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RESUMEN

Aves y humanos comparten similitudes cerebrales necesarias para el aprendizaje vocal a nivel
anatomico, funcional y molecular. FOXP2 es un factor de transcripcién que regula genes criticos
involucrados en el habla y lenguaje. Mutaciones en este factor de transcripcion causan anomalias
en la funcién de los genes diana provocando discapacidades en el habla y lenguaje en humanos.
En aves, los niveles de expresion de FOXP2 incrementan durante la etapa del canto plastico,
etapa en la que las aves memorizan, reproducen, modifican y crean nuevos cantos a partir de
uno escuchado. La secuencia de FOXP2, es altamente conservada entre muchas especies de
vertebrados. Sin embargo, dos variaciones de nucleétidos localizadas en el exdn 7 de humanos,
que generan aminoacidos diferentes, sugieren que son clave en la evolucién para el desarrollo
del lenguaje complejo humano. De estas dos variaciones de aminoacidos, s6lo una es compartida
con carnivoros (N325S). El cenzontle mexicano, Mimus polyglottos, es un ave paseriforme
caracteristica por ser muy versatil, ya que tiene la capacidad de producir cientos de cantos intra
e inter especie y de objetos inanimados, y continuar aprendiendo cantos a lo largo de toda su
vida. En este estudio, se obtuvo la secuencia parcial del exén 7 de FOXP2 de M. polyglottos y se
observé que presenta dos variaciones en la secuencia de nucleétidos que difieren de otras aves.
Asi mismo, al realizar el alineamiento de la prediccion de aminoacidos generada a partir de la
secuencia de nucleétidos, se observd que la variacion de guanina en lugar de adenina en la
posicion 18 del alineamiento realizado, genera una serina en lugar de asparagina en la posicion
325, sustitucién que es compartida por carnivoros y se encuentra ausente en las secuencias
actualmente reportadas de FOXP2 de aves cantoras y no cantoras. Esta variacion podria ser

clave durante la evolucién de M. polyglottos que puede explicar su alta versatilidad.

Palabras clave: FOXP2, Cenzontle, M. polyglottos, lenguaje, polimorfismos, habla, repertorio de
cantos.



ABSTRACT

Birds and humans share brain similarities necessary for vocal learning to anatomical, functional
and molecular level. FOXP2 is a transcription factor that regulates critical genes involved in
speech and language. Mutations in this transcription factor produce defects in the function of target
genes causing disabilities in speech and language in humans. In birds, expression levels of
FOXP2 increase during the stage of plastic singing where birds memorize, reproduce, modify and
create new songs from a model listened. FOXP2 sequence is highly conserved between many
species of vertebrates. However, two nucleotide variations localized in exon 7 human, which
generate different amino acids, suggest that these are key for the development and evolution of
human complex language. Of these two amino acid variations, only one is shared with carnivores
(N325S). Mexican mockingbird, Mimus polyglottos, is a passerine bird characteristic of being very
versatile, since it has the capacity to produce hundreds of songs intra and inter species and
inanimate objects, and continue learning songs throughout its entire life. In this work, the partial
sequence of exon 7 FOXP2 M. polyglottos was obtained and two variations in nucleotide
sequence were found, which differ from other birds. Also, when performing the alignment of the
predicted amino acid generated from the nucleotide sequence, it was observed that the variation
of guanine instead of adenine at position 18 of the alignment performed, generates a serine
instead of asparagine at position 325, replacement that is shared by carnivores and is absent in
the currently reported sequences of FOXP2 of songbirds and non-singers. This variation could be

key during the evolution of M. polyglottos which may explain its high versatility.

Key words: FOXP2, Mockingbird, M. polyglottos, language, polimorphisms, speech, song
repertorie.



1. INTRODUCCION

El lenguaje, de acuerdo a Haesler et al., (2004), Scharff y Haesler (2005), Deacon, (2010)
y Diéguez-Vide y Pefia-Casanova (2012), es un fendbmeno biologico y social en el que la
habilidad de transmitir una infinidad de ideas, significados y estructuras conceptuales
complejas, se da por medio de un conjunto de combinaciones finitas de signos y sonidos.
El lenguaje se compone de una parte fonolégica, que es la combinacion de elementos
auditivos que forma una estructura significativa y otra parte que involucra la sintaxis
compositiva, la cual construye expresiones mas complejas (Suzuki et al., 2016). El habla,
como una caracteristica propia del lenguaje, es un medio de comunicacion que requiere
de dos elementos: un canal acustico y una transmision vocal — auditiva (Martin Municio,
1984; Fitch, 2012). La vocalizacion del habla es compleja, ya que se requiere de:
estructuras vocales adecuadas, poseer una amplia variedad fonética y tener la capacidad

de aprender vocalmente (Fitch, 2012).

Enard et al. (2002); White et al. (2006); Collier et al., (2014) y Condro y White (2014),
establecen que el lenguaje es una caracteristica Unica de humanos, sin embargo, muchos
componentes del lenguaje, como el aprendizaje vocal, son compartidos por otros
organismos (Fitch, 2012). Con el fin de comprender los mecanismos neuronales del
aprendizaje vocal y su implicacion con el habla en humanos, se han realizado estudios

de las habilidades de la comunicacién en otros animales no humanos.

El aprendizaje vocal es una habilidad motora sensorial que requiere la memorizacion y la
imitacion a partir de un modelo auditivo (Nottebohm y Liu, 2010) y con ello, modificar
vocalizaciones innatas y aprendidas a fin de crear nuevos sonidos a partir de la
improvisacion de estos para emplearnos en diferentes contextos (Wilbrecht y Nottebohm,
2003; White et al., 2006; Webb y Zhang, 2005 y Condro y White, 2014a). El aprendizaje
vocal requiere del aprendizaje auditivo, el cual es la habilidad de asociar un sonido
escuchado a una accion (Jarvis, 2007) y aunque es necesario, no es suficiente para el
aprendizaje vocal (Jarvis, 2004). Este tipo de aprendizaje esta ampliamente distribuido

en vertebrados (Jarvis, 2007; Petkov y Jarvis, 2012). Por otra parte, el aprendizaje vocal



es un rasgo que soélo presentan algunas especies como cetaceos (ballenas y delfines),
pinnipedos, elefantes, murciélagos, humanos y tres oOrdenes de aves: oscinas
(Passeriformes), loros (Psitaciformes) y colibries Trochilformes (Wilbrecht y Nottebohm,
2003; Webb y Zhang, 2005). Sin embargo, a pesar de compartir este rasgo, no todos
tienen las mismas habilidades en términos de la complejidad del canto y el habla, asi
como no todos pueden vocalizar o imitar sonidos de otras especies (Wilbrecht y
Nottebohm, 2003; Nottebohm y Liu, 2010). EI humano es el aprendiz vocal mas habil, ya
que puede producir y aprender una infinidad de vocalizaciones a lo largo de su vida
(Jarvis, 2004). La ballena jorobada (Megaptera novaeangliae), loros y algunas aves
paseriformes como los cenzontles, tienen un grado de complejidad mayor, ya que pueden
producir cientos, incluso miles, de combinaciones de sonidos, trineos y llamados
aprendidos (Jarvis, 2004; Petkov y Jarvis, 2012) mientras que otras aves cantoras como
el pinzén cebra (Taenophigya guttata), tiene un grado de complejidad vocal menor, al

poder producir y emitir un solo tipo de canto (Petkov y Jarvis, 2012).

Los organismos que no presentan aprendizaje vocal (o también llamados aprendices no
vocales), por el contrario, no pueden producir los sonidos escuchados. Petkov y Jarvis,
establecen una clasificacion para agrupar a aquellos organismos que, a través de los
adultos y el contexto social, aprenden a usar vocalizaciones innatas para responder a
alguna situacion (Petkov y Jarvis, 2012). Como por ejemplo, los llamados de alarma de
monos tumbili (Chlorocebus pygerythrus) y gallos (Gallus gallus) para alertar a otros
sobre un depredador (Jarvis, 2007; Petkov y Jarvis, 2012). Una de las principales
diferencias entre aprendices vocales y no vocales, radica en la ausencia de regiones
neurobiolégicas como regiones paliales, subpaliales y estriatales, que son necesarias

para el aprendizaje vocal (Jarvis, 2007).

El aprendizaje vocal en aves cantoras y el aprendizaje del habla en humanos comparte
muchas similitudes a nivel fisiolégico, neurolégico y de comportamiento (Haesler et al.,
2004; Teramitsu et al., 2004). Al comparar las principales divisiones del sistema nervioso
central del humano con otros vertebrados (como las aves cantoras), se observo que

dichas estructuras (mesencéfalo, cerebro posterior, tdlamo, cerebelo y telencéfalo)



estaban presentes (Figura 1). Lo que los convierte en un buen modelo para estudiar y
comprender estos procesos.

a Ave cantora Humano

V A*‘*’

& ‘ Cerebro
Cerebro — *— Talamo
Talamo < ~———Mesencéfalo

4 __l—f ~Mesencéfalo Cerebro
Espina cordal “erebro posteriory Cerebelo Espina cordal posterior

Figura 1. Similitudes anatémicas del telencéfalo de aves cantoras y humano. En ambas estructuras, se observa que
poseen cerebelo, regién talamica, mesencéfalo y espina cordal. Figura tomada de (Jarvis et al., 2005).

El factor de transcripcion FOXP2 esta implicado en anomalias del habla y el lenguaje (Lai
et al.,, 2001; Enard et al., 2002). Debido a que eventos de mutacion, traslocacion,
introduccién de codones de paro prematuros afectan de manera crucial el funcionamiento
de la proteina (Lai et al., 2001; Li et al., 2004; Benitez-Burraco, 2008). Por lo que es
importante que funcione correctamente durante etapas fetales y durante etapas criticas
del aprendizaje vocal para que el individuo pueda hablar o cantar adecuadamente (White
et al., 2006; Wohlgemuth et al., 2014).

A nivel evolutivo, la variacion presente en la secuencia de FOXP2 se cree que ha sido
clave para la adquisicion del lenguaje en humanos, ya que dos mutaciones ocurrieron
después de la divergencia del humano con el chimpancé (Zhang et al., 2002; Webb y
Zhang, 2005). Posterior a la fijacion de estas mutaciones, pasaron al menos seis millones
de afnos para que el hombre aprendiera a hablar (Marcus, 2004). Estas mutaciones, que

generan los dos cambios de aminoacidos en la proteina, se encuentran localizados en el



exon 7 de la secuencia de nucleétidos del gen FOXP2 (Webb y Zhang, 2005), sugiriendo
que a nivel evolutivo, las variaciones en este factor de transcripcion han tenido un impacto
relevante durante la adquisicion del habla y el lenguaje en humanos (Zhang et al., 2002;
Enard et al., 2002; Shu et al., 2005).

