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Conocer el sexo de individuos en poblaciones 
de aves silvestres es de gran interés para la 
realización de estudios ecológicos, evolutivos y de 
comportamiento, además de ser crítico en programas 
de conservación y manejo sustentable. Sin embargo, 
su determinación en especies en las cuales la hembra 
y el macho exhiben plumajes similares (i.e. especies 
sexualmente monocromáticas), así como en estadíos 
juveniles o inmaduros, es difícil o incluso imposible 
de realizar. La mayoría de los métodos disponibles 
hoy día presentan una serie de desventajas o 
únicamente permiten la identificación del sexo de 
individuos adultos. La observación de conductas o 
caracteres asociados a un sexo en particular (Ejm 
cortejo, “parche” de incubación) sólo es posible si el 
estudio es realizado durante la época reproductiva 
y la inspección por laparotomía requiere de equipos 
especializados. Por otro lado, el uso de métodos 
morfométricos permite el sexado de  un porcentaje 
de la población y la disección y observación directa 
de las gónadas requiere la colecta de individuos 
(Stutchbury y Robertson 1987, Piper y Wiley 1991, 
Gunnarsson 2006).

El descubrimiento del gen aviar CHD (Chromo-
helicase-DNA binding, por sus siglas en inglés), ligado 
a los cromosomas sexuales (Griffiths y Tiwari 1993), 
hizo posible determinar con mayor eficiencia el sexo 
de individuos en un procedimiento no letal, usando 
una muestra de sangre o pluma. A diferencia de los 
mamíferos, en la mayoría de las aves las hembras son 
heterogaméticas (ZW) y los machos homogaméticos 
(ZZ). Por lo tanto, al realizar una reacción de cadena 
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) 
utilizando un par de cebadores que amplifican 
partes homólogas de los genes CHD-W y CHD-Z, y 
que incorporan intrones que difieren en longitud, 
se pueden visualizar en un gel de electroforesis dos 
fragmentos amplificados en el caso de las hembras 
(CHD-W y CHD-Z) y un solo fragmento en los machos 
(CHD-Z) (Griffiths et al 1998).

El objetivo de este trabajo fue utilizar herramientas 
moleculares para identificar el sexo de dos especies 
de cucaracheros presentes en Venezuela, Henicorhina 
leucophrys y H. leucosticta, especies en las que 
el color y patrón del plumaje no varía entre los 
sexos (Hilty 2003). Inicialmente, se buscó sexar 

a los individuos por medio de pares de cebadores 
conocidos, utilizados en una gran diversidad de aves 
(i.e. P2/P8, 1237L/1272H y 2550F/2718R) (Griffiths 
et al 1998, Kahn et al 1998, Fridolfsson y Ellegren 
1999). Sin embargo, en estos ensayos no se obtuvieron 
bandas diferenciables en ninguno de los geles de 
electroforesis. Como consecuencia, realizamos el 
sexado molecular de muestras de tejido muscular 
con cebadores y protocolos utilizados previamente 
en Henicorhina leucophrys por Dingle (2009). Esta 
autora determinó el sexo de los individuos a través de 
su comportamiento (Ejm. canto), por lo que en este 
estudio buscamos validar la técnica mediante el uso 
de ejemplares de museo, previamente sexados por 
inspección directa de las gónadas. Adicionalmente, 
incorporamos muestras de plumas y cojinete plantar 
para observar la efectividad del método con este tipo 
de muestras. 

