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Resumen

El saltarin verde (Xenopipo holochlora litae) es una de las especies menos conocidas
dentro de la familia Pipridae. Hasta el momento se tiene muy poca informacion acerca de
su biologia basica y su comportamiento reproductivo todavia es desconocido. Mas de 40
especies de Pipridos son conocidos por su alto dimorfismo sexual. El saltarin verde carece
de un dimorfismo sexual aparente. El presente estudio utilizé marcadores moleculares para
identificar el sexo de 64 individuos provenientes de la Reserva Biolodgica Bilsa ubicada al
noroccidente del Ecuador, provincia de Esmeraldas. La identificacion del sexo permitid
luego comprar medidas morfoldgicas (tarso, cola, ala, alto del pico, ancho del pico y
culmen expuesto) entre machos y hembras. Se encontré6 que existen diferencias
estadisticamente significativas (t de Student) entre machos y hembras, siendo los machos
mas grandes corporalmentes (largo del ala, tarso y cola) y teniendo las hembras picos mas
grandes que los machos (largo, ancho y culmen expuesto). El andlisis de componentes
principales sugiere que el 94% de la variacion entre machos y hembras esta explicada por
el tamafio del ala y la cola. Se sugiere que el tamafo mas grande de los machos puede
estar explicado por un origen evolutivo a partir de pipridos que hacen leks. El tamafio del
pico de las hembras podria ser una respuesta evolutiva a la necesidad de captar una base
mas grande de alimento, pues ¢éstas son las encargadas de todo el cuidado parental.
Finalmente la marcada diferencia del tamafio del ala y la cola podrian servir como una

herramienta para identificar machos de hembras en el campo.

Paralabras clave: Pipidrae, Xenopipo, manakins, saltarines, dimorfismo sexual, leks,



Abstract

The green manakin (Xenopipo holochlora litae) is one of the lesser known species within
the family Pipridae. So far, we know very little about about its basic biology and we do
not know anything about its reproductive behavior. More than 40 species of this family are
well known for their high sexual dimorphism. The green manakin do not present sexual
dimorphism. This study used molecular markers to identify the sex of 64 individuals from
Bilsa Biological Reserve, located to the northwest of Ecuador, Esmeraldas province. The
identification of the sex allowed me to compare morphological measurements (tarsus, tail,
wing, top of the peak width of the peak and summit above) between males and females. I
found that there are statistically significant differences (t test) between males and females.
Males have larger in corporal mass (length of wing, tarsus and tail), but females have
larger bill than males (length, width and exposed culmen). Principal component analysis
suggested that 94% of the variation between males and females is explained by the size of
the wing and tail. It is suggested that the larger size of males may be explained by an
evolutionary proccess of the Manakin leks origin. The bill size of females could be an
evolutionary response to the need to get a larger amount of food, since they are
responsible for all parental care. Finally the marked difference in the size of wing and tail

could serve as a tool to identify males from females in the field.

Keyword: Pipidrae, Xenopipo, Manakins, sexual dimorphism and leks
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Introduccion

Los Saltarines o también conocidos como “Manakins” en inglés, son un extenso grupo de
aves pertenecientes a la familia Pipridae que se encuentra conformada por 58 especies
(Snow, 2004). De todas éstas, s6lo 25 han sido estudiadas y se conoce algo de su
comportamiento (Fuente). Sin embargo, sélo de Manacus manacus, M. vitellinus, Pipra
mentalis, P. erythrocephala, y Chiroxiphia pareola se conoce con cierta profundidad
diferentes aspectos de su historia natural. Del mismo modo, Xenopipo holochlora es la
especie de esta familia de la que menos se conoce su historia natural. Dentro del Ecuador
estan registradas dos subespecies: Xenopipo holochlora litae al Occidente y Xenopipo
holochlora holochlora el Este (Ridgely & Greenfield 2001). El rango de distribucion que
estas dos subespecies poseen es relativamente amplio. X. Holochlora litae se extiende
desde Esmeraldas (Choco) hasta la parte Occidental de Imbabura (Ridgely & Greenfield,
2001), mientras que X. Holochlora Holochlora tiene un rango de distribucién que va desde
el Noreste de la cordillera hasta el Sureste en la via de Maxus, Pompeya (Ridgely &
Greenfield 2001). Estas especies han sido consideradas como no comunes pero faciles de

observar y prefieren habitat de bosque secundario (Ridgely & Greenfield, 2001).