Hasta la fecha, pocos son los estudios que abordan la posible relacion entre la variacién
en la secuencia de FOXP2 con alguna ventaja como la capacidad de tener un repertorio
complejo. En su investigacion, Li et al., (2007), mencionan que murciélagos
ecolocalizadores que muestran una complejidad en sus sefiales de ecolocalizacion,
presentan una alta variacion de sustituciones (en su mayoria no sinénimas) en la
secuencia de FOXP2 en los exones 7 y 17, especulando la posibilidad de que la evolucion
acelerada que ha tenido FOXP2 en estos murciélagos, tenga un papel importante en la

coordinacion sensorimotora asi como un papel en la ecolocalizacion.

Ya que las sustituciones en el factor de transcripcion FOXP2 en murciélagos
ecolocalizadores podrian estar implicadas en la complejidad de sefales de
ecolocalizacién, se quiso determinar si en aves con cantos versatiles, como lo es el
cenzontle M. polyglottos, se presentan variaciones en la secuencia del exén 7 de FOXP2
qgue sugieran la posibilidad de un papel de FOXP2 en la evolucion y el desarrollo del

repertorio de los cantos.
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2. ANTECEDENTES

2.1.1 Sustratos cerebrales implicados en el aprendizaje vocal en aves y humanos

En mamiferos, los sonidos son generados por medio de un érgano vocal denominado
laringe. En aves, esta estructura se conoce como siringe (Wilbrecht y Nottebohm, 2003).
En mamiferos, las regiones se encuentran estratificadas en capas celulares mientras que

en aves, la estratificacion es nuclear (Jarvis, 2007).

Los humanos dependen de una via para la vocalizacion y la produccién del habla. Esta
via involucra diferentes estructuras como la corteza motora primaria, regiones en la
corteza media y lateral inferior, la corteza premotora, la corteza motora suplementaria, el
cerebelo y estructuras subcorticales como el tdlamo y parte de los ganglios basales
(Petkov y Jarvis, 2012).

El subsistema de aprendizaje vocal en humanos consiste en una via de la corteza motora
primaria, que parte de la region laringeal motora del cortex (LMC) al ntcleo ambiguo (Am,
Xllts en aves), y que proyecta hacia los musculos de la laringe, controlando la produccién

de sonidos aprendidos vocalmente (Figura 2) (Jarvis, 2007; Petkov y Jarvis, 2012).

La corteza premotora adyacente en humanos es requerida para el aprendizaje del habla
y para la produccion de la sintaxis, constituye la parte de un circuito cortical del habla o
también conocido como circuito cortical-estriado-talamico, el cual abarca desde la corteza
de la insula anterior (aINS), el area de Broca, la corteza lateral prefrontal dorsal anterior
(DLPFC), el area motora anterior suplementaria (aSMA), hasta al cingulo anterior. Para
la produccién de llamados innatos, el circuito involucrado es el sistema limbico y engloba
proyecciones de la amigada, de la corteza orbito frontal y la corteza del cingulo anterior
del periacueducto gris (PAG) Este sistema esta conservado entre primates (Jarvis, 2007;
Petkov y Jarvis, 2012).
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A) AVES CANTORAS B) HUMANO

Subsistema vocal

. Subsistema de aprendizaje de g Cerebro
vocalizacion

Via cortico-estriado-talamico . Palio/Cértex

. Subsistema vocal (limbico) innato . Nucleo estriado
. Motoneuronas laringeales D Pallidum

Traquea y musculos de la siringe Misculos de la laringe

Figura 2. Regiones cerebrales y subsistemas de vocalizacion de aves oscinas y humano. Figura modificada de Petkov
y Jarvis, 2012. A) Principales areas, nucleos y subsistemas involucrados en el aprendizaje vocal en aves cantoras. B)
principales circuitos cerebrales empleados para el aprendizaje vocal en humanos.

Jarvis en 2007, describe las regiones y los circuitos implicados en el aprendizaje vocal
en aves, menciona que las areas vocales cerebrales se dividen en siete nucleos
telencefalicos, cuatro posteriores y tres posteriores (Jarvis, 2007). EI nombre de estos
nacleos y los circuitos implicados, varia para aves oscinas, loros y colibries. Los nucleos
posteriores conforman la via vocal posterior que proyecta al nucleo nidopalial vocal
(HVC), al nacleo vocal arcopalial (RA), al mesencéfalo premotor vocal (DM) y a la medula
de neuronas motoras vocales XllIts; siendo este Ultimo el responsable de proyectar las
conexiones hacia los musculos de la siringe (Figura 2) (Jarvis, 2007; Petkov y Jarvis,
2012).

El segundo circuito denominado via vocal anterior o circuito de la via del cerebro anterior
(que interconecta al palio con los ganglios basales y el talamo), esta conformado por los
nacleos anteriores. En este, el nucleo vocal palial (LMAN) proyecta hacia el nucleo vocal
estriatal, o area X. Este a su vez, proyecta al talamo dorsal (DLM) y finalmente, DLM
proyecta al tAlamo dorsal posterior del ntcleo palial (LMAN) (Figura 2) (Petkov y Jarvis,

2012). Cabe sefialar que en todas las aves hay una entrada al tronco cerebral de la region
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de DM para Xllts, que al igual que como ocurre con la proyecciéon PAG en mamiferos
para el nucleo ambiguo, controla la produccién de vocalizaciones innatas (Petkov y
Jarvis, 2012). Esta via es necesaria para la modificacion del canto (Condro y White,
2014a) y es similar en términos de su conectividad, a los circuitos corticales talamicos

gangliales basales de mamiferos (Hilliard et al., 2012).

2.1.2 Aprendizaje vocal en aves

En muchas aves cantoras, el aprendizaje vocal comienza a partir de las primeras
experiencias de la cria, en el llamado para el alimento hasta antes de la madurez sexual.
De manera general, la cria comienza a producir un subconjunto de sonidos de manera
repetitiva, después comienza a estructurar y ordenar sonidos que ha ido aprendiendo y
forma un canto plastico. Finalmente, el canto o los cantos son cristalizados y seran estos
los que el ave emitira en su vida adulta (Wilbrecht y Nottebohm, 2003). A pesar de seguir
un patron en la adquisicion del canto, el aprendizaje vocal entre especies varia en los
tiempos de adquisicion de los primeros cantos, el comportamiento durante el aprendizaje
y la variedad en el repertorio de los cantos aprendidos (Wilbrecht y Nottebohm, 2003;
Nottebohm y Liu, 2010).

El pinzon vulgar (Fringilla coelebs) tiene dialectos vocales locales, por lo que sélo imitan
el canto entre su misma especie. Durante la etapa juvenil, después de escuchar el canto
de un adulto, los pinzones mas jévenes producen un subcanto suave e incoherente, a
modo de practica que carece de significado (Wilbrecht y Nottebohm, 2003). Poco a poco,
el pinzén va incorporando sonidos que anteriormente eran utilizados en el contexto de la
peticion de alimentos. El canto plastico es mas estructurado y mucho menos variable que
el subcanto. En el canto plastico se puede reconocer los sonidos que el menor esta
imitando y que usara en la madurez sexual, volviéndose este canto cada vez mas similar
al del modelo imitado. En la siguiente etapa del aprendizaje del canto, este se cristaliza,

es decir, la plasticidad cesa y dicho canto se retiene en los proximos afios (Nottebohm y
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Liu, 2010). A diferencia de otras aves cantoras, como el canario, el pinzén vulgar no imita
el canto de otras aves (Nottebohm y Liu, 2010) ya que el grado de complejidad vocal
sintaxica difiere. Por ejemplo en bengali rojo (Amandava amandava) y en pinzén cebra,
es menor. El canario y el pinzon bengali (Lonchura striata) es intermedio y en el periquito

(Melopsittacus undulatus), es mayor (Haesler et al., 2004).

En el pinzon cebra, después de un lapso de 40 dias, se vuelven independientes de sus
progenitores y a partir de esta etapa, es que comienzan a aprender y a vocalizar sus
subcantos. Si presencian el canto de un tutor, los subcantos se modifican inmediatamente
para asemejar el patron del tutor. Con la practica, la tendencia del canto se vuelve menos
variable y mas similar al canto que estan imitando. Sin embargo, de acuerdo a Nottebohm
y Liu (2010), pueden continuar con el patron de silabas del canto del tutor que escuchan
primero o pueden aprender a vocalizar de manera general, sin ningun patrén de canto y
con el tiempo cambian la direccion del canto, es decir, alternan silabas con el fin de que

su subcanto sea similar al que escuchan de su tutor (Nottebohm y Liu, 2010).

Nottebohm y Liu (2010), describen que en el caso de los canarios, desde jovenes
aprenden diferentes tipos de silabas que van repitiendo constantemente y de manera
variable, hasta formar un subcanto mas complejo. De 6 a 8 meses después de adquirir
del subcanto, los canarios juveniles estructuran su canto. En canarios criados en
cautiverio, el modelo que suelen seguir es el del ave mas vieja, por lo que en este caso,
el canto de ambos sera similar. En estas aves ocurre un fenémeno particular en el que,
el canto adulto tiene la misma estructura y una calidad en el tono similar a las aves
aisladas. Para comprobar que el aprendizaje vocal del canario estuviera presente y
descartar que todas las tonalidades adquiridas eran resultado de vocalizaciones innatas
se dispuso de un experimento con canarios jovenes que iniciaban su etapa de adquisicion
del subcanto y en aislamiento, los cuales fueron instruidos con aparatos que emitian
canciones sintetizadas realizadas por un ordenador similares al que emiten canarios. Con
el tiempo, los canarios imitaron estos cantos sintéticos. Cuando estos canarios llegaron
a la madurez sexual, s6lo mantuvieron aquellos sonidos que lograron dominar y al llegar

a su etapa adulta, el canto de los individuos fue reconfigurado y se producia el canto
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tipico del canario. Los autores proponen gque este fendmeno podria ser resultado de un
comportamiento nato aprendido para su éxito en términos de induccién a las hembras
para la construccion del nido y la puesta de huevos. Cabe sefialar, que a diferencia de
otras aves cantoras, los canarios pueden modificar su repertorio de canto durante su vida
(Nottebohm y Liu, 2010).

Para medir el tamafio del repertorio de cantos, Devoogd y colaboradores (1993)
describen diversas medidas para estimar la complejidad del canto como el tamafio del
repertorio del canto, el numero de diferentes cantos producidos y el nimero de silabas
diferentes. Asi mismo, mencionan que el tamafio del repertorio de canto varia de uno a
cientos. Sin embargo, independientemente del tamafio del repertorio, el nimero de
diferentes tipos de silabas puede diferir (Devoogd et al., 1993). Por lo que, en aves
cantoras, el tamafo del repertorio vocal puede variar de uno a cientos de cantos. La
frecuencia de los cantos, el numero de silabas diferentes empleadas para cada canto, y
la variabilidad de los cantos en un periodo determinado de tiempo dependen de la
complejidad en el repertorio vocal de cada ave. Como por ejemplo, las aves Parus major
y Emberiza calandra, que a pesar de presentar el mismo niumero de cantos (de dos a
tres) pero el numero de silabas de cada aves, varia, siendo tres para P. major y 20 para
E. calandra (Devoogd et al., 1993).

