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RESUMEN. Un alto porcentaje de especies de aves son sexualmente monomorficas, por
lo que la determinacién sexual es importante tanto para la reproduccién en cautiverio asi
como para ¢l establecimiento de programas de conservacion y manejo de especies en peli-
gro.

En el presente trabajo se aplicé una técnica de sexaje molecular, inicialmente descrita para
el género Ara, a otros cuatro géneros de Psiticidos: Pionus, Pionites, Amazona y Aratinga.
El método consistié en el analisis de patrones de restriccion de ADN generados por las
enzimas Haelll y Ddel en una regién de los genes CHDIZy CHDIW.

Individuos analizados mediante esta técnica fueron apareados y tuvieron descendencia.
La técnica de sexaje molecular usada en este estudio fue eficiente, rapida, sencilla y no
agresiva para los individuos analizados.

PALABRAS CLAVE. Enzimas de restriccion Haelll y Ddel, genes CHDIZ y W,
Psitacidae, sexaje molecular.

ABSTRACT. Molecular sexing in Psitacidae. A great percentage of bird species are sex-
ually monomorphic. Sex determination is important for breeding in captivity and for pro-
grammes of in situ conservation and management of rare or threatened species.

We applied a molecular sexing technique, initially described for the genus Ara, to four
other Psitacide genera : Pionus, Pionites, Amazona and Aratinga. The method consists in
the analysis of DNA restriction patterns generated by Haelll and Ddel enzymes on a region
of chromo helicase binding genes Z and W (CHDIZ and CHDIW).

Individuals sexed by this technique were mated and had offspring.

The molecular sexing technique used in this study was effective, fast, simple and not dis-
tressing for Psitacides.

KEYWORDS. CHDIZ and W genes, molecular sexing, Psitacidae, restriction enzymes
Haelll and Ddel.
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ca muestran que estos genes son alta-
mente conservados pero que han surgi-
do ciertas diferencias que pueden ser
explotadas para realizar sexaje molecu-
lar.

Bermudez-Humaran et al., (9) pro-
pusieron una nueva técnica para reali-
zar determinacion sexual en el género
Ara basados en el andlisis de diferen-
cias nucleotidicas entre los genes
CHDI W y Z. Asi, amplificaron un
fragmento de PCR de 110 bp del gen
CHDI utilizando informacién previa-
mente reportada por Griffiths y Tiwari
(10). Posteriormente secuenciaron esta
region y determinaron la presencia de
algunas diferencias nucleotidicas en las
secuencias de CHDIW y CHDIZ que
pueden ser reconocidas por las enzimas
de restriccion Xhol, Ddel y Haelll. La
informacién proveniente del analisis
con las dltimas dos tendria mucha utili-
dad en el sexaje.

De este modo, se establecio que el
corte con Haelll genera dos bandas en
los individuos machos, una de 65 bp y
otra de 45 bp, debido a que su sitio de
reconocimiento se localiza en el gen
CHDIZ . En las hembras, al no existir
sitio de reconocimiento para el corte, se
observa una banda de 110 pb prove-
niente del gen W y dos bandas de 65 y
45 bp resultants de la restriccion del
gen CHDIZ .

La enzima de restriccion Dde I tiene
un sitio de reconocimiento en ¢l gen
CHDIW y su corte genera dos frag-

mentos de 80bp y 30bp, de modo que el
patrén de restriccion para la hembra
estd estructurado por tres bandas de:
110bp (CHDIZ) y 80bp y 30bp
(CHDIW). En los machos, la restric-
¢ién con Ddel no afecta al fragmento de
110 bp correspondiente al producto de
PCR, debido a que no existe un sitio de
corte en CHDIZ.

En el presente trabajo, las secuencias
CHD fueron reanalizadas con el pro-
grama Gene Quest de Lasergene
(DNAstar, Inc.) (11), con el objetivo de
determinar exactamente la longitud del
fragmento CHD amplificado por
Bermudez-Humarén et al. (9) asi como
de los fragmentos de restriccion Haelll
y Ddel generados a partir del mismo.

Con esta informacion esclarecida, se
procedié a evaluar la aplicacién de la
técnica reportada previamente para Ara
(9), para sexar aves de los géneros
Aratinga, Amazona, Pionus y Pionites,
ademas individuos del género 4ra fue-
ron sexados como referencia positiva.

Los resultados obtenidos fueron
determinantes para establecer parejasy
obtener descendencia.

MATERIALES Y METODOS
Muestras biologicas

Se trabaj6 con individuos de los géne-
ros Pionus (10), Pionites (1), Aratinga
(1), Amazona (3) y Ara (3), a los cuales
se extrajo aproximadamente 300ul de
sangre por venopunctura braquial.
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Extracciéon de DNA

El DNA total fue extraido, a partir de
sangre, mediante shock hipoténico y
digestion ‘overnight’ con proteinasa K
en presencia de SDS. Posteriormente se
procedié a una doble extraccion con
CIA 24:1 y a la precipitacion de los aci-
dos nucleicos en etanol al 100%. El
ADN fue capturado mediante pesca con
una microvarilla de vidrio.