Los pipridos han logrado adaptarse a los Neotropicos principalmente a las zonas de
bosques bajos tropicales. Existen algunas excepciones que se registran viviendo en los
subtropicos de los Andes como por ejemplo el saltarin alidorado (Masius chrypsopterus).
De la misma manera el saltarin de yelmo (Antilophia galeata) y el saltarin negro
(Xenopipo atronitens), que viven en lugares atipicos con respecto a los miembros de su
familia como son en los bosques de sabana y pantanal de Brazil (Snow, 2004). Algunas
especies como los del género Lepidothrix son extremadamente selectivos para sus

microhabitats y prefieren unicamente lugares hiimedos. Otras, como los del género



Manacus prefieren bosques mas disturbados y secundarios, mientras que las especies de
Xenopipo se encuentran en bosques primarios, secundarios y alterados de los bosques
tropicales. Sin embargo, estos ultimos tienen una preferencia por microhabitats
secundarios (Mena, 2009). El rango de distribuciéon que poseen estas aves va desde el

centro de México hasta el norte de Argentina (Snow, 2004).

Dentro del bosque, los saltarines ocupan el dosel bajo y medio para todas sus actividades.
Comunmente se los encuentra en lugares donde la vegetacion es abundante y donde los
rayos solares no son muy intensos. Su dieta se encuentra restringida a frutos pequefios e
insectos. Forman parte de su dieta principalmente plantas de las familias de
Melastomataceae y Rubiaceae cuyos frutos suelen ser abundantes en el bosque (Mena,
2009). En cuanto a insectos comen Ortdpteros, larvas de Coledpteros y Lepiddpteros

(Mena, 2009).

Los saltarines son aves solitarias y s6lo en la época de reproduccion los individuos de los
dos sexos se juntan. Durante esta época, los machos se retinen en sitios denominados leks
o arenas. Dentro de la arena, los machos desarrollan una serie de movimientos complejos
mezclados con cantos, que varian considerablemente entre las especies, para tratar de
impresionar a la hembra y asi poder copular. Varias teorias e investigaciones apoyan la
idea de que la formacion de un lek se puede explicar como un producto de la seleccion
sexual. Mas de 40 especies de pipridos son bien conocidos por su alto dimorfismo sexual,

formacion de arenas y desarrollo de despliegues por parte de los machos (Prum, 1994).

Esta gran presion de seleccion sexual ha creado diferencias morfologicas muy marcadas
entre los sexos de esta familia. Las principales diferencias morfologicas estan presentes en
tamafo corporal, coloracion del plumaje, especializacion de plumas y en los cantos. Cada

una de estas diferencias morfologicas se cree que se han desarrollado como fruto de la



seleccion sexual y de una combinacion de los diferentes factores ecoldgicos que atn se
desconocen. Por ejemplo, en el caso de la coloracion del plumaje y el tamafio corporal,
Owens y Hatley (1998) han demostrado que estos dos tipos de dimorfismos sexuales no
sigue un mismo patrén de evolucion. Ellos sugieren que la diferencia de tamafio entre
machos y hembras se encuentra mas relacionada con una competencia dentro del mismo
sexo y que el dimorfismo con respecto a la coloracion de plumaje es afectada por una
decision oculta de las hembras. La razones que usan las hembras para elegir el macho

todavia representa una incognita para los investigadores no solo en este grupo.

En todas las aves que tienen este sistema de reproduccion se ha visto que la hembra es la
encargada del nido y del cuidado parental. El macho no aporta para nada con el cuidado de
las crias. Pero a cambio parece que invierten gran energia en la elaboracion de displays y
la competencia con otros machos por defender el area de su lek. Las arenas representan
una fraccion pequefia del territorio total de los saltarines, sin embargo Snow (1962)
asegura en base a sus observaciones que los machos pasan entre 70 a 90% del tiempo del
dia dentro del lek, lugar que incluso lo ocupan para dormir. Las arenas son lugares que
estan ubicados estratégicamente para interceptar el paso de las hembras y por lo tanto

deben cuidar que otros machos no los utilicen. (Snow, 1962).

Por el hecho que estan liberados de responsabilidades de cuidar a los polluelos, los
machos no estan limitados por el nimero de parejas que pueden tener dentro de un afio. En
teoria, un macho puede reproducirse con docenas de hembras y en realidad los estudios
hechos hasta ahora sugieren que hay diferencias muy fuertes entre los machos exitosos
(que pueden aparearse hasta con 15 hembras) y que la mayoria de machos no logran

aparearse (Snow 1962).



Dentro de la familia Pipridae, la formacion de leks es la caracteristica mas sobresaliente.
Prum presenta un analisis filogenético en base a la formacion de leks asumiendo que es
una caracteristica ancestral (Prum, 1994). De todas estas especies unicamente Antilophia
galeata, hasta el momento que es la Unica que aparentemente ha perdido este
comportamiento posiblemente por su preferencia por habitats con bosque humedo
riberefios entre los bosques de sabana seca en el Sur y centro de Brazil, y al Este de
Bolivia y Paraguay (Prum, 1994). Debido a estas condiciones, 4, galeata ha evolucinado
en ambientes que le obliga a una agrupacion no voluntaria. Como resultado de esta
adaptacion, las hembras construyen los nidos dentro de los territorios de los machos
creando parejas por periodos largos de tiempo y asi eliminando la necesidad de formar
leks (Prum, 1994). A pesar de que machos y hembras estan junots, la hembra sigue siendo

la encargada exclusiva del cuidado parental (Prum, 1994).