2.2 FACTORES MOLECULARES ASOCIADOS AL LENGUAJE

Hoy en dia se conoce que el lenguaje es una habilidad compleja que involucra la
interaccién de muchos genes (Spiteri et al., 2007). Esto se desconocia en la década de
los afios 90, afio en que el caso de los individuos de una familia denominada KE, fue uno
de los mas estudiados, ya que en las tres generaciones analizadas, cerca de la mitad de
sus miembros padecia alteraciones en la adquisicion del habla y lenguaje (Fisher et al.,
1998; Nudel y Newbury, 2013; Condro y White, 2014b). Entre los rasgos fenotipicos se

destaca el déficit de la capacidad de dividir palabras en fonemas y el déficit en habilidades

15



gramaticales que implica la produccion de inflexiones o cambios en el tono de voz;
ademas, los miembros afectados presentaban dispraxia del desarrollo verbal, un
trastorno del desarrollo del lenguaje que afecta la articulacion con respecto a la
secuenciacion de los movimientos orofaciales (Lai et al., 2001; Nudel y Newbury, 2013).
De acuerdo al analisis de pedrigree, este rasgo afectaba de igual forma a hombres y
mujeres (Fisher et al., 1998). Mediante la genotipificacibn con marcadores para
microsatélites en el genoma, Fisher y colaboradores (1998) identificaron que esta
anomalia era monogenética y que su patron de herencia era autosomica dominante, ya
que en los miembros afectados la mutacién era heterocigota (Lai et al., 2001; Nudel y
Newbury, 2013). También determinaron que el o los genes responsables se encontraban
en la region 7931 (denominado locus SPCH1) del brazo largo del cromosoma 7 (Fisher
et al., 1998). Mas tarde, Lai y colaboradores (2001) previeron el primer vinculo molecular
asociado a esta anomalia en el habla. Ellos identificaron a FOXP2 como el gen implicado
en la anormalidad en el desarrollo del lenguaje en miembros de la familia KE y en un
individuo independiente, denominado CS, que presentaba un desorden en el habla y en
el lenguaje similar al de la familia KE, asociado a una traslocacion reciproca en el
cromosoma 5y 7 (Laietal., 2001; Li et al., 2004; Scharff y Haesler, 2005; Webb y Zhang,
2005).

Los 27 miembros afectados de la familia KE presentaron una mutacion puntual en el exén
14 en donde hay una sustitucién de aminoacidos de una arginina (R) por una histidina
(H) en la posicién 553 (R553H), que afecté el dominio de unién al ADN de la proteina
FOXP2. Esta mutacion causa déficit en la produccion de secuencias complejas de
movimientos orofaciales que provocan dispraxia y deficiencia en el aprendizaje (Lai et al.,
2001; White et al., 2006; Fisher y Scharff, 2009). Mientras que en un paciente
denominado “CS”, el punto de interrupcion de la traslocacion cromosomica en la
secuencia codificante de la regién g31.2 del cromosoma 7, fue localizada en una regién
200 pb en el intron entre los exones 3b y 4. Al mapear esta region, se observé que en
dicho punto de ruptura se interrumpia al gen FOXP2, entre los exones 3 y 4 y como

consecuencia, habia una terminacion prematura de la traduccion de FOXP2 (Lai et al.,

16



2001; Benitez-Burraco, 2008). Basados en estos casos, la disrupcion en una copia del
gen parece ser suficiente para desarrollar un déficit en el habla. Estos hallazgos se
establecieron las primeras bases genéticas de desordenes del habla y el lenguaje y por
otra, gener0 nuevas areas de investigacion a nivel genético, molecular, neuroldgico,

clinico y evolutivo (Tolosa Montero, 2009).

2.3 FOXP2

Para la nomenclatura del gen se tomé como referencia la empleada en la investigacion
de Wohlgemuth et al. (2014), donde FOXP2 y FoxP2 se utiliza para referirse a la proteina
en humanos y organismos no humanos y en cursiva, FOXP2 Y FoxP2 para el gen.

FOXP2 es una proteina que pertenece a una familia de factores de transcripcién que
tienen un dominio de union a ADN forkhead (FOX) conservado (Bruce y Margolis, 2002;
Scharff y Haesler, 2005; Fisher y Scharff, 2009; Sin et al., 2015). A partir de su secuencia
gendmica, se genera un producto principal con una longitud de 715 aminoacidos. Ademas
del dominio Fox, la estructura proteica contiene un dedo de zinc, una regién N terminal
rica en glutamina, que puede funcionar como una cremallera polar que permite la union
a otros factores de transcripcion y crear una unidad transcripcional multiproteica (Figura
3) (Bruce y Margolis, 2002; Scharff y Haesler, 2005). Adyacente a esta region, hay dos
regiones de poliglutamina que son codificadas por mezclas de repeticiones CAG y CAA
(Enard et al., 2002). La longitud de estas regiones de poliglutamina varia entre taxones,
asi mismo, los polimorfismos presentes en esta region, no afectan de manera funcional
a la proteina (Enard et al., 2002; Benitez-Burraco, 2008). FOXP2 actla principalmente
como un represor directo de la transcripcién al unirse a diferentes secuencias en regiones

promotoras de un grupo especifico de genes blanco (Scharff y Haesler, 2005).
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Figura 3. Estructura y dominios funcionales de la proteina FOXP2. Figura obtenida y adaptada de Scharff y Haesler,
2005. El relampago rojo marca el punto de traslocacion cromosdmica presente en el paciente denominado CS. El
primer asterisco indica la introduccién de un coddn de paro prematuro en un paciente. El segundo asterisco en rojo,
sefiala la localizacion fisica de la mutacion en la posicion 553 de arginina (R) a histidina (H) presente en los miembros
de la familia KE. Poli-GIn: region de poliglutaminas. Cierre de Leu: cierre de leucinas.

Para que la actividad transcripcional ocurra, FOXP2 debe monodimerizar o
heterodimerizar con FOXP1, FOXP4 u otros factores de transcripcidn como la proteina
co-represora transcripcional de union a C-terminal 1 (CtBP1) (Scharff y Haesler, 2005;
Fisher y Scharff, 2009). Las interacciones de homo o hetero dimerizacion dependen del
motivo conservado de la cremallera de leucina para su union al ADN (Li et al., 2004). El
dedo de zinc tipo C2H2, que se encuentra adyacente a la cremallera de leucina, modula

la especificidad de la interaccidon entre proteinas FoxP (Scharff y Haesler, 2005).

Los blancos moleculares de FOXP2 comprenden una red de genes con relevancia en
fenotipos del hablay el lenguaje (Scharff y Haesler, 2005), los cuales, han sido implicados
en desoérdenes de disfuncion en el lenguaje como lo es el receptor tirosina quinasa MET
en un amplio espectro de desordenes de autismo, el gen candidato de la esquizofrenia
DISC1, el complejo SRPX2-uPaR involucrado en la epilepsia de areas cerebrales
requeridas para el habla y DVD-CAS y CNTNAP2, gen que codifica una neurexina
transmembranal CASPR2, que contribuye a formas tipicas en el trastorno especifico del

lenguaje (TEL) (Graham y Fisher, 2013). De este ultimo, se conoce que FOXP2 se une
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al primer intron de CNTNAP2 y regula negativamente su transcripcion (Condro y White,
2014a).

En el desarrollo embrionario, se ha observado que la proteina ortéloga FOXP2 en raton,
se expresa durante la morfogénesis del pulmon y en circuitos de distribucion que implican
multiples areas del cerebro, incluidas las capas profundas corticales, el cuerpo estriado,
el cerebelo, tdlamo y olivas inferiores (Condro y White, 2014b). FOXP1, 2 Y 4 y otros
miembros de la familia FOX, se expresan en tejido neural embrionario, indicando que
pueden mediar la diferenciacién y la neurogénesis (Spiteri et al., 2007). FOXP2 ademas,
promueve el desarrollo de circuitos implicados en el aprendizaje vocal mediante el

desarrollo de neuritas (Scharff y Haesler, 2005).

2.4 FOXP2y el aprendizaje vocal en aves

Por su similitud en el comportamiento en el aprendizaje vocal con humanos, la anatomia
cerebral y el papel conservado de FOXP2, en términos de los patrones de expresion en
tejidos neurales durante el desarrollo cerebral, las aves cantoras emergieron como un
modelo de estudio para analizar la funcién de FOXP2 y su relacion con el aprendizaje
vocal (Webb y Zhang, 2005; Wohlgemuth et al., 2014).

Anomalias estructurales y funcionales en el cerebro de individuos con mutaciones en
FOXP2, muestran que los ganglios basales son una zona clave critica (Haesler et al.,
2004). Durante el desarrollo del cerebro de roedores y humano, el cuerpo estriado (el
cual yace en los ganglios basales) es el sitio donde la expresion de FOXP2 es mas alta
(Haesler et al., 2004; Teramitsu et al., 2004; Enard et al., 2009; Chiu et al., 2014). Asi
mismo, en aves, el area X es parte del circuito de los ganglios basales o circuito anterior
del prosencéfalo (AFP) vy este, comparte caracteristicas electrofisiologicas,
neuroquimicas y funcionales a los ganglios basales humanos (Haesler et al., 2004,
Scharff y Haesler, 2005).
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En un estudio realizado por Haesler y colaboradores (2004) en aves cantoras y no
cantoras, se mostro que en el area X, la expresion de FOXP2 incrementa durante los dias
35 al 50, que corresponde al periodo plastico en el aprendizaje de los cantos en el pinzon
cebra. Asi mismo, FOXP2 disminuye sus niveles de expresion cuando la cristalizacion
del canto ocurre. Mientras que en el canario, los niveles de expresion de FOXP2 en el
area X, cambian conforme a la estacion del afio (Figura 4) teniendo una mayor expresion
durante fases en el que el canto se volvia inestable, esto, en los meses de Julio, Agosto
y Septiembre, meses en los que estas aves afiaden silabas en su repertorio de cantos,
provocando que el canto sea variable. En la temporada de apareamiento, el canto es

estable y los niveles de expresion de FOXP2 disminuyen.
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Figura 4. Expresién de FOXP2 en diferentes etapas de aprendizaje del canto en pinzén cebra y canario. A)
Variacion en la expresion de FOXP2 en diferentes etapas del aprendizaje del canto en el pinzén cebra. B) Variacion
en la expresion del canario en diferentes estaciones del afio. Imagen tomada del sitio web del departamento de
Biolinguistica de la Universidad de Oviedo, modificada a partir de la original de Scharff, et al. 2005.

20



La principal diferencia entre las aves cantoras y no cantoras, yace en la ausencia de las
estructuras cerebrales necesarias para aprender vocalmente. Por ello, Haesler y
colaboradores (2004) al comparar los niveles de expresion de FOXP2 en aves cantoras
y no cantoras de ambos sexos, encontraron que la expresion de FOXP2 no vario en el

cuerpo estriado y el tAlamo dorsal (Haesler et al., 2004).