Amplificacién mediante PCR de una
region de CHD

Un fragmento de 111pb de los genes
CHD Z y W fue amplificado median-
te PCR utilizando los primeros P2
5'CTCTGCATCGCTAAATCCTTT3 y
P3  STAGATATTTCTGGATCTGA-
TAGTGA3'(10). La reaccion de ampli-
ficacidn se llevé a cabo en un volumen
de reaccion final de 12,5ml contenien-
do 30ng de DNA gendémico, buffer
FailSafe premix E 1X (Epicentre,
Madison,USA), primers P2 y P3 1,6
uM y 1,25U de Taq polimerasa
Platinum (Invitrogen). Los productos
de PCR fueron visualizados en geles de
agarosa al 2% y luego purificados usan-
do el kit Qiaquick PCR purification
(Qiagen, Courtaboeuf, France).

Andlisis con enzimas de restriccién

Las digestiones enzimaticas Haelll y
Ddel fueron realizadas en un volumen
final de 20ml, de acuerdo a los protoco-
los standard de digestion para enzimas
de restriccion y los fragmentos genera-

dos fueron visualizados en geles de

agarosa al 3,5%. El registro de la infor-
macioén se efectué mediante fotografia
digital.

Analisis de la secuencia CHD

La secuencia CHD fue analizada
mediante el mdodulo Gene Quest del
programa Lasergene (11) que permitié
realizar la simulacion de digestion con
Haelll y Ddel y establecer longitudes
exactas de los fragmentos a obtenerse.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de la secuencia del gen CHD
amplificada por Bermudez-Humaran et
al. (9), utilizando Gene Quest (11), pre-
ciso que la longitud exacta del fragmen-
to amplificado es de 111bp y que los
fragmentos de digestion con Haelll son
66 y 45 bp respectivamente, mientras
que la digestion con Ddel produce frag-
mentos de 78 y 33 bp (Figura 1).

La accién de restriccion de las enzimas
Haelll y Ddel en una region de 111pb de
los genes CHD Z'y W en psitacidos, ana-
lizada en el presente trabajo, permiti6
caracterizar sexualmente a los individuos
estudiados. Los patrones de restriccion
inicialmente descritos para Ara (9) fueron
obtenidos en todos los especimenes anali-
zados (géneros Pionus, Pionites, Ama-
zona y Aratinga) (Figuras 2 y 3), confir-
mando que la misma divergencia de
secuencia se ha mantenido en los paralo-
gos CHDZ y W en los géneros Ara,
Pionus, Pionites, Amazona 'y Aratinga.
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En lo referente al aspecto técnico es  mentales para establecer parejas y obte-
importante sefialar que se trata de una  ner descendencia, se recomienda la uti-
metodologia sencilla, rapida y no agre-  lizacién de la misma con fines de con-
siva para la determinacion del sexo en  servacién.
psitacidos. Ademas, considerando que
los resultados obtenidos fueron funda-
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O Figura 1. Simulacion del patrén de restriccion para Haelll y Ddel para los genes CHDI
Z'y W generado con el programa GeneQuest (machos: ZZ, hembras ZW). El gen W posee
un sitio de restriccion Ddel que determina un patrén de 3 bandas para la hembra (111, 78
y 33 pares de bases) y e una banda para el macho (111pares de bases). El gen Z posee un
sitio Haelll que genera un patrén de digestion de 3 bandas para las hembras (111, 66 y 45
pares de bases) y de dos 2 bandas para los mechos (66 y 45 pares de bases respectiva-
mente),
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Fronus  Haelll digestion

Figura 2. Digestion de los genes CHDI con la enzima Haelll en Pionus.
Los machos (M) exhiben un patrén de dos bandas (66 y 45 bp) mientras que las hembras
(F) muestran un patrén de tres bandas correspondientes a un fragmento no digerido del
gen ubicado en el cromosoma W (111bp) y los fragmentos esperados de 66 y 45 bp del gen
localizado en el cromosoma Z.

Figura 3. Restriccion Haelll y Ddel de los genes CHD en Aratinga y Pionites. L.os pro-
ductos de restriccioén Haelll para un individuo Aratinga son dos bandas de 66 y 45bp. La
restriccion con la enzima Ddel no afecté el producto de PCR de 111pb. Se concluye
entonces que se trata del genoma de un macho. El tratamiento con Ddel en un individuo
Pionites gener¢ tres bandas de: 111, 78 y 33bp (esta Gltima coincide con el colorante en la
foto). Al realizar la digestién Haelll en este individuo se obtuvieron también 3 bandas de
111,66 y 45 pb. Estos resultados evidencian la presencia de los genes CHDZ y W, por lo
que este Pionites puede ser considerado como una hembra.
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