Por otro lado, una investigacion realizada por Mena (2009) acerca de la “Biologia basica
del saltarin verde (Xenopipo holochlora) en el Chocé ecuatoriano, reserva bioldgica Bilsa,
provincia de Esmeraldas”, sugiere que el saltarin verde tampoco tiene leks y que esta
subespecie no presenta rasgos morfologicos diferentes entre macho y hembra evidentes.
Tampoco se pudo detectar una diferencia entre el canto de los individuos que determinen
su sexo. Segun esta investigacion se tienen registrados tres tipos de vocalizaciones que
fueron categorizados de acuerdo al momento y las circunstancia en las que el ave produjo
la vocalizacion. La primera vocalizacion se la define como de alarma ante cualquier
amenaza o contacto entre individuos de la misma especies. La segunda es un canto de
llamada que se la escucha cuando las aves tienen un nido activo y se comunican con sus

polluelos. Finalmente, la tercera vocalizacion es de agitacion o enojo y ocurre cuando otro



individuo invade un territorio. De acuerdo a Mena, no existen reportes de otros tipos de

vocalizaciones para Xenopipo holochlora litae (Mena, 2009).

Objetivos:
- General:

o Buscar evidencias de dimorfismo sexual de Xenopipo holochlora litae.
- Especificos:

o Extraer, amplificar y secuenciar ADN de muestras de sangre y de

plumas.
o Identificar el sexo usando marcadores moleculares.

o Determinar si existe una diferencia morfométrica de varias

caracteristicas observadas entre machos y hembras.

Justificacion

Xenopipo holochlora pertenece al grupo Xenopipo que incluye a cuatro especies mas: X.
Sflavicapilla, X. uniformis, X. unicolor y X. atronitens. Estos cinco saltarines son el grupo
del que menos informacion se tiene dentro de la familia Pipridae, recalcando que no se
absolutamente nada sobre el comportamiento reproductivo de este grupo. Existen algunos
estudios filogenéticos de la familia Pipridae acerca del desarrollo del sistema de
reproduccion usando “leks” y dentro de dicho estudio fue imposible clasificar el grupo

Xenopipo debido a la falta de informacion (Prum, 1994).

Xenopipo holochlora ha sido clasificada como una ave no comun dentro de la familia por
la falta aparente de un dimorfismo sexual y el desconocimiento de su comportamiento de

apareamiento. Sitomamos en cuenta que su rango de distribucion es amplio y se lo puede



encontrar en los bosques tropicales del occidente y oriente, resulta extrafio que no haya

sido estudiada con detalle. (Ridgely & Greenfield, 2001).

Los pocos registros que se tienen y un estudio realizado acerca de la biologia basica de
esta ave no documentan un comportamiento de formacion de arenas o leks. Esto sugiere
en primera instancia que el saltarin verde carece de esta comportamiento y que las
diferentes condiciones ambientales y ecoldgicas le han llevado de una u otra manera a

evolucionar de modo distinto a los otros miembros de la familia Pipridae.

Este estudio pretende esclarecer si existe o no una dimorfismo sexual que a lo mejor no es
aparente a los observadores humanos, pero que si podria ser detectados por las hembras de
la especie. De ser esto cierto, deberemos buscar luego una explicacion diferente para

comprender porqué esta especie no utiliza leks o arenas.

Metodologia

Para desarrollar este proyecto se utilizaron 52 muestras de sangre y 22 pares de plumas de
diferentes individuos de Xenopipo holochlora litae que estaban depositadas en el Centro
de Investigaciones Tropicales (CTR) de la Universidad de California Los Angeles
(UCLA) a través del Doctor Jordan Karubian. Las muestras de sangre y las plumas que se
utilizaron provienen de la Reserva Ecoldgica Bilsa, ubicada al Noroccidente del Ecuador
en la provincia de Esmeraldas. La recoleccion del material no fue contemplada dentro de
la propuesta del proyecto, sin embargo cabe explicar que las mismas fueron colectadas
como parte de un proyecto de estudio ecologico a largo plazo durante los afios 2004, 2005
y 2006. Desde entonces las muestras han permanecido en el CTR en UCLA, Estados

Unidos, guardadas en nitrogeno liquido a una temperatura de -80°C.



