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RESUMEN

Los estudios de genética molecular aplicados a la ornitologia han demos-
trado ser de gran utilidad en la resolucidon de conflictos taxonémicos,
identificacién de eventos de hibridacién, caracterizacion de la diversidad
y estructura poblacionales, asi como la priorizacion en la conservacion,
entre otros. En este trabajo, se presenta una revision bibliografica de
como tales estudios han sido aplicados a las aves de Cuba, el archipiélago
con mayor diversidad avifaunistica del Caribe insular, y se discuten algu-
nas de las aplicaciones y potencialidades del uso de las técnicas contem-
poraneas de trabajo con marcadores moleculares. Se realizé una busque-
da en las bases de datos online de publicaciones cientificas entre los afios
1990-2019, para analizar el nimero de trabajos realizados, las especies
incluidas, el tipo de marcadores moleculares empleados, los objetivos
definidos y la participacion de los especialistas e instituciones cubanas.
De las 394 especies registradas para Cuba, solamente se han estudiado
26, siendo Passeriformes el orden mas trabajado. La mayor parte de los
articulos se enfocan a la reconstruccion de filogenias para esclarecimien-
to de preguntas relacionadas con la sistematica y biogeografia de las es-
pecies incluidas. Las secuencias de genes mitocondriales son el tipo de
marcador molecular mas empleado y es incipiente el empleo de las técni-
cas de Secuenciacion de Nueva Generacion. La participacion de especia-
listas e instituciones cubanas en los estudios genéticos de las aves de
Cuba, considerando autorias y donacidon de muestras, alcanza un 30% de
las publicaciones existentes. El desarrollo actual de las técnicas de traba-
jo con marcadores moleculares abre posibilidades reales de aprovechar-
los en el estudio y conservacién de la avifauna cubana por investigadores
e instituciones nacionales. Algunos de los elementos que pueden poten-
ciarlo son el muestreo no invasivo en el campo, el aprovechamiento de
los especimenes de las colecciones, y el empleo de las técnicas de Se-
cuenciacion de Nueva Generacion para su analisis.

Palabras clave: ornitologia, Cuba, genética, marcadores moleculares,
Secuenciacién de Nueva Generacién (NGS)
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ABSTRACT

The studies of molecular genetics applied to Ornithology have proven to be useful in the resolution of taxonomic
conflicts, identification of hybridization events, characterization of population’s diversity and structure, as well as
prioritization in conservation, among others. In this paper, we presented a bibliographic review of how such stud-
ies have been applied to Cuban birds, the archipelago with the highest avian diversity in the insular Caribbean,
and some of the applications and potential uses of the current techniques of the analysis of molecular markers
are discussed. We searched online databases of scientific publications between 1990-2019, to analyze the num-
ber of studies, the species included, the type of molecular markers used, the objectives, and the participation of
Cuban specialists and institutions. Of the 394 species recorded for Cuba, only 26 have been studied, being order
Passeriformes the most studied. Most articles focused on the reconstruction of phylogenies to clarify questions
related to the systematics and biogeography of the species included. Mitochondrial gene sequences are the most
commonly used type of molecular marker, and the use of Next Generation Sequencing techniques is just emerg-
ing. The participation of Cuban specialists and institutions in the genetic studies of Cuban birds, considering both
authorship and donation of samples, reaches 30% of the existing papers. The current development of techniques
with molecular markers opens real possibilities to take advantage of them for the study and conservation of Cu-
ban avifauna by national researchers and institutions. Some of the elements that can enhance this approach are
non-invasive sampling in the field, the use of already collected specimens, and the use of Next Generation Se-
quencing techniques for the analysis.

Keywords: ornithology, Cuba, genetics, molecular markers, Next Generation Sequencing (NGS)

centurias hasta la actualidad. En el siglo XIX, y con
INTRODUCCION gran influencia europea, la mayor parte de estos se
dirigié a la descripcién de especies y de su historia
natural. Entre los afios 1827 y 1893, fueron publica-
dos hasta diez catdlogos y obras de adicion o descrip-
cién de nuevas especies. Estos esfuerzos alcanzaron
su cumbre con la obra Contribucion a la Ornitologia
cubana (Gundlach 1876) en la que se compilaba infor-
macién de hasta 263 especies (Garrido y Garcia Mon-
tafa, 1975). El advenimiento del siglo XX marco el giro
del foco principal de la ornitologia en el archipiélago a
la sistematica y ecologia (Garrido y Kirkconnell, 2010),
con un papel importante de especialistas e institucio-
nes norteamericanas hasta la década de 1960 (Peris,
2011). A partir de entonces comenzd una nueva etapa
donde el trabajo ornitolégico ha estado protagoniza-
do por profesionales e instituciones cubanas. Entida-
des fundadas en este periodo, como el Instituto de
Ecologia y Sistematica, el Centro Oriental de Ecosiste-
mas y Biodiversidad y la Empresa Nacional para la
Proteccidn de la Flora y Fauna, de conjunto con otras

Las aves constituyen uno de los grupos mas repre-
sentativos de la biodiversidad de Cuba, comprendien-
do mas de la mitad de las especies de vertebrados
qgue ocupan este archipiélago. En total, se han regis-
trado hasta 394 especies de aves (Navarro 2019) de
las 738 que habitan en todo el Caribe Insular, por lo
que constituye la avifauna mdas diversa de la region
(Gerfbracht y Levesque 2019). El archipiélago cubano
sustenta un namero importante de taxones endémi-
cos, especies residentes permanentes, asi como otros
que realizan residencias invernales o paradas de tran-
sito en sus migraciones (Gonzalez et al., 2002, Nava-
rro, 2015). Segun la Lista Roja de la IUCN (2019), en
Cuba se distribuyen actualmente 21 especies de aves
con alguna categoria de amenaza (en Peligro Critico,
en Peligro, Vulnerables) y 23 Casi Amenazadas, aun-
que segun Gonzalez et al. (2012) asciende a 30 la can-
tidad especies de aves cubanas con algun grado de

