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TÉCNICAS DE MUESTREO NO INVASIVAS 
APLICADAS AL ESTUDIO GENÉTICO 

DE MAMÍFEROS

MAxIMILIANO NARDELLI, JUAN I. TúNEz, DANIELA CENTRóN 
y MARCELO H. CASSINI

a biología molecular está 
generando técnicas y 
procedimientos de análi-

sis genético que se han convertido en he-
rramientas muy útiles para una gran varie-
dad de estudios en ecología y conserva-
ción. Estas técnicas permiten analizar las 
relaciones filogenéticas entre especies, in-
ferir relaciones espaciales entre poblacio-
nes dentro de una misma especie, y/o ana-
lizar el parentesco entre individuos. Algu-
nas de sus aplicaciones específicas son la 
estimación de la tasa de dispersión entre 
poblaciones, la evaluación del riesgo de 
extinción de poblaciones locales o la inter-
pretación evolutiva del comportamiento 
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social (Frankham et al., 2002; Goossens y 
Bruford, 2009).

Las herramientas con 
que cuenta la biología molecular para con-
tribuir al conocimiento en estas áreas son 
los denominados marcadores moleculares 
(Avise, 2004). Un marcador molecular es 
un punto de referencia en el genoma, que 
puede corresponder o no a un gen y per-
mite medir directa o indirectamente la va-
riabilidad genética entre individuos, pobla-
ciones y/o especies (Frankham et al., 
2002; Avise, 2004).

Aunque en muchos hábi-
tat la fauna silvestre no puede ser observa-
da fácilmente, todos los animales dejan sig-

nos de su presencia y actividad, lo que ha 
permitido desarrollar técnicas no-invasivas 
de muestreo genético (Waits y Paetkau, 
2005; González y Barbanti Duarte, 2007; 
Goossens y Bruford, 2009). Mediante la 
utilización de estas técnicas, pelos, plumas, 
heces, orina, cáscaras de huevo, escamas, 
tejido blando y duro de animales muertos, 
especímenes de museo y hasta fósiles, son 
potenciales fuentes de ADN (Beja-Pereira 
et al., 2009). Por ejemplo, la extracción de 
ADN a partir de células intestinales que se 
encuentran en las heces ha permitido reali-
zar estudios de determinación de especies 
(Pilot et al., 2007; Morán et al., 2008; Haag 
et al., 2007; Oliveira et al., 2010) e identifi-

RESUMEN

Este estudio pretendió evaluar las ventajas y desventajas del 
uso de diferentes tipos de muestras biológicas, obtenidas por 
medio de técnicas no invasivas, en el estudio genético de po-
blaciones de mamíferos. Se utilizaron muestras de heces, pelos, 
tejidos blandos de animales muertos y cueros y huesos de espe-
címenes de museo con el fin de evaluar distintos protocolos de 
extracción de ADN y amplificación por PCR de diferentes frag-
mentos del ADN mitocondrial en tres especies de mamíferos. Se 
evaluó cualitativamente la eficiencia de cada procedimiento en 

términos de la facilidad en la toma de muestras, el rendimiento 
en las amplificaciones y el costo y tiempo empleado en el pro-
cesamiento. Los resultados indican que la obtención de datos 
genéticos a partir de muestreos no invasivos puede ser costosa 
y laboriosa, pero la facilidad del muestreo comparando con los 
métodos convencionales, la disminución del estrés en los ani-
males de estudio, y la eficiencia en la obtención de los datos, 
validarían estas técnicas como una alternativa aceptable para 
la realización de estudios genéticos.
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cación de individuos (Brøseth et al., 2009; 
Mondol et al., 2009; Stenglein et al., 2010), 
así como análisis de parentesco, variabili-
dad genética y filogeografía en numerosas 
especies (Duriez et al., 2007; Centrón et 
al., 2008; Cossíos et al., 2009; McCarthy et 
al., 2009).

El ADN amplificado a 
partir de muestras de pelo ha sido utilizado 
para establecer relaciones de paternidad 
(Field et al., 1998; Goossens et al., 1998; 
Constable et al., 2001), para estudios filo-
geográficos (Goossens et al., 2005; Zhang 
et al., 2007; Huck et al., 2008; Clevenger y 
Sawaya, 2010), como fundamento para es-
tudios de captura-recaptura a gran escala, 
para estimar el tamaño poblacional (Frantz 
et al., 2004; Williams et al., 2009; Gardner 
et al., 2010) o establecer el rango de hábitat 
de los individuos (Anderson et al., 2006), y 
para la determinación del sexo (Pilgrim et 
al., 2005; Anderson et al., 2006; Huck et 
al., 2008).

Los huesos, cueros y pie-
les de ejemplares de museo son otras fuen-
tes de ADN. A pesar de que en este tipo 
de muestras el ADN se encuentra general-
mente dañado (Pääbo et al., 1989; Wandeler 
et al., 2007), cuando se desea detectar cam-
bios en una población a lo largo de un 
tiempo prolongado (Hofreiter et al., 2001; 
Pichler et al., 2001; Weber et al., 2004; 
Wandeler et al., 2007) o establecer relacio-
nes filogenéticas entre especies o subespe-
cies extintas y vivientes (Pergams y Lacy, 
2007; Slater et al., 2009), es común que 
éste sea el único tipo de material disponi-
ble. Por último, las muestras de piel, cuero, 
pelos y/o huesos de animales encontrados 
atropellados en los caminos o muertos en 
el campo son también una buena fuente de 
ADN.