Extraccion de ADN y Amplificacion

El primer paso fue la extraccion de ADN que se realizd con la ayuda de un protocolo
(QlAamp DNA Mini kit). Una vez que se extrajo el ADN se utilizo la técnica de PCR a
tiempo real para amplificar las cadenas de ADN y obtener una mejor calidad de los
resultados. La técnica de la PCR (Polimerase Chain Reaction) es usada para amplificar
cadenas especificas de ADN utilizando cambios de temperatura y una serie de reactivos
que van a interactuar con el ADN para producir varias copias del mismo. Los reactivos
estan constituidos por: 1) una enzima conocida como faq polimerasa, capaz de soportar
altas temperaturas y es la responsable de la amplificacion de las cadenas; 2) nucleétidos
libres conocidos como dNTPs, que van ha ser utilizados para construir las nuevas cadenas;
3) un par de marcadores moleculares, que van a identificar las cadenas que se quiere
amplificar; 4) agua purificada (H,O) y cloruro de magnesio (MgCl;) que van ha servir
como cofactores de la taq polimerasa y 5) un buffer para mantener el pH adecuado de la
reaccion. La tabla 1 indica los reactivos de la PCR con sus respectivas medidas y tiempos

utilizados para amplificar una muestra.

Identificacion de los cromosomas sexuales Zy W

Al momento de preparar la reaccion de PCR se utilizaron marcadores moleculares
especificos que ayudaron a identificar el gen cromo-helicasa de uniéon al ADN (CHD)
presente en los dos cromosomas sexuales (Camacho et al., 2008). Las aves a diferencia de
los humanos, presentan dos cromosomas homdlogos (ZZ) y las hembras presentan dos
cromosomas heterogéneos (ZW) (Camacho et al., 2008). Por lo tanto, lo que esperamos
encontrar en el caso de los machos es una sola banda y en el caso de las hembras dos
bandas, uno para el cromosoma Z y otro para el cromosoma W. Los marcadores

moleculares que se utilizaron para amplificar estos cromosomas fueron sex 2550F y sex



m5zIR. Luego de la amplificacion, con la ayuda de geles de agarosa (2%) pudimos
visualizar los cromosomas e identificarlos por bandas (una banda para machos y dos

bandas para hembras).

Secuenciacion de las cromosomas Zy W

Seguido de esto se secuencid una banda correspondiente al cromosoma W y otra
correspondiente al cromosoma Z. La finalidad de esto fue comprobar que las bandas que
estuvimos observando fueron las correctas. Para secuenciar las bandas se tuvo que
localizar cada una de éstas en el gel de agarosa, luego se las corta cuidadosamente y la
muestra se introduce en microtubos de 4ml para centrifugarlos junto con 400ul de una
solucion buffer ABD. La mezcla fue puesta a 55°C hasta que estuvo completamente
disuelta. Una vez que se disolvio el gel se utilizo el protocolo que resume la tabla 2.Los
productos de la reaccion completa fueron enviados a un laboratorio comercial para que
realicen la secuencia automaticamente con la ayuda de una computadora. Los resultados
de las secuencias pudimos obtenerlas por Internet a través del sito de web:
www.genetics.ucla.edu/webseq, con la respectiva autorizacion del laboratorio del Dr.
Thomas Smith en UCLA. Los archivos fueron abiertos con la ayuda de un programa
conocido como 4peak. Dentro de este programa cada una de las secuencias de los
cromosomas pueden ser editadas, ya que en algunos casos existen errores de lectura que se
deben a la baja concentracion de nicleotidos en un punto en particular. Luego de esto se
procedio a comparar la secuencias obtenidas con otras secuencias preestablecidas dentro
de un programa conocido como Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Este
programa es una base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
el cual contiene secuencias de pares de bases de varios segmentos de DNA de diferentes

animales y plantas, incluyendo humanos. Por lo tanto, las secuencias de mis muestras del



cromosoma W y Z fueron comparadas con secuencias del cromosoma W y Z de otras
especies de aves, para comprobar que se amplificaron o no los segmentos de ADN

correctos.

Determinacion de diferencias morfométricas entre machos y hembras

Durante la recoleccion de las muestras de sangre y plumas, también se recolectaron
medidas morfologicas (Tarso, ala, cola, alto del pico, ancho del pico y culmen expuesto)
de todos estos individuos y con la autorizacion del Dr. Jordan Karubian y el CTR se pudo
acceder a esta base de datos. Las medidas morfoldgicas fueron tomadas por una sola

persona de la siguiente manera:

* El tarso, desde la parte inferior del muslo hasta el comienzo de la pata.

* El ala, desde el comienzo del pecho hasta el final de la pluma maés larga.

* Lacola, desde el comienzo de la cola hasta la pluma mas larga.

* El alto del pico, la medida més alta de todo el largo del mismo.