En cuanto a aves con diferente grado de complejidad de canto, se reporté un estudio en
el que se quiso determinar si la expresion de FOXP2 variaba en gorriones bengali
(Lonchura striata), el cual tiene un repertorio de canto mayor y mas variable que el del
pinzén cebra. Contrario a lo que se esperaba, al menos para este caso, no se encontrd
evidencia de que la complejidad del canto estuviera relacionado con variaciones
cualitativas o cuantitativas en la expresion FOXP2 en el sistema de canto (Wohlgemuth
et al., 2014). Sin embargo, seria interesante evaluar los niveles de expresion en otras

aves que tienen un repertorio musical mayor.

Se ha observado que la disminucién de la expresiéon de FOXP2 en el area X del pinzén
cebra juvenil muestra una disminucién en la capacidad para controlar y modular la
variabilidad de la cancién, ya que la disminucién de los niveles de FOXP2 en el area X
evita la imitaciébn exacta del canto del tutor al dificultar la capacidad para generar y
seleccionar los programas motores que producen el canto del tutor (Murugan et al., 2013;
Wohlgemuth et al., 2014). Por lo que la expresion de FOXP2, es crucial para el

aprendizaje de cantos en aves.

También, se ha visto que la ausencia de la expresién de FOXP2 en etapas del desarrollo,
produce fenotipos distintos. En ratones con ambas copias de FOXP2 disruptivas, se
observo que su comportamiento de exploracion se redujo y que tal como sucede en recién
nacidos, emiten vocalizaciones ultrasénicas de campo reducido y presentan una
modulacién de frecuencia mayor en comparacion con los ratones control (Shu et al., 2005;
Condro y White, 2014). Mostrando que FOXP2 es un gen critico para el comportamiento

vocal en ratones jovenes y adultos.
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2.5 Evolucién molecular de FOXP2

Los genes responsables del fenotipo especifico de humanos pudieron haber sido
alterados bajo presion selectiva provocando cambios en la tasa de sustitucion y en sus
patrones a nivel de secuencias proteicas (Zhang et al., 2002). Un analisis evolutivo de
FOXP2 realizado por Zhang y colaboradores (2002) mostr6 que este factor de
transcripcion es altamente conservado. Este andlisis se realizd con la secuencia de
FOXP2 de humano, chimpancé, gorila, orangutan, mono Rhesus y el ratén, se observo
gue esta proteina ha sido blanco de la presién de seleccion después de la divergencia
entre humano y primates no humanos (Scharff y Haesler, 2005); ya que durante esta
divergencia, se produjeron las dos sustituciones no sinénimas fijas en humanos, que
fueron seleccionadas positivamente al no mostrar una tasa de mutacion elevada (Enard
et al., 2002; Zhang et al., 2002; Scharff y Haesler, 2005). Ratones y el ancestro comun
de humanos y chimpancé, divergieron hace 70 millones de afios, y en esta separacion,
se produjo un solo cambio de aminoacido en FOXP2 (Enard et al., 2002; Webb y Zhang,
2005).

Chimpancés y humanos divergieron hace aproximadamente 6 millones de afios, y
después de esta divergencia, ocurrieron las dos mutaciones (T303N y N325S) que estan
ausentes en chimpancé (Enard et al., 2002; Graham y Fisher, 2013). Cabe destacar que
estos cambios también estan presentes en linajes humanos antiguos como lo son los
Neandartales (Condro y White, 2014b).

Las dos sustituciones de aminoacidos corresponden a una treonina (Thr o T) que cambia
a una asparagina (Asn o N) en la posicion 303 y una asparagina (N) que cambia a una
serina (Ser 0 S) en la posicion 325, los nucleétidos responsables de este cambio de
aminoacidos, se encuentran localizados en el exon 7 del gen que codifica a FOXP2
(Figura 5) (Webb y Zhang, 2005; Nudel y Newbury, 2013). La sustitucién correspondiente
a N325S, es compartida con carnivoros y murciélagos, sugiriendo que este cambio por
si solo no es suficiente para la funcion proteica del FOXP2 humano (Nudel y Newbury,
2013). Mientras que el cambio T303N parece ser Unica en humanos, ya que no se ha
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encontrado en algun otro mamifero y vertebrado analizado (Figura 6) (Scharff y Haesler,

2005; Webb y Zhang, 2005; Nudel y Newbury, 2013).
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Figura 5. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de FOXP2 esquematizado de manera parcial de humano,
chimpancé, chimpancé pigmeo, gorilla, orangutan y ratén. Los puntos indican aminoacidos idénticos, guiones (-)
muestran gaps. El primer recuadro indica el tramo de poligutaminas, el segundo recuadro engloba la secuencia
correspondiente al dominio forkhead. Con flechas se sefiala los aminoacidos codificados que yacen en el exén 7 de la
secuencia genética de FOXP2. Imagen tomada de (Enard et al., 2002).

23



Orders Species Site 303 325

Galliformes (Aves) Chicken (Gallus gallus) Thr Asn
Hyracoidea Hyrax (Procavia capensis) Thr Asn
Tubulidentata Aardvark (Orvereropus afer) Thr Asn
, Pig (Sus scrofa Thr Asn
Ariodactyla |8 (Bos m;{n{s) Thr Asn
Cetacea Whale (Balasna mysticetus) Thr Asn
Perissodactvla | £ebra (Equus grevyi) Thr Asn
: Tapir (Tapirus sp.) Thr Asn

Cat (Felis catus) Thr Ser

Dog (Canis familiaris) Thr Ser

Wolf (Chrysocvon brachvurus) Thr Ser

Camivora | Wolverine (Gulo gulo) Thr Ser
Bear { Ursus maritimus) Thr Ser

Fox (Alopex lagopus) Thr Ser

Seal (Phoca vitnlina) Thr Ser

Sea lion (Zalophus californianus) Thr Ser

Chiroptera Bat (Tadarida sp.) Thr Asn
Rodentia |Mouse (Mus musculus) Thr Asn
Hamster (Cricetulus grisens) Thr Asn

Lagomorpha Rabbit (Syivilagus floridanus) Thr Asn
Insectivora ~ Mole (Condvlura cristata) Thr Asn
Scandentia  Tree shrew (Tupaia belangeri) Thr Asn
Lemur (Lemur cattea) Thr Asn

Tamarin (Saguinus oedipus) Thr Asn

Rhesus monkey ( Macaca mulatta) Thr Asn

Primates |Orangutan (Porgo pygmaens) Thr Asn
Gorilla (Gorilla gorilla) Thr Asn

Common chimp (Pan troglodytes) Thr Asn

Pygmy chimp (Pawn paniscus) Thr Asn

'Human (Homao sapiens) Asn Ser

Figura 6. Esquema que representa a individuos de diferentes 6rdenes y los cambios en la secuencia proteica de
FOXP2 a nivel evolutivo. Imagen tomada de (Zhang et al., 2002).

Como se menciond anteriormente, humanos y aves cantoras requieren aprender
vocalmente para el aprendizaje y la vocalizacion del habla y cantos respectivamente,
Webb y Zhang (2005) realizaron una comparacion con la secuencia de aminoacidos
codificada por el exdn 7 de FOXP2 en aves que presentan aprendizaje vocal y no vocal.
En sus resultados muestran que la secuencia de aminoéacidos correspondiente a la
secuencia nucleotidica del exén 7, fue similar a la secuencia del ratdn y estas secuencias
de aves, no compartian las sustituciones presentes en humanos (Webb y Zhang, 2005;
Nudel y Newbury, 2013).

Para comprobar si estas sustituciones estan involucradas en algun fenotipo especifico
del humano, Enard y colaboradores (2009) utilizaron al raton para determinar los cambios
gue presenta el organismo al introducir las sustituciones humanas T303N y N325S.

Observaron que FOXP2 se expreso en neuronas de la espina media, constituyen cerca
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del 90% de las neuronas del cuerpo estriado. También FOXP2hum tiene un efecto

significativo en los patrones de expresion de genes en el cuerpo estriado.

A Foxp2wtwt Foxp2hum/hum
= 4007 %
5
- 30
©
=
S 200+
2
S 100+
(]
c
0
[0 Foxpawrmr

. Foxpzhum/hum
B  Foxp2w™wt Foxp2hum/hum

Foxp2WT/KO

dendrite length [um]

Figura 7. Diferencia celular de neuronas y dendritas del cuerpo estriado de ratones de tipo silvestre y ratén
con FOXP2 humanizado. A) Neuronas del cuerpo estriado en ratén de tipo silvestre (FOXP2WTWT) y humanizado
(FOXP2hum/hum) ‘marcadas con B-tubulina Il verde como marcador. En el panel derecho, se muestra de manera
cuantitativa la longitud de neuronas en micrémetros del ratdn de tipo silvestre, el ratén humanizado con las variaciones
de humanos (S303N y N325S) para el factor de transcripcion FOXP2. B) llustraciones representativas de la tincion de
Golgi-Cox de dendritas del cuerpo estriado de individuos control y humanizados para FOXP2. En el panel derecho, se

muestra de manera cuantitativa, la longitud de las dendritas para los tres individuos. Imagen tomada de (Enard et al.,
20009).

FOXP2 tiene un efecto positivo sobre los receptores de dopamina D1 de neuronas de la
espina media, ademas de afectar las proyecciones axonales y sus propiedades

electrofisiolégicas (Figura 7). Al comparar la proliferaciéon y diferenciacion in vitro del ratén
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con alelos tipo silvestre y el ratdbn humanizado, se observé que los dos genotipos no
difirieron significativamente en el crecimiento o en el rango de supervivencia durante la
proliferacion. Sin embargo, si se mostré que las dendritas eran 80% mas largas con
respecto al control y al medir la longitud total de estas células, se observé que tenian

ramificaciones dendriticas 22% mas largas que en el raton de tipo silvestre (Figura 7).

Sugiriendo con este estudio que alteraciones en los circuitos de ganglios basales
corticales, a causa de los dos cambios de aminoacidos en FOXP2, pueden haber sido

importantes para la evolucién del habla y el lenguaje en humanos (Enard et al., 2009).

2.6 Mimus polyglottos

M. polyglottos es un ave paseriforme que pertenece a la familia de los mimidos. Mide
alrededor de 25 cm de largo y no presenta dimorfismo sexual marcado (Nelson, 2014).
Se distribuye desde el Sureste de Canada, al sur de México. En la Republica Mexicana,
se encuentra en toda la zona norte y centro (Instituto Nacional de Ecologia, 1997) en
zonas aridas y semihimedas. Estas zonas en las que habita normalmente son abiertas
con matorrales y arboles dispersos, también se pueden encontrar en la periferia de

bosques y en ciudades (Instituto Nacional de Ecologia, 1997; Nelson, 2014).