amenaza.
ya existentes (la Universidad de La Habana y el Museo
La alta diversidad y endemismo de la avifauna cuba- Nacional de Historia Natural, por ejemplo), han pasa-
na, unidos en tiempos mds recientes a la necesidad de do a liderar el estudio de las aves en el pais (Acosta
su manejo y conservacion, han impulsado los estudios et al., 2004; Mugica et al., 2012). Sus principales es-
ornitoldgicos en Cuba desde hace poco menos de dos  fuerzos han estado enfocados hacia investigaciones
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ecoldgicas integrales de comunidades (Garrido vy
Kirkconnell, 2010); con énfasis hacia especies con
algln grado de amenaza como la Cotorra cubana
(Amazona leucocephala), el Catey (Psittacara euops),
el Frailecillo Silbador (Charadrius melodus), entre
otros (Acosta et al., 2004) y el estudio de la composi-
cion de especies para determinadas areas naturales
de interés (e.g. Denis et al., 2005; Sanchez, 2005; Pa-
rada et al., 2013).

A partir de 1970-1980, el progreso en las técnicas de
trabajo con marcadores genéticos potencié algunos
de los principales avances en la ornitologia a nivel
mundial (e.g. estudios filogenéticos, de sistemas de
apareamiento, de la vida en grupo y la cria cooperati-
va) (Birkhead y Charmantier, 2001). Los marcadores
genéticos son secuencias de DNA, con una ubicacion
fisica identificable en un cromosoma y cuya herencia
se puede rastrear. Estos pueden ser genes o fragmen-
tos de DNA sin funcién conocida y permiten identifi-
car individuos o especies (Raza et al. 2015; 2016).
Entre los marcadores mas utilizados se encuentran el
polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion
(Restriction fragment length polymorphism, RFLP por
sus siglas en inglés), el polimorfismo de longitud de
fragmento amplificado (Amplified fragment length
polymorphism, AFLP), el polimorfismo de DNA de am-
plificacién aleatoria (Random Amplification of Poly-
morphic DNA, RAPD), los microsatélites o la repeticidon
de secuencia simple (Simple sequence repeats, SSR o
Short tandem repeats, STR), el polimorfismo de nu-
cledtido unico (Single-nucleotide polymorphism, SNP)
y las secuencias génicas (Raza et al. 2016). El empleo
de estos ha generado una explosion de estudios apli-
cados a la taxonomia, sistematica, biogeografia y ge-
nética de poblaciones, asi como analisis comparativos
de ecologia, comportamiento y morfologia (Birkhead
y Charmantier, 2001). En la actualidad, los métodos
de secuenciacién paralela masiva (NGS por sus siglas
en inglés: Next Generation Sequencing) han posibilita-
do reanalizar estas problematicas en mayor detalle y
abrir nuevas lineas de investigacion (Toews et al.
2015).

En este trabajo se presenta una revisidon general de
las publicaciones que emplean marcadores molecula-
res para el estudio de las aves de Cuba, desde 1990
hasta el presente. Ademads, se discuten algunas de las
aplicaciones de este tipo de estudios a la avifauna
cubana vy las potencialidades del uso de las técnicas
contemporaneas de trabajo con estos marcadores.

ALEXANDER LLANES-QUEVEDO Y GEORGINA ESPINOSA-LOPEZ

METODOS

Para la revision, se realizaron busquedas en las ba-
ses de datos de Google Scholar y Web of Science, in-
cluyendo todas sus bases de datos: Biological Abs-
tracts, Biosis, Current Contents Connect, SciELO Cita-
tion Index, Russian Science Citation Index, y Zoological
Records. Las palabras claves empleadas fueron ‘aves,
bird, Cuba, DNA, molecular, molecular marker, gene*,
phylogen*, phylogeography, sequence, RFLP, AFLP,
RAPD, SSR, STR, microsatellite, NGS, SNP, *genomic*’.
Ademas, fueron consultados especialistas y la literatu-
ra citada de los articulos encontrados para ampliar y
verificar la compilacidn realizada. El rango temporal
de busqueda fue definido entre los afos 1990-2019.

Todas las publicaciones fueron analizadas integramente
para extraer la informacion referente a las especies traba-
jadas, el numero y procedencia de las muestras emplea-
das, asi como el tipo de marcadores moleculares utiliza-
dos. Para la clasificacién y nomenclatura de las especies
se siguio la propuesta del Comité Ornitoldgico Internacio-
nal (Gill y Donsker, 2019). La determinacién del tipo de
estudio fue realizada de acuerdo a la informacién conte-
nida en el titulo y las palabras claves de cada articulo.
Finalmente, se realizd una revision de las citas a estas
publicaciones en Google Scholar y Web of Science y se
identificaron aquellas realizadas en trabajos enfocados a
las aves cubanas en cualquiera de sus tematicas.