* El ancho del pico, de igual forma se tom¢ la medida mas ancha de todo el largo del

pico

* El culmen expuesto, que fue la longitud del pico desde su base hasta el extremo en

la parte superior del mismo.

Para realizar la comparacion de todas la medidas morfométricas se elaboraron graficos de
frecuencias. Estos graficos ayudaron ha observar si cada medida morfologica tenia una
distribucién normal o si su distribucion tiende hacia los extremos. Seguido a esto se
agrupd las medidas morfologicas de acuerdo al sexo y se calculd el promedio, error

estandar y se realizo una prueba “t de student”. Esto sirvio para determinar si cada una de



10

las medidas morfoldgicas difieren en tamafio en cada sexo. Finalmente, se realiz6 un
analisis de componentes principales para determinar cual o cuales de las variables aporta

mas a explicar las diferencias entre machos y hembras.

Resultados

Extraccion de ADN

Del total de 75 muestras de sangre y plumas que se utilizaron para extraer ADN,
unicamente de 64 muestras fue posible extraer y amplificar el ADN. Cuando se corri6
cada una de las muestras amplificadas en los geles de agarosa se obtuvo dos tipos de
bandas. La primera banda fue de un tamafio de 500pb mientras que la segunda fue de 400
pb (Figura 7). De las 64 muestras se encontr6 que 39 eran machos (una banda) y 25 eran
hembras (dos bandas). Al obtener la secuencia de las bandas correspondientes al
cromosoma W y Z se edit6 la secuencia con la ayuda del programa 4peak (Figura 8). La
banda CHDW se compard con la secuencias de nucledtidos en la base de datos BLAST se
encontrd que la secuencia de este cromosoma coincide en un 99% con el gen CHD1W en
el cromosoma W de la especie Nymphicus hollandicus. Al comparar la banda CHDZ se
obtuvo que esta secuencia coincide en un 90% con el gen CHD1Z del cromosoma Z de la
especie Amazona oratrix. Estos dos porcentajes nos confirman que las bandas observadas

en el gel si corresponden a segmentos del cromosoma W'y Z.

Cuando se calcul6 el promedio y el error estandar de las medidas morfométricas de cada
uno de los aspectos morfoldgicos (tarso, ala, cola, alto del pico, ancho del pico y culmen
expuesto) se obtuvo que, el tarso es mas grande en los machos (15.20 +0.17; n = 39) que
en las hembras (14.64 = 0.22; n = 25). Las alas son mas largas en los machos (68.42 +

0.71; n=39) que en las hembras (65.92 + 0.88; n = 25). La cola es mucho mas larga en los
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machos (47.46 = 0.41; n = 39) que en las hembras (44.00 = 0.51; n = 25). En cuanto al
alto del pico, en las hembras (4.46 + 0.06; n = 25) es mas grande que en los machos (4.30
+ 0.05; n = 39). El pico de las hembras es mas ancho (5.53 £ 0.17; n = 25) que el pico de
los machos (5.02 £ 0.13; n = 39) y el culmen expuesto es mas grande en las hembras

(11.20 £ 0.15; n=25) que en los machos (10.76 £ 0.12; n = 39). (Tabla 3).

Al realizar una prueba t de estudiante se encontr6é que la diferencia en el tamafio del tarso
entre machos y hembras si es significante (t = -1.98, P = 0.0528). Las diferencias del
tamafio del ala (t =-2.46, P =0.0167) y la cola (t =-5.38, P < 0.0001) si son significativas
entre los dos sexos. Las hembras si tienen un pico significativamente mas profundo (t = -
2.20, P =0.0329) y ancho (t = 2.51, P = 0.0151) que los machos, al igual que el culmen

expuesto (t=2.18, P =0.0345) (Tabla 3).

Por otro lado, los resultados del andlisis de componentes principales sugieren que de todas
las variables medidas, la cola y el ala son las que mas explican la diferencia entre machos
y hembras. Por un lado, el ala independientemente de las demds variables explican el 75%
de la diferencia; mientras que por otro lado, la cola, independientemente explica el 19% de

la diferencia morfoldgica entre machos y hembras (Figura 9 y tabla 4).

Discusion

Extraccion de ADN

De las 74 muestras que se penso utilizar para extraer el ADN en un principio, sélo se pudo
trabajar con 64. De estas 10 muestras restantes, 5 fueron de sangre y 5 de plumas. No es
posible saber exactamente porqué falld la extraccion del ADN, pero es muy probable que
al momento de extraer el ADN, se cometio algin error en uno o mas pasos del protocolo.