Un total de 52 muestras de H. leucophrys, 
incluyendo 45 muestras de tejido muscular, seis 
plumas y un cojinete, fueron sexados molecularmente. 
El 71% de las muestras de tejido (32 de 45), al igual 
que el cojinete plantar, correspondían a individuos 
de sexo conocido (24 machos y nueve hembras). 
Igualmente, se incluyeron las dos únicas muestras 
disponibles de tejido muscular de H. leucosticta, 
de individuos de sexo conocido, con el objetivo 
de evaluar por primera vez la técnica del sexado 
molecular en esta especie. Las muestras incluidas en 
este estudio provienen en su totalidad de la Colección 
Ornitológica Phelps y del Laboratorio de Biología 
y Conservación de Aves del Instituto de Zoología y 
Ecología Tropical. La extracción de ADN se realizó 
con el método de Fenol-Cloroformo (Sambrook y 
Russell 2001). Las reacciones de PCR se realizaron 
usando un volumen total de 20 µL, el cual consistió 
de 4 µL de ADN genómico; 0,4 µL de dNTP´s; 0,2 µL 
de GoTaq® Flexi DNA polymerase (Promega); 4 µL 
de 5X Colorless GoTaq® Reaction Buffer (Promega), 
1,2 µL MgCl2 (Promega) y 0,4 µL de cada uno de los 
cebadores 2550F (5’GTTACTGATTCGTCTACGAGA; 
Fridolfsson y Ellegren 1999) y MSZ1R 
(5’ATCCATCAAGTCTCTAAAGAG; Sehgal et al 2005). 
La combinación de estos cebadores permite obtener 
dos productos de PCR para hembras (600 y 450 pares 
de bases (pb), respectivamente) y un solo producto 
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errores en la transcripción o en la asignación misma 
del sexo (Parkes 1989, Knox y Walters 1992, Bantock 
et al 2008). Adicionalmente, el estudio de patrones de 
dimorfismo sexual, así como de comportamiento, se 
benefician con el uso de esta técnica molecular. En 
el caso particular del dimorfismo sexual de tamaño, 
con los ejemplares sexados en este estudio logramos 
incrementar el número de muestras para realizar 
análisis morfométricos en H. leucophrys y, con ello, 
disminuir la incertidumbre de modelos generados 
en análisis discriminantes y regresiones logísticas 
(Machado-Stredel y Pérez-Emán en preparación). 
Así mismo, el sexado molecular es una herramienta 
de utilidad en el estudio de zonas potenciales de 
contacto o hibridación entre especies o poblaciones 
diferenciadas de una especie, utilizando tanto 
material de museo (colectado en diferentes épocas) 
como muestras de sangre o plumas obtenidas en el 
campo sin sacrificar ejemplares, lo que permite el 
estudio de procesos evolutivos a lo largo del tiempo. 
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para machos (600 pb) (Fridolfsson y Ellegren 1999, 
Cruz-Bernate et al  2013). El protocolo de amplificación 
incluyó una temperatura inicial de desnaturalización 
de 94°C por tres minutos y, posteriormente, 35 ciclos 
de 94°C de desnaturalización por 30 s., 54°C de 
alineamiento por 30 s. y 72°C por 45 s., culminando 
en una extensión de 10 min. a 72°C (Dingle 2009). 
Los productos de PCR (4 µL) se visualizaron en un gel 
de agarosa al 1% utilizando SYBR® Safe junto con 3 
µL de 5X Green GoTaq® Reaction Buffer (Promega).

El método molecular nos permitió confirmar el sexo 
de la totalidad (100%) de los ejemplares previamente 
sexados (n=35, incluyendo el cojinete plantar y las 
muestras de H. leucosticta), observándose en todos 
los casos dos bandas en los ejemplares hembra y una 
banda en los machos (Fig 1). Es importante resaltar 
que las muestras de H. leucosticta son las primeras 
de esta especie en las que el sexo es determinado 
usando estos cebadores. Igualmente, la amplificación 
y observación de bandas definidas se observó en las 
muestras de plumas analizadas. 

Este estudio permitió generar información sobre 
el sexo de ejemplares depositados en la Colección 
Ornitológica Phelps en los cuales no se observaron 
las gónadas en el momento de su preparación como 
pieles de estudio (n=13). Por otra parte, el uso de 
herramientas moleculares en material de museo (Ejm 
cojinetes plantares) permitiría identificar el sexo de 
ejemplares en los que se sospeche la presencia de 

FIGURA 1. Verificación del sexo de ejemplares de Henicorhina leucophrys por medio de electroforesis de productos de PCR con los 
cebadores 2550F/MSZ1R. Los símbolos ♀ (hembra) y ♂ (macho) muestran el sexo conocido del ejemplar.  Se indican el marcador 
de peso molecular o escalera (E; 100 pb), los controles positivos: macho (M) y hembra (H) de sexos conocidos, y el blanco o control 
negativo (B). El mismo patrón de bandas se obtuvo para H. leucosticta.
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