DESARROLLO

Estudios moleculares de las aves de Cuba

Entre 1990 y 2019 se publicaron 31 trabajos en los que
se reporta y analiza informacién obtenida con marcado-
res moleculares referente a aves cubanas (Tabla 1), de
estos, cinco articulos han sido enfocados exclusivamente
al estudio de la avifauna de Cuba. En estas publicaciones
se determinaron las relaciones poblacionales del Yaguasin
(Dendrocygna bicolor) en tres arrozales de Cuba (Mugica
et al.,1992), la caracterizacion genética de la colonia re-
productora de los Flamencos Caribefios (Phoenicopterus
ruber) en Rio Maximo (Frias-Soler et al., 2014); de indivi-
duos de Cotorra Cubana (Amazona leucocephala) en
cautiverio (Milidn-Garcia et al., 2015a); y de colonias
reproductivas de la Cayama (Mycteria americana; Llanes-
Quevedo et al., 2018) y la Seviya (Platalea ajaja; Llanes-
Quevedo et al., 2019). Por otra parte, en la publicacién de
Johansson et al. (2018) se registra por primera ocasion el
mitogenoma de la especie extinta de Guacamayo Cubano
Ara tricolor.
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Los trabajos restantes presentan datos moleculares
(mayormente secuencias de uno o mas genes) de
otras 21 especies de aves cubanas como parte de es-
tudios filogenéticos amplios de los grupos a los que
pertenecen, realizados en el contexto regional del
Caribe y América Central (Tabla 1). En estos ultimos
trabajos (el 83% de todos los estudios publicados,
N=31) no participaron investigadores o personal de
instituciones cubanas como parte de los autores o en
los agradecimientos. Ademds, la mayor parte de las
muestras procesadas fueron obtenidas de especime-
nes en colecciones en Estados Unidos y Suecia (Tabla
1). Instituciones como Academy of Natural Sciences,
Filadelfia; Field Museum of Natural History, Chicago;
United States National Museum, Washington D. C,;
Museum of Comparative Zoology, Harvard University;
American Museum of Natural History, New York y
Swedish Museum of Natural History proporcionaron el
material para mas de la mitad de los estudios. Unica-
mente los ejemplares procesados en los articulos de
Omland et al. (1999), Lanyon y Omland (1999), Moore
et al. (2011) y de Powell et al. (2014) (una muestra por
especie en cada articulo) fueron proporcionadas por
el Museo Nacional de Historia Natural de Cuba. Para
los trabajos de Lougheed et al. (2000) y Ottens-
Wainright et al. (2004) las muestras fueron obtenidas
mediante la colecta de aves silvestres, mientras que
en Overton y Roads (2004) y Rusello et al. (2010),
también se emplearon algunas muestras de esta
procedencia para completar el muestreo realizado en
colecciones de Estados Unidos.

La representatividad taxonémica de la avifauna es
dispar en los trabajos moleculares realizados hasta la
fecha. De los 21 drdenes de aves presentes en Cuba, 11
han sido trabajados, siendo Passeriformes el mejor re-
presentado. Se han estudiado 26 especies, de las cuales
la mitad son endémicas (Fig. 1a), siete presentan alguna
categoria de amenaza y dos estan extintas (Fig. 1b).

La mayor parte de los articulos consisten en aportes
a la sistematica y taxonomia de las especies incluidas,
asi como a estudios biogeograficos de la avifauna cari-
befia, mientras que el nimero de estudios filogeogra-
ficos y de genética de poblaciones son los mas reduci-
dos (Tabla 1). En la mayoria de estos trabajos se em-
plean secuencias de DNA mitocondrial, en un reduci-
do numero se combinan mas de un tipo de marcador
(microsatélites o secuencias nucleares y secuencias
mitocondriales) y en tres, se han empleado las técni-
cas de NGS (Tabla 1).

ALEXANDER LLANES-QUEVEDO Y GEORGINA ESPINOSA-LOPEZ

Los resultados de los estudios moleculares en aves
cubanas han sido pobremente incorporados en subse-
cuentes investigaciones de la avifauna cubana. Solo
unas pocas publicaciones posteriores refieren la infor-
macién obtenida en estos (e.g., Overton y Roads,
2004 citado en Pérez-Mena y Mora, 2011, y Omland
et al., 1999 en Garrido et al., 2005), lo cual podria
estar determinado porque su objetivo principal es la
reconstruccién filogenética de los grupos a los que
pertenecen. En estos trabajos, generalmente, se ana-
liza un escaso numero de muestras cubanas por ta-
x0n, lo que imposibilita su empleo para hacer inferen-
cias sobre las dinamicas de sus poblaciones, ecologia
y conservacion, lineas dominantes en la investigacion
ornitolégica en Cuba.

Los estudios genéticos y su relevancia en el conoci-
miento y la conservacion de la avifauna cubana.

La importancia de los estudios genéticos ha sido
reconocida por la IUCN, que ha definido la diversidad
genética, entre especies e incluso entre ecosistemas
como un criterio para la conservacion (McNeely et al.,
1990). El estudio de este componente de la biodiversi-
dad permite la caracterizacién y comparacion de taxa
dentro y entre diferentes niveles jerarquicos. De esta
forma, contribuye a la resolucién de problemas disi-
miles que pueden ir desde la inferencia de relaciones
filogenéticas y la determinacion de los limites de las
especies, hasta la identificacion del sexo de los indivi-
duos y los sistemas de apareamiento dentro de las
poblaciones. A continuacion, exponemos brevemente
algunas de las aplicaciones que podrian ser relevantes
en la conservacion de la avifauna de Cuba.

Taxonomia: Delimitacion de especies

La definicion de especie, subespecie o unidades evo-
lutivamente significativas (ESU) es bdasica para una
mejor comprensién de la diversidad bioldgica, su evo-
lucion y conservacidon. Los métodos de analisis de
DNA son cada vez mas empleados para determinar los
limites evolutivos y geograficos de estas entidades
(Haig et al., 2011). Al permitir la identificacién de lina-
jes independientes, los métodos moleculares han sido
especialmente Utiles para el descubrimiento de espe-
cies cripticas, es decir, aquellas con caracteres exter-
nos sutiles o indistinguibles resultantes de una morfo-
logia evolutivamente conservadora (Bickford et al.,
2007).
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Tabla 1. Publicaciones cientificas que incluyen investigaciones con marcadores moleculares en las aves de Cuba entre los
afios 1990-2019. Se incluyen los primeros autores, afo, especie(s) bajo estudio, los maracadores empleados, el tamafio de
muestra utilizado (N) y su procedencia.
Table 1. Scientific publications that include investigations with molecular markers in the birds of Cuba between the years
1990-2019. The first authors, year, species (s) under study, the maracadores used, the sample size used (N) and their origin are

included.