Otra posibilidad es que durante la extraccion alguno de los materiales se contamind
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ocasionando que se dafie la muestra de ADN. Un paso para corroborar lo dicho es repetir
la extraccion de ADN de las muestras fallidas, pero esto no fue posible por falta de tiempo
en relacion con mi permanencia en el laboratorio del CTR. Es importante aqui indicar que
de las 64 muestras que fueron exitosas, las de sangre tuvieron siempre una mejor
resolucion al momento de observar las bandas en los geles. Es posible que debido al
tamafo muy pequefio de las plumas y de la zona de éstas que posee ADN, la

concentracion de muestra es inferior comparada con la sangre.

Comparacion de las medidas morfologicas

Al haber obtenido el ADN de 64 muestras se pudo separar todos los individuos en 39
machos y 29 hembras. Cuando se compar6 las medidas morfologicas entre ambos sexos se
observo que si hay una diferencia entre ellos. Los machos presentan mayor masa corporal
que las hembras, mientras que estas ultimas poseen picos relativamente mas grandes que
los machos. El nimero de muestras obtenidas en este estudio no es lo suficientemente
grande. Sin embargo, es lo suficientemente aceptable como para que se pueda distinguir
una diferencia marcada entre machos y hembras, los cuales permiten dar iniciales

conclusiones que se las puede mejorar en estudios posteriores.

Dimorfismos en el tamaiio corporal

Los resultados del promedio y la desviacion estandar de cada una de las medidas
demostraron que los machos poseen tarso, cola y ala més grandes que las hembras. Sin
embargo , la prueba “t de student” solo confirma las diferencias de la cola y ala. Si
tomamos en conjunto estas tres medidas como indicadores de la masa corporal, podriamos
atrevernos a sugerir que en efecto los machos son mas grandes que las hembras. La

formacion de leks se basa en una alta seleccion sexual por parte de la hembra y una fuerte
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competencia entre machos, como habiamos indicado anteriormente. Varios estudios
apoyan que el inicio del cambio dimorfico entre sexos no es el producto de una seleccion
ecologica, sino mas bien de esta seleccion sexual (Jeht & Marray, 1986). Esta teoria dice
que la competencia entre machos ocasiona un incremento en la masa corporal en
comparacion con las hembras en base a infinidad de ejemplos (Jehl & Murray, 1986;
Andersson 1994). Por lo tanto, se podria sugerir que la diferencia en el tamafio corporal de
Xenopipo holochlora litae tiene su origen en el hecho de que, esta ave es proveniente de
una familia que evolucion6 de un ancestro comun que usaba leks para su reproduccion.

Con el transcurso del tiempo este patron dimoérfico nunca se perdio.

Por otro lado, Karubian y Swaddle (2001) en un estudio que reconstruy6 la morfologia
ancestral para machos y hembras de un amplio clado de aves, demuestra que, el mayor
tamafio de los machos puede ser explicado més bien por una reduccion del tamafio de las
hembras. El estudio demuestra que esto podria ser verdad para casi el 50% de los casos
estudiados. . Ellos sugieren que es incorrecto tratar de explicar el dimorfismo del tamafio
corporal basandose en un solo factor selectivo. Considero importante que para tener una
explicacion mas clara de la diferencia en el tamafio corporal de Xenopipo holochlora litae
es necesario realizar un estudio que reconstruya estados ancestrales que expliquen la

direccionalidad de este cambio.

Dimorfismo en el tamario del pico

El analisis de los promedios, error estdndar y la prueba “t de student” sugieren que el pico
es una diferencia morfolégica entre sexos en sus tres componentes: largo, ancho y
profundidad. Basandome en estudios previos del dimorfismo sexual puedo sugerir dos

hipdtesis que podrian explicar este suceso. La primera sugiere que el pico de las hembras
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se alargd bajo seleccion natural mientras que la segunda propone que el pico de los

machos se acortd por la interaccion de diversos factores de seleccion.

Lo que podria estar pasando con el saltarin verde, desde el punto de vista de la primera
hipdtesis, es que, el pico de las hembras se ha alargado para facilitar la obtencion de
comida para sus crias y reponer el gasto energético. Como sabemos Xenopipo holochlora
litae no tiene un sistema de reproduccion que involucre el uso de leks.. A pesar de que los
machos si se agrupan con las hembras, éstos no intervienen en ninguna actividad
relacionada con el cuidado parental ni la construccion del nido y las hembras son las
unicas encargadas de estas actividades (Mena, 2009). Esto sugeriria que las hembras
requieren un consumo mayor de alimento para reponer el gran gasto energético y poder
alimentar a sus crias al mismo tiempo. El incremento del tamafio del pico resultaria por lo
tanto ser una estrategia muy ventajosa para la supervivencia de las hembras pues les
permite alcanzar una mayor variedad de alimentos que los machos, reduciendo asi la

competencia intraespecifica.