Su alimentacién es omnivora, ya que se alimenta de insectos como polillas, escarabajos,
mariposas, hormigas, saltamontes y una gran variedad de frutos como bayas, pasas,
manzanas, etc. (Farnsworth et al., 2011; Nelson, 2014). Los cenzontles nortefios
normalmente son monégamos, pero la bigamia y poligamia puede ocurrir (Farnsworth et

al., 2011). Pueden tener hasta 4 crias cada temporada de cria.

Ambos sexos cantan. Sin embargo, es el macho quien puede aprender cerca de 200
cantos durante toda su vida (Farnsworth et al., 2011). Los cantos son adquiridos tras la
imitacion de sonidos, llamados y otros cantos; ya sea de otros individuos de su misma
especie, otras aves o incluso de objetos inanimados. A lo largo de su vida, contindan

agregando sonidos. Derrickson (1988), menciona algunas etapas en el que el canto varia,
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que forman parte del ciclo anual de los cenzontles y que corresponden a la reproduccion
cuando el macho se encuentra en su territorio sin la presencia de hembras, la etapa del
cortejo y el inicio de la construccion del nido por parte de la hembra, la construccion del
nido por el macho, el periodo de incubacion; y cantos que corresponden a situaciones
adversas, como el canto interpretado por las noches por un macho sin pareja, después
de que un nido fuera destruido por un depredador, el periodo que se da justo antes de la
desercion del territorio a finales del verano y el canto con funcién en la vigilancia del

territorio.

En la etapa del cortejo y durante la construccion del nido, el numero de cantos del macho
incrementa. No obstante, estos cantos disminuyen durante la incubacién y el cuidado de

las crias (Derrickson, 1987; Derrickson, 1988).

En México, M. polyglottos se conoce como cenztzontlatole (cenzontle) del nahuatl
centzontlatolli. Centzontli significa 400 lenguas y tlatolli, el que tiene innumerables voces,
y en conjunto significa ave de las 400 voces (Cruces Carbajal, 2006). Su hombre hace

referencia a su capacidad de producir una gran variedad de cantos.

M. polyglottos, el pajaro gato (Dumetella carolinensis) y el cuitlacoche rojizo (Toxostoma
rufum) pertenecen al grupo taxonémico de los zorzales imitadores, conocidos por su gran
variedad de cantos (Thompson et al., 2000). El pajaro gato y el cenzontle cantan cientos
de elementos vocales mientras que el cuitlacoche rojizo canta hasta miles de cantos. Esta
variabilidad, en conjunto con la complejidad de los cantos ejecutados en un periodo
determinado de tiempo, se le conoce como versatilidad, y a estas tres aves, se les conoce

por ser muy versatiles (Boughey y Thompson, 1976).

Cada uno se caracteriza por ejecutar un niumero de repeticiones particular. El pajaro gato
vocaliza un canto una vez, los cuitlacoches rojos interpretan y repiten un canto hasta dos
veces Yy el cenzontle repite un canto varias veces (7 0 mas) antes de ejecutar otro canto
distinto (Derrickson, 1988; Thompson et al., 2000). A diferencia de otras aves, la manera

en como los cenzontles estructuran sus sonidos, notas y episodios (secuencias de
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repeticion inmediata de los cantos), es muy caracteristica de ellos (Thompson et al.,
2000).

La estructura de cada episodio es especie especifica y aporta informacion importante
como su identidad individual y la propension en su comportamiento como la disposicion

de atacar a un intruso (Thompson et al., 2000).

Hasta la fecha, la versatilidad del canto de los cenzontles no ha sido abordada y dado
que el factor de transcripcibn FOXP2 tiene implicaciones en el desarrollo del habla y
lenguaje, y que en el humano, variaciones en la secuencia del exon 7 han tenido impacto
en el desarrollo del lenguaje, quisimos examinar si el exén 7 de FOXP2 del cenzontle,
presenta variaciones a nivel de nucleétidos que difirieran entre otras aves cantoras y no
cantoras, asi como de organismos vertebrados. Por lo que se amplificd la secuencia del
exon 7 del cenzontle para compararla con la de los organismos previamente reportados,
con objeto de explorar si en aves versatiles como lo es el cenzontle M. polyglottos, se
presenta variaciones en la secuencia de FOXP2 que sugiera la posibilidad de que FOXP2

tuviera un papel en la evolucién y el desarrollo del repertorio de los cantos.
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3. HIPOTESIS

1. La secuencia del exon 7 del gen FOXP2 en M. polyglottos presenta variaciones

nucleotidicas en comparaciéon con otros organismos vertebrados.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar el exdn 7 del gen FOXP2 en M. polyglottos.

4.2 Objetivos especificos

1. Estandarizar un protocolo y condiciones necesarias para la extraccion de ADN en
plumas de ave.

2. ldentificar a nivel molecular el género de las muestras obtenidas.

3. Generar y caracterizar la secuencia exon 7 del gen FOXP2 de M. polyglottos.

4. Determinar si se presenta alguna variacion a nivel de nucleotidos en la secuencia
del exén 7 del gen FOXP2 de M. polyglottos en comparacién con las secuencias

de organismos vertebrados que presentan aprendizaje vocal y no vocal.
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5. METODOLOGIA

5.1 MATERIALES

5.1.1 Muestras bioldgicas

En estudios genéticos en aves, comunmente se hace uso de la sangre como fuente de
obtencién de ADN gendmico. Sin embargo, el método de obtencion de sangre, ademas
de ser invasivo y provocar estrés en el ave, puede afectar negativamente al organismo
sino es realizado por un experto. El uso de plumas como fuente de ADN gendémico es
una alternativa no invasiva y viable, ya que el plumaje es renovado a través de una etapa
de muda de plumas que forma parte de su ciclo bioldgico anual (Bello et al., 2001; Marin
et al., 2009). En este trabajo, se obtuvieron las plumas de muda de siete cenzontles y un
loro (todos domésticos) del estado de Querétaro. Las plumas de cada individuo se

almacenaron en bolsas herméticas por separado a temperatura ambiente.
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Figura 8. M. polyglottos doméstico del que se obtuvo muestra para este estudio (Cnz 2).
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5.2 METODOS

5.2.1 Extraccién de ADN

Se probaron tres protocolos de extraccion de ADN de apices de plumas de ave descritos
por Bello, et al. 2001; Prager y Stoneking, 1999, y el del kit comercial DNeasy® Blood &
Tissue, QIAGEN, con algunas modificaciones. Para todos los métodos de extraccion, se
emplearon dos apices de pluma de 3 cm para plumas largas y 0.5 cm para plumas cortas
por tubo para cada individuo. Las muestras fueron digeridas con 20 pl de proteinasa K
(20 mg/ml), 20 pl de solucién DTT (0.1M) y 300 pl de buffer ATL, para el protocolo del kit
comercial; con 500 pl de buffer de lisis (50mM Tris-HCI, pH8; 20mM EDTA pH8; SDS 2%
y 9 ul de proteinasa K (20mg/ml) para el protocolo descrito por Bello et al. 2001; o con
900ul de buffer de lisis (10mM Tris-base, 10mM EDTA, 2% SDS) y 9 ul de proteinasa K
(20 mg/ml), para el protocolo descrito por Prager y Stoneking, 1999. En todos los casos,

las digestiones fueron incubadas a 56°C por 10 horas, agitandose cada hora.

La calidad y cuantificacion del ADN fue medida en un espectrofotometro NanoDrop

modelo 2000c marca Thermo Scientific.

5.2.2 Amplificacién de fragmentos por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés)

Las reacciones de PCR se prepararon de acuerdo a las instrucciones del fabricante de la
enzima Tag DNA Polymerase recombinant INVITROGEN®. Se realizaron gradientes de
temperatura PCR a diferentes temperaturas de alineamiento de los cebadores para el

exén 7 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cebadores empleados para la identificacion de las muestras por medio de la amplificacion del citocromo B
(L14816 y H15173) y para la amplificacion del exén 7 del gen FOXP2 (e7F y e7R).

Cebador Secuencia Referencia
L14816 5-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3'

H15173 5'-CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3'

e7F 5'-GAAGACAATGGCATTAAACATGGAGG-3'

e/R 5'-GAATAAAGCTCATGAGATTTACCTGTC-3'

Parson et al. 2000

Webb y Zhang, 2005

La mezcla de reaccion de PCR fue preparada con agua grado biologia molecular, 10X
buffer de PCR, 50mM MgCl2, 10mM mix de dNTPs, 10mM de cada cebador y 5U/ul de
Tag ADN polimerasa recombinante por cada reaccion. Para la identificacion molecular se
emplearon los oligonucleotidos universales para el marcador molecular citocromo b
(CYB) Parson et al., 2000, bajo las siguientes condiciones: un ciclo a 94°C por un minuto
seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 50°C a 30 segundos y 72°C a un minuto,

al final de los ciclos se agreg6 una etapa de extension final a 72°C por 7 minutos.

Para la amplificacion del exdn 7 se emplearon los cebadores reportados por Webb y
Zhang (2005), bajo las siguientes condiciones: un ciclo a 94°C por un minuto seguido de
35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 50°C a 30 segundos y 72°C a un minuto, y al finalizar

los ciclos, se afiadio una etapa de extension final a 72°C por 7 minutos.

Para corroborar que los productos de PCR fueran los esperados, se realizé una
separacién por electroforesis en gel de agarosa (BIO-RAD, grado biologia molecular) al
1% a 100 mA por 30 minutos. Las bandas generadas se visualizaron en un
fotodocumentador modelo 5000 marca BIO-RAD.

5.2.3 Purificacion
Los productos de PCR del marcador citocromo b, fueron purificados con las columnas de
purificacion QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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5.2.4 Secuenciacion
Para los productos purificados del marcador CYB, se utiliz el servicio de secuenciacion
del Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad (LANGEBIO)

(http://labsergen.langebio.cinvestav.mx/labsergen/index1.html).

Para los productos de PCR amplificados para el exdn 7 del gen FOXP2 se utilizé el

servicio de secuenciacion de Macrogen Korea (http://www.macrogen.com).

5.2.5 Analisis de secuencias

El electroferograma fue visualizado con el software Bioedit v.7.2.5 para observar la
calidad de las secuencias. Para determinar la identidad de las secuencias generadas
para el CYB, cada secuencia fue alineada en el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) y se consideraron aquellas secuencias que presentaron un porcentaje de
identidad del 99%. Para corroborar que las secuencias amplificadas correspondieran al
gen FOXP2, se realiz6 el mismo procedimiento y se tomaron en cuenta aquellas
secuencias con un porcentaje de identidad <95%. La edicidn de las secuencias se realizé
con el programa Serial Cloner 2.6. El alineamiento de las mismas fue hecho con el
programa CLC Sequence Viewer 7. Se empleé el software PAUP version 4.0a150 para
la generacién de una matriz de comparacion por pares de las secuencias para determinar

la similitud entre las secuencias generadas con otras reportadas.