Autor, Ao

Especie

Tipo de estudio

Marcador(es) empleado(s)

(N) y Procedencia

Mugica et al., 1992

Dendrocygna bicolor

Genética poblacional

Polimorfismos de proteinas
(esterasas)

(75) Medio natural

Espinosa de los
Monteros, 1998

Priotelus temnurus

Filogenia

Secuencias de genes mito-
condriales (Cytb, 12S rDNA)

(2) No Especifica-
do: Coleccciones
de USA, México,

Singapur y Dina-

marca

Secuencias de genes mito-

Lovette et al., 1998 Setophaga pityophila Filogenia, Biogeografia condriales (ATP 6/8) (1) ANSP
Lanyonlggogmland, Agelaius assimilis Filogenia gg(r:]ud?gcll(aéyq(%)gen mito- (1) MNHNCu
. . . Secuencias de genes mito-

Omland et al., 1999 Icterus melanopsis Filogenia condriales (ND3, Cyt b) (1) MNHNCu

Lougheed et al., . . . Secuencias de gen mito- (No especificado)

2000 Melopyrrha nigra Filogenia condrial (Cyt b) Medio natural
. . . . . Secuencias de gen mito-

Klein et al. 2004 Teretistris fernandinae Filogenia condrial (Cyt b) (1) ANSP

Joseph et al.,, 2004  Myarchus sagrae Filogenia, Sistematica Secuencias de genes mito- (2) STRI

condriales (ATP 6/8)

Ottens-Wainright et
al., 2004

Amazona leucocephala

Filogenia, Biogeografia

Secuencias del gen mito-
condrial (Cyt b)

(19) Medio natural

Overton y Roads,

Todus multicolor

Filogenia

Secuencias de genes mito-
condriales (Cyt b, ATP 6/8)
+Secuencias del gen nu-
clear (c-mos)

(2) ANSP; (2) Me-
dio natural

Rusello y Amato,
2004

Amazona leucocephala

Filogenia, Biogeografia,
Sistematica

Secuencias de genes mito-
condriales (COIl, 12S rDNA,
and 16S rDNA) +Secuencias
de genes nucleares (B-fib,
RP40, TROP)

(1) AMNH

Moyle 2005

Priotelus temnurus

Filogenia, Biogeografia

Secuencias de gen mito-
condrial (ND2) + Secuen-
cias de gen nuclear (RAG-1)

(2) ANSP

Sheldon et al., 2005

Progne cryptoleuca

Filogenia

Secuencias de genes mito-

condriales (ND2, Cyt b) +

Secuencias de gen nuclear
ib)

(1) LSUMZ

Fleischer et al., 2006

Campephilus principalis

Filogenia, Sistematica

Secuencias de genes mito-
condriales (COIl, Cyt b, ND2,
ATP6/8, 12SrDNA)

(1) USNM, (1) MCZ

Overton y Rhoads,

Xiphidiopicus percussus

Filogenia

Secuencias de gen mito-
condrial (Cyt b)

No Especificado

Johnson et al., 2007 Chondrohierax wilsonii Filogenia, Sistematica gg;‘é?gcl'eis(gstg;nﬁ%;}'to' &}I)C;[\/(I?)HuézN)M
Secuencias de genes mito-
Miller 2007 Myadestes elisabeth Filogenia, Biogeografia condriales (ATP6/8, ND2, (1) ANSP
Cyt b, COI)
DaCos;ggSKllcka, Priotelus temnurus Filogenia, Biogeografia Egﬁﬂfg?'fﬁgf)gen mito- (1) ANSP
Secuencias de gen mito-
Moyle et al., 2008  Progne cryptoleuca Filogenia condrial (Cytb)+Secuencias (1) LSUMZ

del gen nuclear (B-fib)

Rusello et al., 2010

Amazona leucocephala

Genética poblacional

Microsatélites + Secuencias
de genes mitocondriales
(CR, pND6, pGlu)

(11) AMNH; (4)
Medio natural

Moore et al., 2011

Colaptes fernandinae

Filogenia, Biogeografia

Secuencias de genes mito-
condriales (COI, Cyt b, 12S
rDNA)

(1) MNHNCu
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Tabla 1. Publicaciones cientificas que incluyen investigaciones con marcadores moleculares en las aves de Cuba entre los
afios 1990-2019. Se incluyen los primeros autores, afo, especie(s) bajo estudio, los maracadores empleados, el tamafio de
muestra utilizado (N) y su procedencia. (Continuacién)

Table 1. Scientific publications that include investigations with molecular markers in the birds of Cuba between the years
1990-2019. The first authors, year, species (s) under study, the maracadores used, the sample size used (N) and their origin are
included. (Continuation)

Autor, Afio Especie Tipo de estudio Marcador(es) empleado(s) (N)y Procedencia
Corvus minutus | . SeCléenclias(de genes r;nito— (1) AMNH
Filogenia, Biogeografia condriales (ND2, ND3) +
Jgnsson et al., 2012 . Secuencias de genes nu-
Corvus nasicus cleares (ODC, GAPDH) (1) NRM
Mal B field Rallus crepitans s s d it (4) LSumz
aley y Brumfield, - - - ecuencias de gen mito-
2013 Filogenia, Sistematica o ial (ND2)*NGS-SNPs
Rallus elegans (1) LSUMZ
Ptiloxena atroviolacea (1) FMNH
Teretistris fernandinae (1) ANSP
. Filogenia, Sistematica Secuencias de genes mito-
Powell et al. 2014  Icterus melanopsis condriales (ND3, Cyt b) (1) MNHNCu
Agelaius assimilis (1) MNHNCu

Agelaius humeralis

(1) No Especificado

Frias-Soler et al.,
2014

Phoenicopterus ruber

Genética poblacional

Microsatélites

(20) Medio natural

Milian-Garcia et al.,

Amazona leucocephala

Genética poblacional

Microsatélites + Secuencias
de region de control mito-

(88) Individuos en

2015a condral cautiverio
Williford et al., 2016  Colinus virginianus Filogeografia ng“éfl’;clgs(dNeDgerc‘gs) mito- (g) AMNH
Johan;soci%et al., Ara tricolor Filogeografia NGS-Mitogendmica (2) NRM
LIaneZ;Sllil(e)\{gdo et Mycteria americana Genética poblacional Microsatélites (37) Medio natural