Estudios en el Green Woodhoopoe (Phoeniculus purpureus) , una ave de Sudafrica que
posee un tamafio corporal semejante entre machos y hembras pero que tiene una gran
diferencia morfoldgica en el tamaifio del pico, demostraron que la diferencia en el tamafio
del pico es mds una reaccion adaptativa a la alimentacion que un resultado de seleccion
sexual. Los machos poseen picos mucho mas grandes que las hembras. Al comparar el
tamafio del pico entre machos que tenian éxito reproductivo y los que no lo tienian, no se
obtuvo ninguna diferencia significativa. Esto sugeriria que el alargamiento del pico de
esta ave no es producto de seleccidon sexual, sino que es mucho mds probable que el pico

haya evolucionado bajo seleccion natural para evitar competencia intersexual por
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alimento, similar a lo que estaria sucediendo en la especie motivo de este estudio (Radford

& du Plessis, 2004).

La segunda hipdtesis sugiere que, el pico de los machos se acortd6 como motivo de
seleccion sexual. Esta hipotesis estd apoyada por una teoria que se conoce como
dimorfismo sexual invertido o sus siglas en inglés “RSD” (Swaddle et al., 1999). Dado
que la unica diferencia morfologica que tiene un crecimiento desproporcionada con
relacion al cuerpo es el pico, se puede asumir que esto puede ser utilizado como criterio de
seleccion por parte de las hembras al momento de elegir un macho. El estudio de Mena
sugiere que a pesar de que los machos no hacen leks, parece que en la época de
reproduccion, los machos tienen territorios grandes y que las hembras entran anidar dentro
de los mismos (Mena, 2009). Un pico mas pequefio podria ser una desventaja en la
supervivencia similar a las colas grandes de los pavos reales en relacion de sus
depredadores.  Si un macho con pico pequefio es seleccionado por la una hembra,
indirectamente estaria seleccionando genes capaces de sobrevivir aun portando una

desventaja adaptativa.

Hasta el momento no se tienen estudios de dimorfismos sexual invertido que relacionen el
pico de ninguna especie. Sin embargo, existe un patron novel evolutivo de dimorfismo
sexual invertido en dos especies de la familia Maluridae. Este patron de dimorfismo sexual
invertido fue descubierto en el largo de la cola de Malurus melanocephalus y Malurus
alboscapulatus al reconstruir los estadios morfologicos ancestrales de la cola de esta
familia (Swaddle et al., 1999). Inicialmente la cola de los machos era mas larga que la cola
de las hembras, pero luego, la cola de los machos se redujo a la misma velocidad que el
tamafo del cuerpo de las hembras se redujo. Esto dio como resultado que las hembras

tenga una cola mas larga (Swaddle et al., 1999). Esta investigaciéon demostré que la
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reduccién en la cola de los machos es un caracteristica selectiva durante la reproduccion
(Swaddle et al., 1999). Seria posible pensar entonces que existe también la posibilidad de
que el pico mas corto de los machos en los saltarines verdes sea un ejemplo de dimorfismo

sexual invertido.

Finalmente, el analisis de componentes principales demostrd que el ala y la cola juntas
explican el 94% de la diferencia morfolégica entre machos y hembras. La falta de un
dimorfismo obvio como color o algin tipo de adorno suprime la opcién de poder marcar
con anillos indicadores de sexo a los especimenes capturados en redes. Estos resultados
sugieren que sumando los dos valores podriamos hacer esta distincion en el campo sin
necesidad del andlisis molecular. Obviamente, antes de aplicar este método, y a medida
de precaucion se deberia repetir el analisis molecular con un grupo mas grande y buscar si

la diferencia persiste y las magnitudes exactas de la misma.

Conclusiones

* La extraccion, amplificacion y secuenciacion del ADN de muestras de sangre y

plumas fue exitosa para la mayoria de muestras.

* Es posible identificar el sexo mediante la utilizacién de marcadores moleculares

puesto que se aislaron genes de las bandas Z y W con mas del 95% de certeza.

* Existen patrones de dimorfismo sexual que no son visibles al 0ojo humano en el

saltarin verde.

* Los machos son mas grande que las hembras en cuanto a masa corporal, siendo el

tamano del ala y la cola las medidas que mas aportan a la diferencia.
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* Las hembras poseen picos relativamente mas grandes que los machos. Esta
diferencia podria ser explicada ya sea por una presion de seleccion natural
intraespecifica debido a la presion de la hembra por alcanzar mayor cantidad de
alimento; o, por seleccion sexual invertida, en cuyo caso a los machos se les redujo
el tamafio del pico en la misma medida que a las hembras se les redujo el tamafio

del cuerpo.

Recomendaciones

e Utilizar muestras de sangre en lugar de plumas, ya que la resolucion en las

muestras de sangre es mejor.

e Seria interesante evaluar si en efecto la falta de resultados en ciertas muestras se

debe a error humano o a falta de suficiente ADN en la muestra en si.