6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de ADN gendmico

A pesar de que el uso de plumas como fuente de ADN gendmico es un método no
invasivo y relativamente mas facil en cuanto su obtencion, existe el problema de obtener
una baja concentracion de ADN (Harvey et al., 2006). Por lo que se evaluaron tres
métodos para seleccionar el protocolo mas eficiente en términos de generar una mayor

concentracion de ADN y un nivel de pureza aceptable.
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Inicialmente, en los protocolos se recomendaba usar el 4pice de una pluma y dejar
algunas horas de la noche en incubacion a 54 °C o 56 °C, con el buffer de lisis para la
degradacion de la cuticula de la pluma, que se encuentra conformada por queratina, un
compuesto con gran resistencia al agua, bacterias y enzimas (Senar, 2004). Sin embargo,
tras realizar una prueba piloto, se decidi6 colocar dos apices de pluma para cada ejemplar
y el tiempo de incubacién fue de 10 horas, con el fin de asegurar la degradacion de la

queratina.

Con base en las mediciones de concentracion y pureza de las pruebas realizadas de los
tres diferentes métodos de extraccion de &cidos nucleicos para apices (o calamo) de
pluma, se selecciond el protocolo del kit DNeasy® Blood & Tissue, QIAGEN, con el cual
se tuvo mayor concentracion de ADN (Cuadro 2). Esto se podria explicar ya que los kits
comerciales aseguran una alta pureza en la extracciéon, debido a que la eliminacion de
contaminantes y la recuperacion del ADN son mas eficientes (Velazquez et al., 2014).
Probablemente al realizar los otros protocolos de extraccion, los contaminantes no se
eliminaron correctamente o se requeria mas tiempo durante la degradacion de la cuticula

del calamo para obtener concentraciones mayores de ADN.

Haciendo uso del protocolo del kit DNeasy® Blood & Tissue, QIAGEN, se extrajo el ADN
gendmico de los 8 individuos muestreados de acuerdo a las especificaciones del

fabricante. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.
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Cuadro 2. Concentracion y calidad del ADN gendmico obtenido de tres protocolos usados. Se selecciond el protocolo
con el que se obtuvo una mayor concentracion de acidos nucleicos y una relaciéon de pureza 260/280 cercana a 2.

Concentracion
Muestra Protocolo de acidos A 260 A 280 260/280 260/230

nucléicos (ug/mi)

Cnz2 Bello etal., 2002 0.3 -0.006 -1.54 -1.54 0.04

Cnz2 Bello et al., 2002 0.1 -0.001 -0.006 -0.12 0.05

Cnz2 Prager y Stoneking, 1999 0.9 0.018 0.003 6.06 -2.46

Cnz2 Prager y Stoneking, 2000 29 0.058 0.026 2.25 0.17
Dneasy® Blood & Tissue,

Cnz2 QIAGEN 12.9 0.258 0.123 21 0.29
Dneasy® Blood & Tissue,

Cnz?2 QIAGEN 18.5 0.37 0.22 1.68 0.31
Dneasy® Blood & Tissue,

Cnz2 QIAGEN 16.1 0.322 0.16 201 0.33
Dneasy® Blood & Tissue,

Cnz2 QIAGEN 14.8 0.296 0.146 2.02 0.3

6.2 Identificacion molecular por medio del marcador molecular Citocromo B
(CYB).

La secuencia nucleotidica del gen citocromo b, localizado en el ADN mitocondrial, es
utilizada para la identificacion de vertebrados en estudios taxonémicos Yy filogenéticos
(Hsieh et al., 2001; Parson et al., 2000). El alto numero de copias del ADN mitocondrial
hace que este locus sea adecuado para el analisis de muestras donde el ADN pudiera
estar degradado o solo se puede obtener poca concentracion, como en ejemplares de
huesos, cabello y plumas (Parson et al., 2000). Ademas, se ha visto que no es necesario
obtener la secuencia completa de este gen, con amplificarlo de manera parcial, resulta
ser efectiva para la identificacion de especies (Hsieh et al., 2001). Para amplificar la
secuencia parcial de CYB, se utilizaron los cebadores reportados por Parson et al., 2000
(Cuadro 1) y la reaccién de PCR se trabajé con las mismas condiciones recomendadas.
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De acuerdo al revelado del gel de electroforesis, se obtuvo un amplicon de alrededor de
350 pb (Figura 9). El tamafio de este producto coincide con los datos reportados por
(Parson et al., 2000), donde el tamafio del amplicén a obtener es de 358 pb. Una vez que
se obtuvieron las secuencias de este fragmento para las 8 muestras de plumas y se
determindé que la calidad de la secuencia era adecuada, se procedié a hacer un
alineamiento de las secuencias con la herramienta de busqueda basica de alineamientos
locales (BLAST, por sus siglas en inglés), para determinar la identidad de las muestras
con base en el porcentaje de similitud. Las 7 muestras de plumas correspondieron al
cenzontle Mimus polyglottos con un porcentaje de identidad del 99%. La muestra control,
correspondio al loro de corona lila Amazona finschi con un 99% de identidad, coincidiendo

con las caracteristicas taxondémicas del organismo.

Cnz1 Co Cnz1-2 Cnz2 €nz1-1 Cnz4 Cnz3 Cnz6 Cnz5

- - - -

| -
400 pb
300 pb

200 pb

Figura 9. Amplicones del marcador citocromo b visualizados en un gel de agarosa al 1%. Todas las muestras
presentaron una banda de un tamafio aproximado de 350 pb. La muestra Co fungié como control externo. La muestra
Cnz7 y Cnz7-2 representan al mismo individuo de la misma forma que Cnzly Cnz1-1.
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6.3 Anadlisis de la secuencia nucleotidica del exon 7 del gen FOXP2 en M.
polyglottos.

Para amplificar la secuencia del exén 7 de FOXP2, se emplearon los oligonucle6tidos
descritos por Webb y Zhang (2005) (Cuadro 1). Se realizaron reacciones de PCR a
diferentes temperaturas de alineamiento para determinar la temperatura adecuada de los
oligos. Una vez establecida, se realizaron las reacciones de PCR para las 7 muestras de
ADN de M. polyglottos. Los amplicones generados fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1 %. Dado que nuestro producto fue una amplificacion parcial del exén 7, el
tamafo esperado era similar al producto que reportan Webb y Zhang (2005) de 130 a

150 pb, mismo que se observa en el gel de agarosa (Figura 10).

Cnz1Cnz2 Cnz3 Cnz4 Cnz5 Cnz6 Cnz7

Figura 10. Productos generados con los oligonucleétidos reportados (Webb y Zhang, 2007) para el exén 7 de FOXP2
en M. polyglottos.

Una vez obtenidas las secuencias, se analiz6 la calidad con el software Bioedit v.7.2.5.
El criterio para determinar dicha calidad fue que las lecturas de cada base fueran

superiores al ruido de la linea base, como se muestran en las secuencias parciales en
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las figuras 10 a 16, segmento A. Posteriormente, las secuencias se editaron con el
software Serial Cloner 2.6. Una vez editadas, se confirmdé que cada fragmento
correspondiera a FOXP2 mediante un alineamiento con el programa informatico de
alineamiento de secuencias de tipo local BLAST. Todas las secuencias tuvieron un 96 %

de identidad con la secuencia gendmica FOXP2 de otros organismos.

Después de confirmar la identidad de las secuencias, se hizo un alineamiento con el
programa CLC Sequence Viewer 7.6.1, entre las 7 secuencias del exon 7 de FOXP2 de

M. polyglottos para determinar la variacion a nivel de nucleoétidos.
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Figura 11. A) Alineamiento de la secuencia de nucle6tidos del exén 7 de FOXP2. En amarillo se denota la variacion
de nucledtidos. Los puntos representan nucleétidos idénticos respecto a la secuencia consenso. B) Prediccion de
aminoéacidos de la secuencia parcial del exon 7 de M. polyglottos.

Posteriormente, con Serial Cloner 2.6 se hizo una prediccion de aminoéacidos para
observar si alguna de las variaciones era una sustitucién sinébnima o no sinénima. Dichas

predicciones de aminoacidos fueron alineadas y editadas con CLC Sequencer Viewer
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7.6.1. Se observo que la variacion nucleotidica presentada en la figura 11 A, no generé

un cambio de aminoacido en la secuencia predictiva parcial de FOXP2 (Figura 11 B).

6.4 Comparaciéon del exon 7 de M. polyglottos con aves cantoras y no cantoras.

Para determinar si la secuencia del exon 7 de M. polyglottos era similar al de otras aves,
se obtuvo la secuencia del exdén 7 de FOXP2 de 14 aves no cantoras, 16 aves cantoras
y un mamifero como grupo externo, en la base de datos de Genbank. Estas se alinearon

con el programa CLC para compararlas con las secuencias del cenzontle (Figura 11 A).
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia parcial de FOXP2 de aves. A) Alineamiento de la secuencia del exon 7 de las
7 muestras de cenzontle y aves cantoras y no cantoras. Las casillas marcadas sefialan a aves no cantoras. B)
Alineamiento de prediccion de aminoacidos a partir de la secuencia del exon 7 de aves. Los puntos indican nucleétidos
y aminoacidos iguales con respecto a la secuencia consenso.
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Se observé que el exdn 7 de las aves cantoras y no cantoras esta muy conservada, como
se habia reportado anteriormente en la comparacion realizada por Webb y Zhang (2005)

€en cuanto a aves.

Calidris pugnax
Apteryx australis
Phaethon lepturus
Tinamus guttatus
Agquila chrysaetos
Haliaeetus leucocephalus
Buceros rhinoceros
Corvus cornix
Chlamydotis macqueenii
Pterocles gutturalis
Tauraco erythrolophus
Tyto alba

Zonotrichia albicollis
Falco cherrug

Falco peregrinus
Anser cygnoides
Taeniopygia guttata
Parus major
Chaetura pelagica
Anas platyrhynchos
Geospiza fortis
Coturnix japonica
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Melopsittacus undulatus
Ficedula albicollis
Calypte anna
Archilochus

Passer domesticus
Sayornis phoebe
Tursiops truncatus
Cnz2

Cnz5

Cnizd

Cniz1

Cnz6

Cnz7

Cnz3

Figura 13. Arbol de distancias basado en el método Neighbor-Joining (NJ) generado a partir de la matriz de distancias
de 79 pb del exdn 7 del gen FOXP2 de M. polyglottos. Se emplearon 14 aves no cantoras, 16 aves cantoras y 1
mamifero.

Las secuencias de los 7 cenzontles presentaron dos variaciones en la secuencia de
nucledtidos. Una variacion fue compartida Unicamente en dos individuos (Cnz 2 y Cnz5)
en la posicién 18, mientras que la otra variacion, presente en la posicion 23, esta presente

en los siete individuos analizados y estuvo ausente en todos los organismos comparados.
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Al determinar si dichas sustituciones en la secuencia de nucle6tidos cambiaban la
secuencia a nivel de amino&cidos, se realizé una prediccion de aminoacidos con el
software Serial Cloner 2.6. La variacion observada en la posicion 18 fue una sustitucion
sinbnima, ya que el cambio de nucle6tido no generd otro aminoacido (Figura 11 B),
mientras que, la variacion en la posicién 23 generd otro aminoacido (N a S) diferente al

gue se muestra en la secuencia consenso (Figura 11 B).

