre de la vena braquio-femoral,
ver MORENO et al., 2007), debido a que se reduce notablemente el tiempo de
manipulacion de las aves y por lo tanto el estrés asociado con este procedimiento.
Aunque varios autores manifiestan que las plumas proporcionan un ADN de
menor cantidad y calidad que el obtenido a partir de sangre o tejidos (BELLO et
al., 2001; PALMA et al., 2001; DE VOLO et al., 2008; GEBHARDT & WAITS, 2008), el
método posee ventajas para estudios de especies vulnerables o con algun grado
de amenaza, al ser una técnica no invasiva, no requiere entrenamiento especial, se
reduce el tiempo de manipulacion del ave, no genera residuos peligrosos, permite
un almacenaje sencillo y facilita la tarea de muestreo, tal como lo registran
DONOHUE & DUFTY (2006) y HARVEY et al. (2006). Asi mismo, el uso de Gallus
gallus como control positivo, hace el procedimiento facilmente replicable, sumado
a que es una especie comun, de facil acceso y con un claro dimorfismo sexual en
estado adulto.
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Las parejas de iniciadores no siempre fueron eficientes para el sexaje de las aves,
ya que en varias ocasiones algunos individuos solo presentaron productos de
amplificacion con solo un iniciador. Esto puede explicarse por las cantidades
limitadas y la degradacion natural e inestabilidad del ADN, debido a la
congelacion y descongelacion de las muestras, que puede ser un motivo para la
no amplificacion (PALMA et al., 2001). De igual manera, el uso de un protocolo de
extraccion universal como el fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, puede influir
en la obtencion de un ADN de mayor calidad. WATSON et al. (2004), encontraron
que de 80 individuos analizados usando plumas como fuente de ADN, el 6,25% no
mostraron amplificacion. Por su parte, GEBHARDT & WAITS (2008) encontraron
que en faisanes de cuello dorado conlos iniciadores P2-P8 el 38,5% de las muestran
no amplificaron, y sugieren, al igual que GRANT (2001), que la baja amplificacion
puede correlacionarse con una menor cantidad y calidad del ADN presente en
las muestras, o a una PCR con condiciones suboptimas. Se debe tener en cuenta
que el grado de error puede variar segun las especies y que existen iniciadores
que resultan mas exitosos para algunas de ellas; también puede ocurrir por el
polimorfismo de algunos individuos (diferencias mutacionales en los sitios
del cebador), tal como lo reportan GEBHARDT & WAITS (2008), lo que puede
contrarrestarse en parte, con la busqueda y uso de iniciadores mas conservados
y universales.

Finalmente, aunque la familia Furnariidae es una de las de mayor riqueza de
especies en el Neotropico (REMSEN, 2003), son pocos los estudios que han tratado
de resolver la identidad sexual de sus especies, y los que se han realizado se han
enfocado en comparaciones morfométricas y del plumaje de machos y hembras
(WILLIS, 1972; WINKER et al, 1994; REMSEN, 2003; ROPER & HUTSON, 2003;
FARIA et al, 2007; MORENO et al., 2007; CARDONI et al., 2009), y muy pocos
han abordado la tipificaciéon molecular (FARIA et al., 2007; MORENO et al., 2007;
CARDONI et al., 2009). Estos factores, han limitado la investigacion en este grupo,
especialmente en temas relacionados con dinamica poblacional, seleccion sexual,
conflicto de sexos y comportamiento reproductivo (i.e. cuidado parental), todos
ellos claves para apreciar la evolucién y conservacion de esta gran familia. El
sexaje molecular de 7 especies de furnaridos en las cuales se logré una clara
diferenciacion entre machos y hembras (Tabla 1), se convierte en una herramienta
basica para su estudio, especialmente en Colombia, que alberga la mayor riqueza
de especies de esta familia.
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