Kolchanova et al.,

Amazona leucocephala

Filogenia

NGS-Mitogendmica

(1) San Diego Zoo

Llanes-Quevedo et
al., 2019

Platalea ajaja

Genética poblacional

Microsatélites

(72) Medio natural

Siglas y acronimos de genes referidos en la tabla. Genes mitocondriales: 125/16S rDNA: secuencias codificantes de los
fragmentos de RNA ribosomal 125 y 16S; ATP 6/8: ATP sintasa subunidades 6/8; COIl: Citocromo oxidasa I; CR: regién de con-
trol; Cyt b: Citocromo B; ND2: NADH dehydrogenasa 2. Genes nucleares: B-fib: beta-fibrinégeno; GAPDH: glyceraldehido-3-
fosfodehidrogensa; ODC: ornitina descarboxilasa; RAG-1: gen activador de la recombinacién; RP40: Proteina Ribosémica 40;
TROP: a-Tropomiosina;

Siglas y acrénimos de museos referidos en la tabla: AMNH: American Museum of Natural History, USA; ANSP: Academy of
Natural Sciences Philadelphia, USA; FMNH: Field Museum of Natural History, USA; LSUMZ: Louisiana State Museum of Natu-
ral Science, USA; MCZ: Museum of comparative Zoology, USA; MNHNCu: Museo Nacional de Historia Natural de Cuba, Cuba;
NRM: Naturhistoriska Riksmuseet (Swedish Museum of Natural History), Sweden; STRI: Smithsonian Tropical Research
Institute, Panama; USNM: National Museum of Natural History, USA.
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Figura 1. Especies de aves de Cuba incluidas en los estudios moleculares realizados entre 1990 y 2019 A: Numero de espe-
cies total (negro) y endémicas (gris), B: Categorias de la IUCN.

Figure 1. Cuban bird species included in molecular studies published between 1990 and 2019. A: Number of total (black) and
endemic (gray) species. B: IUCN Categories.
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El reconocimiento de esas especies (linajes) puede
entonces afectar el entendimiento de la riqueza y el
endemismo. Estos patrones dependen del concepto
de especie que se utilice, pudiendo ser muy diferen-
tes al aplicar uno u otro, asi por ejemplo en el trabajo
de Navarro-Siglienza y Peterson (2004) para México,
135 especies bioldgicas de aves fueron divididas pro-
duciendo un total de 323 especies filogenéticas/
evolutivas, 122 de las cuales serian nuevas endémi-
cas. Este tipo de andlisis permite una mejor compren-
sién de los procesos evolutivos y un enfoque mas ade-
cuado para la conservacion. En Cuba se han identifica-
do sobre la base de evidencia genética, especies crip-
ticas y conflictos taxondmicos para algunos taxa como
peces (Lara et al., 2010) y anfibios (Diaz et al., 2012),
sin embargo, tales estudios son practicamente inexis-
tentes para las aves que residen de forma permanen-
te en Cuba. Varias especies endémicas como el Car-
pintero Verde Xiphidiopicus percussus (Kirkconnell,
2000), el Siju Platanero Glaucidium siju (Garrido,
2002) y el Pechero Teretistris fornsi (Garrido, 2000)
presentan patrones de variacion geografica, indicati-
vos de procesos evolutivos interesantes que han teni-
do lugar en sistemas montafiosos de la isla principal
del archipiélago cubano o masas de tierra cercanas a
esta. La evaluacion genética de tales linajes podria ser
relevante, no solo para su taxonomia y conservacion,
sino para la comprensién de los elementos geografi-
cos e histéricos que han dirigido la evolucién de la
biota cubana.

Hibridacion

En lo referente al estudio de la hibridacion, los mé-
todos moleculares constituyen un medio rapido vy
preciso de revelar las entidades taxonémicas que son
permeables o estdn bajo erosién genética. La hibrida-
cion puede ser importante en procesos como transfe-
rencia de rasgos adaptativos (Hedrick, 2013) y el ori-
gen de nuevas especies (Schumer et al., 2014), pero
también puede tener efectos dafiinos para alguna de
las especies involucradas. Por ejemplo, la hibridacion
entre especies invasoras y nativas puede provocar la
extincién de estas uUltimas (Haig et al., 2011). Las aves
presentan niveles relativamente altos de hibridacién y
se ha estimado que aproximadamente el 9% de las
especies puede hibridar al menos con otra especie de
la clase (Grant y Grant, 1992). En Cuba, ya se han
desarrollado estudios moleculares sobre esta temati-
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ca, aplicados particularmente al cocodrilo cubano
(Crocodylus rhombifer) y el cocodrilo americano (C.
acutus, Milian-Garcia et al., 2015b), sin embargo, su
aplicacion a las aves estd todavia pendiente.

Genética de poblaciones: Estructura y Conectividad

Las especies no son entidades invariables y monoti-
picas sino que estan constituidas por poblaciones que
pueden presentar una estructura histérica, ecoldgica
y genética distinguible (Vazquez-Dominguez y Hafner,
2006). Los marcadores moleculares permiten evaluar
y medir la variabilidad genética dentro y entre pobla-
ciones. De esta forma se puede prevenir o intentar
revertir la pérdida de diversidad genética, la depre-
sién por endogamia y exogamia, la fragmentacion de
las poblaciones y la reduccion de las migraciones en-
tre estas (Frankham, 1995). Este conocimiento es
esencial para el mantenimiento del potencial evoluti-
vo de las especies y la identidad genética Unica de las
poblaciones locales (Vazquez-Dominguez y Hafner,
2006).