Para corroborar esta diferencia en la secuencia de nucleétidos, con el software PAUP4
se generd una matriz de comparaciéon por pares de las secuencias del exén 7 de aves
cantoras, no cantoras y cenzontles. Esta matriz muestra cuantitativamente la diferencia
entre una secuencia con otra (Figura 23). A partir de la matriz de distancias generada, se
generd un arbol mediante el método Neighbor-Joining (NJ), para reflejar el grado de
similitud entre las secuencias del exon 7 de cada organismo. Como se puede observar
en la figura 13, el exdn 7 de todos los cenzontles, esta agrupado en una misma terminal,

siendo el delfin, el organismo con mayor similitud.

Dado que las secuencias del exén 7 de los cenzontles fueron similares a la secuencia del
mamifero control, se hizo una comparacién con otros organismos vertebrados para

determinar qué tan similares son sus secuencias.

6.5 Comparacién del exdn 7 de M. polyglottos con otros organismos vertebrados.

De la misma forma en la que se compararon las secuencias del exén 7 de los cenzontles
con aves cantoras y no cantoras, se generd un alineamiento con la secuencia de 3
primates no humanos (Pan troglodytes, Macaca mulatta y Pongo pygmaeus), humano
(Homo sapiens), un reptil (Alligator mississippiensis), el delfin mular (Tursiops truncatus),
ratbn (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus), un anfibio (Xenopus tropicalis),
murciélago (Aselliscus tricuspidatus), gato (Felis catus), perro doméstico (Canis lupus) y
el pinzén cebra (Taeniopygia guttata) para su comparacion.
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Figura 14. Alineamiento parcial del exon 7 de FOXP2 de vertebrados. A) Alineamiento de la secuencia del exén 7 de
FOXP2 de las 7 muestras de cenzontle y otros organismos vertebrados. B) Prediccion de aminoacidos a partir de la
secuencia del exén 7 de FOXP2. Los puntos indican nucleétidos y aminoacidos iguales con respecto a la secuencia
consenso.
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Figura 15. Arbol de distancias basado en el método Neighbor-Joining (NJ) generado a partir de la matriz de distancias
de 80 pb del exdn 7 del gen FOXP2 de M. polyglottos y otros organismos vertebrados.

En la Figura 14 se muestra el alineamiento generado del exon 7 de FOXP2 de los
organismos antes mencionados con las secuencias del cenzontle. Como se puede

observar, la secuencia del exén 7 presenta variaciones entre organismos. Una de estas
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variaciones, la que presentaron Unicamente los cenzontles (G en la posicion 23), también
se encuentra presente en las secuencias equivalentes del exdn 7 del gato, perro, rana
africana, murciélago y humano, en la misma posicion del alineamiento (Figura 14 A). Al
hacer la prediccion de aminoacidos del exdn 7 en algunos organismos vertebrados, y
alinear dichas secuencias, se muestra que esta variacion de nucleotido genera un cambio
de asparagina a serina que Unicamente esta presente en humano, carnivoros y en

cenzontle (Figura 14 B).

Para determinar la similitud entre las secuencias, se generd una matriz de comparacion
de pares con PAUP4 (Figura 24) y a partir de esta matriz, se realiz6 el arbol basado en
el método Neighbor-Joining (Figura 15). Como se muestra en el arbol, el exén 7 del
cenzontle 2 y 5 es muy parecido al de perro. Mientras que la secuencia correspondiente
a los cenzontles 1, 3, 4, 6 y 7 tienen mayor grado de similitud formando una terminal, y

esta terminal es similar a la secuencia del exén 7 del gato.

Estos resultados sugieren que una de las dos sustituciones que ocurrieron en el exén 7
del gen FOXP2 en humanos y que se sabe que a nivel de aminoacidos, una es

compartida con carnivoros (N325S), también esta presente en M. polyglottos.
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Figura 16. A) Electroferograma de la secuencia parcial del exén 7 de M. polyglottos (Cnz 1). La flecha indica la sustitucion de nucleétido en la secuencia. a)
Prediccion de aminoacidos de la secuencia del exdn 7. El recuadro muestra el cambio de aminoéacido que corresponde a la posicion 325.
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B)Cnz 2 100
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Figura 17. B) Electroferograma de la secuencia parcial del exon 7 de M. polyglottos (Cnz 2). La flecha indica la sustitucion de nucleoétido en la secuencia. b)
Prediccion de aminoacidos de la secuencia del exdn 7. El recuadro muestra el cambio de aminoéacido que corresponde a la posicion 325.
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Figura 18. C) Electroferograma de la secuencia parcial del exén 7 de M. polyglottos (Cnz 3). La flecha indica la sustitucion de nucleétido en la secuencia. c)
Prediccion de aminoacidos de la secuencia del exdn 7. El recuadro muestra el cambio de aminoéacido que corresponde a la posicién 325.
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Figura 19. D) Electroferograma de la secuencia parcial del exén 7 de M. polyglottos (Cnz 4). La flecha indica la sustitucion de nucleétido en la secuencia. d)
Prediccion de aminoacidos de la secuencia del exdn 7. El recuadro muestra el cambio de amino&cido que corresponde a la posicion 325.
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Figura 20. E) Electroferograma de la secuencia parcial del exén 7 de M. polyglottos (Cnz 5). La flecha indica la sustitucién de nucleétido en la secuencia. €)
Prediccion de aminoacidos de la secuencia del exdn 7. El recuadro muestra el cambio de aminoéacido que corresponde a la posicion 325.
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Figura 21. F) Electroferograma de la secuencia parcial del exén 7 de M. polyglottos (Cnz 6). La flecha indica la sustitucion de nucleétido en la secuencia. f)
Prediccion de aminoacidos de la secuencia del exdn 7. El recuadro muestra el cambio de aminoéacido que corresponde a la posicion 325.
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Figura 22. G) Electroferograma de la secuencia parcial del exén 7 de M. polyglottos (Cnz 7). La flecha indica la sustitucién de nucleétido en la secuencia. g)
Prediccion de aminoéacidos de la secuencia del exon 7. El recuadro muestra el cambio de aminoacido que corresponde a la posicion 325.
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Figura 23. Matriz de comparacion de pares de las secuencias parciales del exén 7 de aves cantoras, no cantoras y el control, el delfin con las secuencias de los
cenzontles. El cero (0) indica que son secuencias iguales, sin ninguna diferencia.
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pugnax australis lepturus guttatus chrysaetos leucocephalus  rhinoceros cornix macqueenii  gutturalis erythrolophus  Tyto alba albicollis cherrug  peregrinus cygnoides
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Continuacién figura 23.

i aib
Fai ETLUG
Faico peregrin
LA
men ga Quitsis
sz m g (1]
Chasturs pelagic 0 0
A vrhy 0 0 0
l far 0 0 0 0
l fapo 0 0 a 0 0
gz galiopsvo 0 0 0 0 0 (1]
G =1 0 0 0 0 0 1] 0
ot = L 0 0 0 0 0 1] 0 a
Ficeduls sthicoff 0 0 0 0 0 (1] 0 a (1]
jpie snna 0 0 0 0 0 1] 0 a 0 0
Archilocu 0 0 0 0 0 1] 0 a 1] 0 0
dom o 0 a 0 0 ] o a ] 0 o 0
pho (1] 0 a 0 0 ] o a ] 0 o 0 a
rur ] o a o o ] o ] ] ] ] ] a ]
l 0055555508 0.0555558 0.0555556 005555550 0.0555556 0.0555558 0.0555550 00555558  0.05555558| 0.0555558 005558 0.05555556 0.05555556 0.0555558| 0.0555558
g 00ZFFTrre 0.0Z7 7778 0.0Z77Fiie 00ZF77rre 0.0ZF7i78 0.0277rre 0.0277778 00ZFyrre  0.027r7vre| 0.0Z77vre 0078 0.0Z777re Q0277778 0.0Z777re| 0.027777e 0.02Z77ire
Crnzs 005555506 0.0555556 0.0555556 0055558505 0.0555556 0.05556558 0.0555558 00555558 0.05555558 0.0555550) 0.05556 0.05555558 0.05555558| 0.05555558 0.0555556 0 0.027777B
C 00ZFr7vre 0.0ZF7778 00ZT7Firs 00ZF7r7rre 0.0ZF7778 00277778 0.0277778 00277778 002777778 00277778 00Z778 0.0Z777rr8 002777778 0.0Z777re 0.0ZF7778 00FF7ir8 0 00ZFFrTe
00Zrr7vre 0.0ZF7778 00FTFirs 00ZF7r7rre 0.0ZF7778 0.027FFre 0.02777f8 00277778  0.027rrvre 00277778 00Z778 0.0ZF7rrr8 00277Frre 0.0Z7r7vre 0.0FF7778 00FF7Firs 0 00ZFFrTe 0
C 00Zrr7vre 0.0ZF7778 00ITFirs 00ZF7r7rre 0.0ZF7778 0.027FFre 0.02777f8 00277778  0.027rrvre 00277778 00Z778 0.0ZF7rrr8 00277Frre 0.0Z7r7vre 0.0FF7778 00FF7Firs 0 00ZFFrTe 0 o
00Zrrrrrs 0.0ZF7r78 00ZF7Firs 00ZFr7rrs 0.0ZF7r78 0027FFre 0.02777r8 00ZF7rme 0.027rrvre 00277778 00Z78 0.0ZF7rrr8 00277Frre 0.0Zr7rrs 0.0ZF7r78 00FF7irs 0 0D0ZFFr s (1] 1) a

56



Figura 24. Matriz de comparacion de pares de la secuencia parcial del exén 7 de FOXP2 de vertebrados y cenzontles.

