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RESUMEN

Objetivo: Comparar dos métodos de obtencion de ADN usando muestras de sangre y de plumas de patos y gallinas.
Metodologia: Se utilizaron muestras de 13 aves: 10 patos (7 hembras, 2 macho; 1 sexo indefinido) y 3 pollos (2 hembras; 1
macho). Se extrajo ADN de sangre usando QIAamp ARN Mini Kit y para las muestras de plumas se utilizé el protocolo con
proteinasa K. Se amplific6 mediante PCR usando el protocolo y los primers P8 y P2.

Resultados: Los resultados mostraron una mayor cantidad de ADN en las muestras de plumas y solo en estas muestras se
pudo apreciar con claridad las bandas en la electroforesis. Por lo tanto se sugiere que el sexaje no solo de aves domésticas
si no también silvestres que no cuentan con dimorfismo sexual puede realizarse fAcilmente con plumas en lugar de muestras
de sangre, obteniendo resultados iguales o mejores sin la necesidad de un procedimiento invasivo para conseguir la muestra.

INTRODUCCION

En mamiferos, una hembra tiene pares cromosomi-
cos XX, mientras que un macho XY. Todo embrion
por defecto es hembra, sin embargo la accion del
gen SRY presente en el cromosoma Y, promueve el
desarrollo de los testiculos en los machos. Esta ca-
racteristica puede ser de utilidad para el diagnosti-
co de sexo usando muestras de ADN. Por ejemplo,
en alpacas se amplifico el gen SRY para determinar
sexo a partir de muestras de sangre (Arias & Huan-
ca, 2009).

El genoma de las aves cuenta con dos cromosomas
sexuales Z y W. Las aves hembra son heterogamé-
ticas (ZW) y los machos son homogaméticos (ZZ).
Ambos cromosomas sexuales conservan el gen
CHD. Usando los primers P2 y P8 se amplifica me-
diante PCR porciones del gen CHD. Luego de reali-
zar la electroforesis, el producto se muestra con una
banda de 345 pares base para la porcion CHD-W y
de 362 pares base para la porcion CHD-Z (Griffiths
et al., 1998).

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron muestras de sangre y de pluma de
13 aves de granja (7 patos hembra, 2 patos machos,
1 pato de sexo indefinido, 2 gallinas y 1 gallo).
Para la extraccion de ADN de las muestras de san-
gre se utilizo el QlAamp ARN Mini Kit, mientras
que para las muestras de plumas se utilizé un mé-
todo que consistid en cortar 1 cm de la porcion
terminal de las plumas, estas fueron colocadas en
tubos eppendorf y luego se les colocd en 500ul de
un buffer de lisis (50 mM Tris-HCIL, pH 8, 20 mM
EDTA, 2% SDS) y 10ul de proteinasa K. Los tubos
fueron mezclados en el vortex por 10 segundos y
luego llevados a incubacion a 56°C durante toda la
noche. Al dia siguiente los tubos fueron homoge-
nizados en el vortex por algunos segundos y luego
centrifugados a 12 000 RPM por 10 minutos y el
sobrenadante fue colocado en tubos limpios des-
echando los restos conteniendo el raquis de las plu-
mas. A continuacion, se purifico el ADN con 500l
de fenol:cloroformo:isosamyl alcohol (25:24:1).Se
agito la mezcla en el vortex y centrifugé a 10 000
RPM por 5 minutos. Después se agregod S0ul de
NaCl a una concentracion de 2M y 100p de etanol
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se volvio a centrifugar a 10 000 RPM por 5 minutos
observando que se forme un pellet en el fondo del
tubo, se lavo con 500ul etanol al 70% y por Gltimo
se resuspendio el pellet en 50ul de agua destilada
(Bello et al., 2001). E1 ADN obtenido de las mues-
tras de sangre y plumas fue utilizado como molde
para un PCR usando primers para el cromosoma
CHD P8 5’-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3’y
P2 5’>-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’ (Griffiths
et al., 1998).

RESULTADOS

Los productos de extraccion de ADN a partir de
las muestras fueron analizadas en un espectrofoto-
metro (NanoDrop) para determinar la cantidad de
ADN obtenido en cada muestra.

TABLA 1. Concentraciones de ADN obtenidas a
partir de muestras de sangre usando un kit co-
mercial mediante espectrofotometria.
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TABLA 2. Concentraciones de ADN obtenidas a
partir de muestras de sangre usando el método
de fenol-cloroformo mediante espectrofotome-
tria.

Muestra de ng/pl A260/A280
sangre
1 46.6 1.79
2 7.5 1.66
3 9.1 1.54
4 7.5 1.46
5 12.4 1.31
6 8.3 1.57
7 4.9 1.70
8 3.9 1.57
9 2.3 1.73
10 3.5 1.67
11 3.8 1.66
12 4.1 1.66
13 4.5 1.54

Muestra de ng/pl A260/A280
plumas
1 234.8 1.88
2 262.2 1.85
3 51.2 1.73
4 63.1 1.72
5 126.5 1.83
6 180.7 1.86
7 135.7 1.81
8 55.0 1.69
9 51.1 1.68
10 28.6 1.58
11 22.0 1.58
12 373.5 1.94
13 1437.8 1.98

Luego de la amplificacion por PCR se observo los
resultados a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 2%, de las cuales solo 3 muestras de
ADN a partir de sangre fueron visibles, mientras
que todas las muestras de plumas mostraron resul-
tados visibles.

En 10 de las 13 muestras de plumas se observo una
banda alrededor de los 300 pares base estas mues-
tras concordaron con los datos recogidos aseguran-
do que estos especimenes eran hembras. En cuanto
a las muestras de machos no se observd ninguna
banda. También se corrié un agar con una muestra
de hembra, una muestra de macho y una muestra
problema; encontrando que el espécimen problema
concordaba con las muestra de hembra.

Las concentraciones de ADN obtenidas en las
muestras de sangre resultaron ser menores de las
esperadas, en otros estudios se utilizaron concen-
traciones mayores a 25ng/ul (Liza et al., 2008);
sin embargo los métodos de extraccion utilizados
difieren y podrian ser el causante de tan bajas con-
centraciones de ADN.

Por otro lado las muestras de plumas mostraron
altas concentraciones de ADN lo que permitio la
confirmacion de sexo de los especimenes y la de-
terminacion de la muestra problema. Tal como lo
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describio Bello et al., 2001 las muestras mostraron
mayor cantidad y calidad de ADN que permitia una
facil observacion en el gel de agarosa.

DISCUSION

Los resultados de la tabla 1 muestran una mayor
cantidad de ADN en las muestras de plumas en
comparacion de las muestras de sangre.

No se observo la diferencia entre hembras y ma-
chos, se esperaba una banda a 345 bp en hembras y
una banda a 362 bp en los machos. Sin embargo se
observo que las muestras de machos no mostraban
ninguna banda en la electroforesis.

Se encontréd que con el método de extraccion de
ADN de plumas utilizado (Bello et al., 2001) se
obtenia mayor cantidad de ADN que en las mues-
tras de sangre usando un Kit comercial. Con esto
se concluye que en aves con limitado dimorfismo
sexual el sexaje puede realizarse usando muestras
poco invasivas como son las plumas y que los re-
sultados seran igual de efectivos que en una mues-
tra de sangre usando un kit comercial.
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