Los marcadores moleculares permiten comprender
los niveles relativos de diferenciacidon dentro y entre
poblaciones, relaciones de fundador, tasas de disper-
sién entre subpoblaciones, tamafios efectivos pobla-
cionales, entre otros. Por tanto, constituyen un com-
plemento ideal a los estudios ecoldgicos al mejorar la
comprension de los factores demograficos y ecoldgi-
cos que pueden afectar a las especies, asi como la
planificaciéon de la conservacién a largo plazo (Haig
1998). La caracterizacién genética de poblaciones de
aves en Cuba es incipiente y ha estado orientada ha-
cia aves acuaticas coloniales (Flamenco caribefio:
Frias-Soler et al. 2014; Cayama: Llanes-Quevedo et al.,
2018; Seviya: Llanes-Quevedo et al., 2019). A partir de
estos trabajos se ha concluido que las colonias de
aves cubanas estudiadas presentan, generalmente,
niveles altos de variacion genética, similares a los de
colonias estudiadas en otras regiones del continente
americano, que sostienen un mayor numero de indivi-
duos. Ademads, estas especies presentan poblaciones
que se encuentran conectadas entre si mediante flujo
genético, lo que indica que se comportan como meta-
poblaciones. Esto es relevante para la conservacion,
pues indica que los sitios de nidificacion deben ser
manejados y protegidos como una unidad. Se requie-
re, sin embargo, mejorar el estado de conocimiento
de las aves endémicas, siendo especialmente intere-
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santes aquellas de distribucidn restringida y con po-
blaciones alopatricas como el Cabrerito de la Ciénaga
(Torreornis inexpectata), el Zunzuncito (Calypte hele-
nae) y los Caos Montero y Pinalero (Corvus nasicus y
C. palmarum, respectivamente).

Parentesco y Sistemas de apareamiento

Otras caracteristicas importantes de las poblaciones
que pueden ser abordadas mediante las técnicas mo-
leculares, son la composicidn por sexos y las estrate-
gias de apareamiento. Estos son parametros poblacio-
nales importantes debido a que influyen en su tama-
fio efectivo y por tanto, en su conservacion (Haig et
al., 2011; Palstra y Fraser, 2012). Los métodos de se-
xado molecular en aves, son robustos y practicamente
universales (e.g. Griffiths et al., 1998). Estos presentan
ventajas sobre otras técnicas tradicionales, debido a
su inocuidad, la reduccion del tiempo de manipula-
cion, el estrés provocado al ave durante el muestreo,
y la seguridad de identificacién, aun en especies mo-
nomorficas (Matta et al., 2008). Por otra parte, con las
técnicas moleculares puede realizarse el estudio de
las formas de apareamiento en ausencia de informa-
cion de los parentales, basado en el analisis de las
relaciones de parentesco de la descendencia (Mifio et
al., 2011). Varios estudios de este tipo han demostra-
do que el sistema de reproduccién en algunas espe-
cies de aves es diferente a la monogamia que se ob-
serva desde el punto de vista conductual (Griffith et
al., 2002; Mino et al., 2011). Incluso, se plantea que
siete de cada diez especies presentan algin grado de
paternidad multiple (Garcia-Gonzalez, 2009). En Cuba,
la determinacidn genética del parentesco y la identifi-
cacion de sistemas de apareamiento es escasa
(Cotorra cubana: Milian-Garcia et al., 2015a; Seviya:
Llanes-Quevedo et al., 2019; Cayama: Alfonso Gonza-
lez, 2017), sin embargo, los trabajos realizados dan a
conocer aspectos interesantes de la biologia repro-
ductiva de esas especies, que pueden ser relevantes
para la planeacién de su manejo ex-situ.

Otras aplicaciones

Existe un grupo importante de aplicaciones que no
detallaremos aqui como la evoluciéon molecular y ge-
ndémica comparativa, expresidon genética y analisis de
transcriptomas (Lerner y Fleischer, 2010); ademas, de
estudios de manejo de metapoblaciones, conectividad
migratoria, genética del paisaje, ecotoxicologia (Haig
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et al. 2011), epigenética (David et al. 2017; Frésard et
al. 2013) y la interaccidn genética-cambio climatico.

Oportunidades actuales para el desarrollo de traba-
jos moleculares con aves en Cuba

Los avances de las técnicas de trabajo con el DNA
ofrecen oportunidades crecientes para su aprovecha-
miento en las condiciones de trabajo imperantes en la
actualidad cubana. Uno de los elementos que podrian
tener mayor impacto, es la posibilidad de emplear
una gran variedad de muestras diferentes para la ob-
tencién de DNA, debido a la optimizacion de métodos
de extraccion. Las nuevas técnicas permiten aprove-
char muestras procedentes del campo (sangre, plu-
mas en crecimiento, plumas mudadas) y de coleccio-
nes (plumas, fragmentos de piel o cojinetes de las
patas). Por otra parte, las técnicas de NGS permiten
obtener los genomas completos de organismos o re-
presentaciones reducidas de estos, a partir de mues-
tras como las referidas previamente, aun con cierto
grado de degradacion y antigliedad.

Si bien los costos asociados a estos métodos
(especialmente la secuenciacion masiva) todavia son
prohibitivos para varias instituciones de investigacion
cubanas, estos tienden a abaratarse con el paso del
tiempo y la estandarizacion de las técnicas y procedi-
mientos de laboratorio. La necesidad para el uso de
técnicas moleculares puede constituir un incentivo
para la exploracidon y ejecuciéon de colaboraciones
dentro de Cuba y con entidades foraneas a fin de for-
mar nuevas capacidades y fortalecer la investigacion
ornitolodgica en el pais.