Homo Macaca Pongo Taeniopygia Alligator Felis Canis Xenopus  Aselliscus Tursiops  Rattus Mus Cnz5 Cnz2 Cnzl Cnz6
Homo
Pan 0.0285714
Macaca 0.0285714 0
Pongo 0.0285714 0 0
QECHIOEW 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.0285714
Alligator 0.0857143 0.0571429 0.0571429 0.0571429 0.02857143
Felis 0.0571429 0.0857143 0.0857143 0.0857143 0.05714286 0.0857143
Canis 0.0571429 0.0857143 0.0857143 0.0857143 0.05714286 0.0857143 0.0571429
Xenopus 0.1428571 0.1714286 0.1714286 0.1714286 0.2 0.1714286 0.2 0.1714286
Aselliscus 0.0571429 0.0857143 0.0857143 0.0857143 0.05714286 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.1428571
Tursiops 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.0285714 0 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.2 0.0571429
Rattus 0.1714286 0.1428571 0.1428571 0.1428571 0.11428571 0.0857143 0.1142857 0.1714286 0.2571429 0.1142857 0.1142857
Mus 0.1428571 0.1142857 0.1142857 0.1142857 0.08571429 0.0571429 0.0857143 0.1428571 0.2285714 0.0857143 0.0857143 0.0857143
Cnz4 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.0571429 0.02857143 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.1714286 0.0285714 0.0285714 0.1428571 0.1142857
Cnz5 0.0571429 0.0857143 0.0857143 0.0857143 0.05714286 0.0857143 0.0571429 0 0.1714286 0.0571429 0.0571429 0.1714286 0.1428571 0.0285714
Cnz2 0.0571429 0.0857143 0.0857143 0.0857143 0.05714286 0.0857143 0.0571429 0 0.1714286 0.0571429 0.0571429 0.1714286 0.1428571 0.0285714 0
Cnzl 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.0571429 0.02857143 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.1714286 0.0285714 0.0285714 0.1428571 0.1142857 0 0.0285714 0.0285714
Cnz6 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.0571429 0.02857143 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.1714286 0.0285714 0.0285714 0.1428571 0.1142857 0 0.0285714 0.0285714 0
Cnz7 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.0571429 0.02857143 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.1714286 0.0285714 0.0285714 0.1428571 0.1142857 0 0.0285714 0.0285714 0 0
Cnz3 0.0285714 0.0571429 0.0571429 0.0571429 0.02857143 0.0571429 0.0285714 0.0285714 0.1714286 0.0285714 0.0285714 0.1428571 0.1142857 0 0.0285714 0.0285714 0 0 0
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7. DISCUSION

En cuanto a la obtencién del ADN a partir de plumas de muda, el tiempo de la
degradacion con proteinasa K y sales es de suma importancia ya que degrada
proteinas de la estructura del apice, como la queratina (Pabisch et al., 2010), para
liberar el contenido celular. Por ello, tras pruebas anteriores, la degradacion del
calamo se realiz6 a una duracion final de diez horas, ya que en pruebas previas, la
concentracion de ADN obtenido resultaron en concentraciones negativas de
acuerdo a las lecturas en el espectrofotometro (datos no mostrados). También, al
incrementar el nimero de ejemplares de apices para la extraccion, la concentracion
de ADN era mayor. En los protocolos se manejaba un 4pice por reaccion, sin
embargo, en este trabajo se emplearon dos &pices por reaccién a fin de obtener
mayor concentracion de ADN. A partir de esta modificacidon, las lecturas de las
concentraciones de ADN fueron mayores en comparacion a aquellas en las que se

empleaba un solo &pice.

A pesar de que la cantidad y la calidad del ADN obtenido de muestras de plumas
es menor en comparacion al que se obtiene de tejido o sangre (Lépez et al., 2011),
la cantidad obtenida fue suficiente para realizar las reacciones de PCR necesarias
para contestar los objetivos de esta tesis.

Hasta la fecha, la versatilidad del canto de los cenzontles ha sido abordada en
cuanto a la medicién del repertorio de cantos ejecutados y su comportamiento
asociado (Derrickson, 1988). Actualmente, no hay estudios o evidencia que
relacionen la variedad de los cantos con algin componente genético, neuronal y
molecular, especificamente, si hay alguna mutacion relacionada con esta

capacidad.

En este trabajo, se abordé si habia variedad nucleotidica en el exdn 7 del factor de
transcripcion FOXP2 en M. polyglottos, ya que en andlisis previos, se ha visto que
en este exon se localizan los nucleotidos responsables de generar las dos
mutaciones vinculadas al desarrollo del lenguaje en humanos, la Asn 303 y la Ser

325. Nuestros resultados muestran que, a nivel de nucleétidos y en comparacién
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con aves con Y sin la capacidad de aprender vocalmente y otros vertebrados, M.
polyglottos presenta variacion en dos bases, C en lugar de T en la posicién 18y G
en lugar de A en la posicion 23. A excepcidn de estas dos sustituciones, la secuencia
parcial del exdn 7 de FOXP2 en M. polyglottos estd conservada, como se habia
reportado previamente. Al realizar la prediccion de aminoacidos, se observa que
una de estas sustituciones (la G en lugar de A), genera un aminoécido diferente. Al
alinear la secuencia parcial de aminoacidos de otros organismos y los cenzontles,
observamos que dicho cambio de aminoacido corresponde a uno de las
sustituciones clave durante la evolucion de FOXP2, la serina en la posicion 325, la
cual se encuentra Unicamente en carnivoros y humanos. Esto es relevante ya que
ninguna otra secuencia de FOXP2 de ave, secuenciada hasta la fecha, presenta

esta variacion.

De la misma forma, Li y colaboradores (2007), estudiaron la variacion de la
secuencia de FOXP2 y si esta tenia relacion con la capacidad de aprender
vocalmente en murciélagos ecolocalizadores, ya que las sefales de
ecolocalizacion, ademas de ser diversas y tener informacion tonal compleja, pueden
modificar la respuesta de reaccién de sus objetivos. Se observé que los murciélagos
ecolocalizadores compartian la variacion Ser 325 al igual que dos carnivoros
secuenciados. Sin embargo, los autores mencionan que la ausencia de este
aminoacido en otros linajes de murciélago, junto con su presencia en los carnivoros,
sugieren que es poco probable que se asocie al aprendizaje vocal (Li et al., 2007) y

se desconoce su relacion directa con la complejidad de las vocalizaciones.

Este cambio de Asn a Ser, de acuerdo a un modelado proteico In silico, predice que
la sustitucion N325S podria ser un blanco de fosforilacién para proteinas cinasas C
(Sigrid, 2008). Esta sustitucion, se produjo de manera independiente en carnivoros
y algunos murciélagos, sugiriendo que este cambio no es suficiente para la
complejidad funcional de FOXP2 humana sino que se requiere también, la otra
sustitucion que hasta el momento es unica en humanos (T303N) (Nudel y Newbury,
2013).
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A pesar de la falta de evidencia, por si sola, la variacion N325S en la proteina puede
proporcionar una ventaja evolutiva, ya que por el grupo hidroxilo que posee la serina
en comparacion al grupo amida que contiene la asparagina, podria conferir en
menor 0 mayor proporcion, cambios estructurales en la proteina, que afecten el

plegado de la proteina y por ende, su interaccion con otras proteinas.

Por otra parte, la evidencia mostrada en el trabajo de Enard y colaboradores (2009),
mostraron que la introduccion de las dos sustituciones de aminoacidos de FOXP2
presentes en humanos en embriones de raton, cambié morfologicamente las
neuronas de la espina media, incrementando la longitud de las dendritas del cuerpo
estriado (Enard et al., 2009). Esto es importante ya que, de acuerdo con los autores,
impacta en los circuitos cortico ganglio basales, circuito relevante para el habla y el
lenguaje en humanos y aves cantoras (Enard et al.,, 2009). Por lo que, estas
sustituciones, generaron consecuencias funcionales en FOXP2 involucradas en la

expansion de circuitos que pueden haber contribuido a la complejidad en el habla.

De manera similar, un estudio realizado en aves oscinas mostro que el volumen del
nacleo vocal HVC vy el repertorio de cantos se correlacionaba positivamente
(Devoogd et al., 1993). También se observo una fuerte correlacion entre el volumen
de HVC y el area X, a lo cual, los autores sugieren que la ampliacion de un nucleo
se asocia a la expansion del otro. Sin embargo, a pesar de que el area X es
necesaria para el sistema del aprendizaje y ejecucion del canto, el area HVC es la
Gnica asociada a la complejidad del canto (Devoogd et al., 1993). En este estudio,
M. polyglottos junto con T. rufum, son las aves con mayor repertorio, con una mayor

complejidad de cantos y por lo tanto, presentan un mayor volumen del ntcleo HVC.

La adquisicidn y la extension de los circuitos neuronales que hacen posible el control
voluntario de las vocalizaciones, es una marca distintiva en la evolucion del habla
humano (Enard et al., 2009). Esta expansion en esta capacidad del habla, esta
asociada a las dos variaciones nucleotidicas en la secuencia del exén 7 de FOXP2
en humanos, como se mostré con el raton con la proteina FOXP2 humanizada. Una
de estas sustituciones, la Ser 325 que esta presente en humanos, carnivoros y

murciélagos, se ha encontrado en cenzontles. De manera similar a lo que ocurre en
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murciélagos ecolocalizadores y M. polyglottos, tienen la capacidad de ejecutar
ecolocalizaciones y cantos complejos, respectivamente y ambos organismos,
presentan esta variacion. Por lo que se sugiere que esta variacion puede alterar la
dindmica de FOXP2 con otras proteinas que afectan de alguna manera, los circuitos

de nudcleos cerebrales implicados en la ejecucion de cantos.

Este trabajo se abordd el primer analisis de una regidn nucleotidica parcial de
FOXP2 en aves mimidas, entre las que se encuentra T. rufum y D. carolinensis.
Queda por determinar si hay otras variaciones en la secuencia de FOXP2 de M.
polyglottos que pudieran ser cruciales en el funcionamiento de la proteina o que le
confieran alguna ventaja, por lo cual seria interesante obtener la secuencia
completa del gen FOXP2 de M. polyglottos para determinar si hay alguna otra
variacion que, probablemente, pudiera ser clave para la habilidad de aprender y
ejecutar cientos de cantos. También queda por abordar los niveles de expresion en
tejido cerebral, particularmente en el area X y el area HVC, durante el desarrollo y
durante diferentes etapas anuales de M. polyglottos, ya que se mencioné
anteriormente, continuamente aprende y modifica cantos y ademas, dependiendo
la estacion del afio, cambia el comportamiento del canto de acuerdo a las
circunstancias que afronta el individuo, como la defensa del territorio, el cortejo o el

canto nocturno.

Asi mismo, falta analizar la secuencia en individuos de vida libre, ya que los
analizados en esta tesis, corresponden a cenzontles domesticados. Se requiere de
generar mas informacion sobre el organismo para poder explicar las posibles
variables que se presentaran en el estudio ya que en los resultados del
electroferograma, se puede apreciar que en el nucleétido responsable de generar
serina en lugar de asparagina, aminoacido clave a nivel evolutivo, la lectura en el
pico entre un nucleétido y otro (A y G) en algunos organismos analizados estan
préximos. Esto podria explicarse a la heterocigosidad de FOXP2. Sin embargo, no
se puede llegar a una conclusion clara debido a la ausencia de datos que permitan

explicar esto.
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8. CONCLUSIONES

Las plumas de muda son una excelente alternativa no invasiva, como fuente de

ADN gendmico para estudios genéticos en cenzontles.

El cenzontle M. polyglottos, presenta dos variaciones nucleotidicas (una sinébnimay

otra no sinénima) en la secuencia parcial del exon 7 del gen FOXP2.

La variacion no sinénima del exdn 7 de M. polyglottos no esta presente en las

secuencias de aves cantoras y no cantoras secuenciadas hasta la fecha.

La secuencia del exdn 7 del cenzontle tiene una mayor similitud a carnivoros como
el gato (F. catus), tejon porcino (Arctonyx collaris), entre otros y al humano (H.

sapiens).
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