¢ Continuar con estudios de la ecologia y etologia de Xenopipo holochlora litae
pues representa un caso bastante extrafio dentro de la Familia Pipridae y de los

ejemplos de seleccion natural y sexual.

e Comparar los datos de este estudio con la subespecie oriental de este Xenopipo y
con otros miembros del mismo grupo para determinar si existe similitudes o

diferencias que permitan esclarecer los patrones evolutivos sugeridos.

® Comprobar la fidelidad de medir el tamafio de la masa corporal o el tamafio del

pico para determinar el sexo de esta especie.
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Anexos

Material Volumen

H;O0 30ul
Buffer no MgCl, Sul
MgCl, Sul
dNTPs Sul

sex 2550F 2.5ul

sex m5zIR 2.5ul

Tag Gold polimerasa | 0.25ul

20

Tabla 1: Reactivos de la PCR con sus respectivos volumenes para realizar una

reaccion de SOml por cada muestra amplificada.

Material

Volumen

H,O

2ul

Seq Saber(Sequencing buffer) 2ul

DNA 3ul
sex 2550F/sex m5z1R Tul
Big dye Tul

Tabla 2: Reactivos utilizados para secuenciar cada uno de los segmentos del

cromosoma Wy Z con sus respectivos volumenes.
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Machos (n=39) | Hembras (n=25) t de student
Tarso 15.20+0.17 14.64 £0.22 t=-1.98, P=0.0528
Ala 68.42 +£0.71 65.92 +0.88 t=-2.46,P=0.0167
Cola 47.46 £0.41 44.00 + 0.51 t=-5.38, P <0.0001
Alto del pico 4.30+0.05 4.46 +0.06 =-2.20,P=0.0329
Ancho del pico 5.02+0.13 5.53+0.17 t=2.51,P=0.0151
Culmen expuesto | 10.76 +0.12 11.20+0.15 t=2.18, P=0.0345

Tabla 3: Resultados del promedio, error estandar y t de student para cada uno de las

medidas morfologicas del saltarin verde.

Variable | % individual | % acumulado
Ala 75.395 75.395
Cola 18.507 93.902

Tabla 4: Resultados analisis de componentes principales que demuestra las dos

caracteristicas mas fuertes para separar machos de hembras en base a todas las

variables medidas.
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Figura 1: Tabla de frecuencias para todas las medidas del tarso de los machos y las
hembras.

Frecuencias Tarso

40
35

30 -

25 -

20

15

10 i
Z.—‘-_ ‘ _-T-

12-13 13.1-14 14.1-15 15.1-16 16.1-17  17.1-18

Tarsus

Intervalos

Figura 2: Tabla de frecuencias para todas las medidas del ala de los machos y las
hembras.

Frecuencias Alas

50
45 -
40
35
30
25
20
15
10

Frecuencia

50.7-55 55-64 65-74

Intervalos
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Figura 3: Tabla de frecuencias para todas las medidas del tarso de los machos y las
hembras.

Frecuencia Cola

40
35
30
25
20
15
10

s

37.4-42.4 42.5-47.4 47.5-52.4 52.5-58.3

Frecuencia

T T 1

Intervalos

Figura 4: Tabla de frecuencias para todas las medidas del alto del pico de los macho
y las hembras.

Frecuencias Alto del Pico

45
40 -
35
30
25
20
15

10 —

Frecuencias

3.6-4.1 4.2-4.6 4.7-5.1

Intervalos
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Figura 5: Tabla de frecuencias para todas las medidas del ancho del pico de los
machos y las hembras.

Frecuencias

14
12
10

(=T S A

Frecuencias Ancho del Pico

" i T i . I

3.8-4.3 4.4-4.8 4.9-5.3 5.4-5.8 5.9-6.3 6.4-7

T T

Intervalos

Figura 6: Tabla de frecuencias para todas las medidas del culmen expuesto de los
machos y las hembras.

Frecuencias

20
18
16
14
12

o N B

Frecuencias Culmen Expuesto

._I |
.

9.4-99 10.0-10.410.5-10.911.0-11.411.5-11.912.0-12.4 12.5-13.6

Intervalos
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Figura 7: Resultados de geles de agarosa al 2%. Se puede ver la amplificacion de los
genes CHDZ y CHDW.

Ladder

Banda CHDZ Banda CHDW

Figura 8: Resultados de la secuencia de la banda CHDW utilizando el programa
4peak. T ( Timina, rojo), C (Citocina, azul), G (Guanina, negro), A (Adenina, verde),

Y (CoT)y W (T o A).

CCAT TTCTATT GAGC

Secuencia de
nucledtidos
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Figura 9: Resultados del analisis de componentes principales para todas las medidas
morfoldgicas.
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