Aprovechamiento de muestras recolectadas en el
campo

Se ha descrito el empleo de varios tipos de mues-
tras como cascaras de huevo, restos éseos, esca-
mas, regurgitados, heces y plumas mudadas para
trabajos moleculares en aves. Estas pueden usarse
para identificar la presencia de especies raras o
elusivas, asi como para realizar estudios de taxa
cuyo muestreo por cuestiones de riesgo de extin-
ciéon o comportamiento son poco practicos. A par-
tir del analisis de estas muestras, se puede realizar
el conteo e identificacién de individuos, la deter-
minacion del género, identificacion de elementos
de la dieta, la evaluacién de la diversidad genética,
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la estructura poblacional y los sistemas de aparea-
miento (Waits y Paetkau, 2005). A continuacion,
nos enfocaremos en el empleo de plumas mudadas
y recomendamos trabajos como los de Waits y
Paetkau (2005), Karp et al. (2012) y Baus et al.
(2019) para encontrar ejemplos de las aplicaciones
de otros tipos de muestras y recomendaciones
para su uso.

Hasta la fecha se han realizado varios estudios
sobre la base del analisis genético de plumas mu-
dadas en varias especies de aves, si bien este tipo
de muestras podrian parecer poco utiles o fiables
por la ausencia de evidencia directa del individuo
de procedencia o su estado de conservacion (e.g.
Horvath et al., 2005; Rudnick et al., 2008; Mifio y
Del Lama, 2009). De hecho, la recoleccidon sistema-
tica de plumas es altamente recomendable por su
potencial para la investigacion (Smith et al., 2003).

Respecto a la procedencia de las plumas, puede
existir el riesgo de muestrear repetidamente a los
mismos individuos. Para reducir esta incertidum-
bre, se recomienda reducir la densidad de mues-
treo a, aproximadamente, una muestra por rango
hogarefio medio de la especie en cuestién, o usar
plumas grandes, de vuelo o de la cola (Seki, 2006).
En cualquier caso, es posible utilizar marcadores
nucleares, como loci microsatélites, para la identi-
ficacion individual y para verificar posibles pseudo-
réplicas en el muestreo (Seki, 2006). En relacién al
estado de preservacion, este puede afectar de ma-
nera importante el trabajo molecular por la degra-
dacién o baja concentracién del DNA y la presencia
de inhibidores de la Reaccién en Cadena de la Poli-
merasa (PCR por sus siglas en inglés). Estos ele-
mentos pueden conducir a un éxito limitado en la
amplificacion de marcadores nucleares (Bush et
al., 2005). Sin embargo, una parte considerable de
los trabajos realizados con plumas mudadas han
obtenido buena calidad y cantidad de DNA
(Horvath et al., 2005; Rudnick et al., 2008; Mifio y
Del Lama, 2009), aun en condiciones extremas co-
mo las presentes en los humedales, (Mifio y Del
Lama, 2009).

Los rendimientos de las extracciones de DNA
pueden ser maximizados cuando se utilizan de las
plumas de la cola respecto a las remeras primarias,
secundarias y plumas mas pequefias (De Volo et
al., 2008).
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Empleo de especimenes de colecciones en trabajos
moleculares

Los especimenes depositados en las colecciones
ornitoldgicas pueden ser una fuente valiosa de DNA.
Para ello solo se requiere realizar modificaciones a los
kits comerciales comunmente empleados para extraer
DNA de muestras frescas (lrestedt et al. 2006; McCor-
mack et al. 2016; Anmarkrud vy Lifjeld 2017). Estas
modificaciones comprenden: 1) aumento del tiempo
de digestion con proteinasa K; 2) aumento de las con-
centraciones de las enzimas y tampones empleados;
3) tratamiento previo con tampdn STE y DTT; 4) pre-
calentamiento de tampdn de elucién y 5) doble paso
de elucidon (Irestedt et al. 2006; McCormack et al.
2016; Anmarkrud vy Lifjeld, 2017). Con la aplicacion de
estos protocolos y los métodos de secuenciacion de
Sanger o los de NGS, se han llegado a procesar exito-
samente especimenes de hasta 120 afios de antiglie-
dad (e.g., McCormack et al., 2016) y secuenciar mito-
genomas de especies extintas como Ectopistes migra-
torius, Campephilus imperialis (Anmarkrud y Lifjeld
2017) y Ara tricolor (Johansson et al., 2018). Este tipo
de trabajo abre la posibilidad de realizar estudios filo-
genéticos y de tipo comparativo entre las poblaciones
pasadas y presentes de diferentes especies.

Aunque la mayor parte de los especimenes cubanos
se encuentran en colecciones estadounidenses y eu-
ropeas (un total de 11 055), en Cuba, existen 18 colec-
ciones ornitoldgicas, con aproximadamente 10 400
especimenes, incluyendo mas de 40 tipos (Wiley et
al., 2008). Estas colecciones contienen representantes
de 21 drdenes, 63 familias y 352 especies nativas de
Cuba, y otras 133 especies foraneas. Ademas, inclu-
yen una treintena de especies con algun grado de
amenaza, asi como las extintas Ectopistes migratorius
y Ara tricolor (Wiley et al., 2008). Las colecciones cu-
banas han sido poco utilizadas por los cientificos na-
cionales (Wiley et al., 2008, Garcia-Lau y Gonzalez
2016), y esto es especialmente notable en el caso del
trabajo con marcadores moleculares. Solo la coleccién
del Museo Nacional de Historia Natural de Cuba ha
sido aprovechada para este tipo de estudios (cinco
especimenes, cuatro publicaciones). Las colecciones
ornitoldgicas de Cuba pueden y deben ser empleadas
en mayor medida para los trabajos con marcadores
moleculares y de otro tipo, que permitan reincorporar
a la vida util especimenes valiosos que conforme pasa
el tiempo pueden perderse o deteriorarse. Segun
Wiley et al., (2008) casi el 20% de los especimenes en
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Cuba esta en regulares o malas condiciones y un nu-
mero sustancial de especimenes en la mayoria de las
colecciones carecen de datos criticos (22% de especi-
menes carecen de datos de localidad y 30% de fechas
de recoleccion). Ademads, se requieren mayores es-
fuerzos para el completamiento del muestreo y la
representacion de especies y poblaciones de aves
cubanas.

Potencialidades de los métodos de secuenciacion
paralela masiva

Existe un numero importante de marcadores de
DNA que han sido aplicados a diversos estudios de la
biodiversidad. Su naturaleza y espectro de aplicacion
ha sido objeto de multiples trabajos (e.g., Karp et al.,
1997; Karp et al., 2012; Yang et al., 2012), sin embar-
go, esta seccidn se enfoca en el uso de NGS que es el
conjunto de métodos mas poderoso para generar
marcadores de DNA en la actualidad (Yang et al.,
2012).

Existen varias plataformas de NGS, entre las que se
destacan las desarrolladas por lllumina, Pacific BioS-
ciences, Oxford Nanopore entre otras. Para comparar
las particularidades de estas, recomendamos textos
como Liu et al. (2012), Quail et al. (2012) y Goodwin
et al. (2016). Los métodos de NGS proporcionan una
forma, eficiente de generar grandes cantidades de
datos de secuencias con precios entre 22 y 1 000 $
USD por Gpb (de sus siglas en inglés, Giga base pairs =
1 000 000 000 pares de bases) (Goodwin et al., 2016).
Los tiempos de ejecucion de las corridas pueden va-
riar entre 20 minutos hasta algunas semanas y produ-
cen una elevada precision (entre 87-99.9%) en depen-
dencia de la plataforma empleada (Liu et al., 2012;
Quail et al., 2012). La precisién esta referida a la pro-
babilidad de cometer un error al secuenciar una base
por cada 100, sin embargo, este error puede ser facil-
mente corregido dado que para cada secuencia se
obtienen mutiples copias, lo que permite compararlas
entre si e identificar y descartar errores del equipo de
secuenciacion.

Los métodos de NGS permiten obtener genomas
completos o conjuntos de secuencias de este (que
usualmente cubren entre el 2-10% del genoma) cuya
procedencia y caracteristicas dependen de la platafor-
ma con la que fueron generados (Goodwin et al.,
2016). La secuenciacion de genomas completos per-
mite realizar estudios de reconstruccion filogenética
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profunda de las aves asi como de la evolucion mole-
cular de genes y caracteres (e.g., Zhang et al., 2014;
Jarvis et al. 2014), sin embrago para propdsitos como
los mencionados en la seccion anterior (estudios po-
blacionales, filogenias poco profundas) pueden ser
mas eficientes métodos de secuenciacion reducida del
genoma como la de Elementos Ultraconservados
(UCEs, por sus siglas en inglés) y la de DNA asociado a
sitios de restriccion (RADseq). Los UCEs son regiones
(secuencias) altamente conservadas (en algunos casos
hasta en un 100%) en los genomas de organismos
distantes evolutivamente (Bejerano et al., 2004). Es-
tas secuencias se encuentran distribuidas en todo el
genoma y tienen poca superposicion con genes pa-
ralogos conocidos (genes originados por eventos de
duplicacion) (Derti et al., 2006). Ademas, proveen
sefial filogenética util en multiples escalas de tiempo
evolutivas debido a que, aunque son marcadores muy
conservados su variabilidad aumenta hacia los extre-
mos de las secuencias (Faircloth et al., 2012). Los mé-
todos de RADseq, por otro lado, permiten la obten-
cion de secuencias cortas flanqueadas por sitios de
corte de enzimas de restricciéon. Estos métodos son
relativamente rdpidos, baratos y pueden emplearse
con o sin conocimiento de un genoma de referencia.
Dado que la informacién producida estd compuesta
por millones de secuencias, permite la realizacion de
inferencias filogenéticas a partir de modelos de susti-
tucion de nucledtidos, aunque la longitud de cada
locus individual es relativamente corta. También pue-
den ser utilizados para cuantificar el nimero de alelos
y heterocigosidad, permitiendo la realizacién de infe-
rencias filogenéticas y de estructura poblacional con
el mismo conjunto de datos (Ree y Hipp, 2015; Pante
etal., 2015).

Los marcadores revelados por NGS pueden ser dtiles,
en la busqueda de la base genética de la variacion fenoti-
pica ecolégicamente importante (mapeo de loci de rasgos
cuantitativos: QTL) o estudios de asociacién de genoma
completo (GWAS). Desde el punto de vista de la conser-
vacion, la identificacién de secuencias (candidatas) que se
encuentran bajo seleccién para determinadas condicio-
nes ambientales es muy relevante pues permitiria conser-
var informacion genética funcionalmente importante. Los
estudios en loci ecolégicamente relevantes permiten
identificar unidades taxondmicas de interés para la con-
servacion (Ekblom y Galindo, 2011). Otras de las aplica-
ciones de los métodos de NGS son los estudios de
"cédigos de barras" (barcoding), de regulacion de genes,
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interacciones DNA-proteina, epigenética, entre otros
(Ekblom y Galindo, 2011).

CONCLUSIONES

Los estudios con marcadores moleculares son im-
portantes para entender mejor la riqueza y los proce-
sos evolutivos actuales y pasados que han conforma-
do la avifauna cubana. Aunque estos métodos no han
sido utilizados ampliamente por la comunidad ornito-
légica en Cuba existen potencialidades para revertir
esta realidad. Es importante revalorizar las coleccio-
nes biolégicas y mejorarlas mediante actividades de
colecta sistematicas bien disefiadas y teniendo en
cuenta los objetivos de investigacidén y conservacion.
La obtencién de informacién molecular mediante NGS
mas que un reto inalcanzable debe asumirse como un
impulso al conocimiento de la ornitologia cubana, que
puede contribuir a su conservacion, para lo cual se
debe estimular la colaboracién entre diferentes insti-
tuciones y la realizaciéon de proyectos integrales que
permitan complementar las lineas actuales de investi-
gacion y fortalecer la ornitologia hecha desde Cuba.
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