La utilización de técnicas 
de muestreo no invasivas puede conducir a 
errores en la genotipificación de los indivi-
duos. Estos errores son provocados por la 
pequeña cantidad de ADN que se obtiene, 
la contaminación cruzada entre individuos, 
la degradación de la muestra al permanecer 
expuesta al ambiente por un periodo pro-
longado, la presencia de inhibidores de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
y, en algunos casos, por la incertidumbre 
acerca del animal del cual proviene la 
muestra (Hoffman y Amos, 2005; Caudron 
et al., 2007). Hoy en día, estos inconve-
nientes son comprendidos y se han desarro-
llado diversas estrategias para limitarlos y 
reducir su impacto en los análisis posterio-
res (McKelvey y Schwartz, 2005; Broquet 
et al., 2007; Zhan et al., 2010).

El presente trabajo intenta 
ser una guía inicial para aquellos que estén 
interesados en incorporar, como comple-
mento a los estudios a campo, estudios ge-
néticos en sus líneas de investigación. El 

objetivo principal fue evaluar las ventajas y 
desventajas del uso de diferentes tipos de 
muestras biológicas, obtenidas por medio 
de técnicas no invasivas, en el estudio ge-
nético de poblaciones de mamíferos. Los 
objetivos específicos fueron: 1) aplicar dis-
tintas técnicas de extracción de ADN y am-
plificación por PCR a muestras de cueros, 
huesos, heces, pelos y tejidos blandos de 
animales muertos obtenidas mediante técni-
cas no invasivas; 2) evaluar estas técnicas 
en términos de la dificultad en la obtención 
de las muestras, el tiempo de procesamien-
to empleado en el laboratorio y el costo 
económico asociado, el rendimiento de las 
amplificaciones por PCR y el largo de los 
productos obtenidos, y 3) categorizar los 
distintos tipos de muestra utilizados en fun-
ción de su eficiencia en la obtención de da-
tos genéticos.

Materiales y Métodos

Muestras utilizadas

Se utilizaron 87 muestras 
de heces de nutrias del genero Lontra, 46 
provenientes de Bahía Lapataia (54º52’S, 
68º32’O) y 41 del Canal del Beagle (68º23’-
66º44’O) (Tabla I). Las heces de Bahía La-
pataia fueron recolectadas por guardapar-
ques durante los meses de octubre y no-
viembre de 2007, período durante el cual 
diferentes madrigueras del huillín, Lontra 
provocax (Thomas, 1908) fueron visitadas 
periódicamente. Las heces del Canal del 
Beagle fueron recolectadas por los autores 
entre los años 2006 y 2008. Las recoleccio-
nes fueron ocasionales, visitando posibles 
madrigueras y sitios aledaños, sin poderse 
determinar a priori si las heces recolectadas 
eran de huillín o de la nutria marina, Lon-
tra felina (Molina, 1782). Todas las mues-
tras fueron conservadas en etanol 70% sin 
poderse precisar el tiempo transcurrido des-
de la deposición hasta la recolección. Tres 
muestras de tejido provenientes de huillines 
hallados muertos, dos de ellos en el Parque 
Nacional Tierra del Fuego y el restante en 

el Parque Nacional Nahuel Huapi, fueron 
utilizadas como controles positivos de las 
extracciones de ADN y reacciones de PCR.

Por otro lado, se utiliza-
ron 62 muestras de lobo fino sudamericano, 
Arctocephalus australis (Zimmermann, 
1783); 49 de tejidos blandos (piel, músculo 
y/o hígado) y 13 de hueso (Tabla I). Las 
muestras de tejido blando provenían de 41 
animales muertos encontrados en las costas 
de Cabo Polonio, Uruguay (34°24’S, 
53°46’O), Puerto Quequén (38º32’S, 
58º42’O), Río Grande (53º46’S, 67º41’O) y 
Canal de Beagle, y de ocho ejemplares de 
la colección del Museo del Fin del Mundo 
(Ushuaia, Tierra del Fuego). Las muestras 
de hueso fueron obtenidas de la colección 
del Museo Acatushún (Estancia Harberton, 
Tierra del Fuego). Sólo para las muestras 
recolectadas en Cabo Polonio se clasificó a 
los individuos según el estado de conserva-
ción del cadáver (recién muerto, con días 
de muerto, estado avanzado de descomposi-
ción y carcasa con cuero seco). Las mues-
tras de tejidos blandos fueron conservadas 
en buffer de preservación de tejido (EDTA 
0,25M pH 8, DMSO 20%, NaCl 6M). Las 
muestras provenientes del Museo del Fin 
del Mundo se conservaron a -20ºC y las de 
huesos a 4ºC.

Por último, se trabajó con 
16 muestras de pelo. La primera fue toma-
da de uno de los huillines hallados muer-
tos. Debido a la dificultad de obtener mues-
tras de pelo de huillines y lobos finos me-
diante la utilización de trampas de pelo en 
el campo, y con el fin de poner a prueba si 
este tipo de muestras son una buena fuente 
de ADN, las restantes 15 muestras fueron 
obtenidas de perros domésticos, Canis lu-
pus familiares (Linnaeus, 1758), arrancando 
los pelos de raíz y simulando la utilización 
de una trampa de pelo (Tabla I).

Extracción de ADN

Heces. Se utilizó el protocolo descrito en 
Centrón et al. (2008) con modificaciones. 
En primer lugar, las heces fueron resus-

TABLA I
MUESTRAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

Especie Tipo Fuente Origen n Total 
fuente

Total 
tipo

Lontra spp. Heces Animal vivo Bahía Lapataia 46 87 87
Canal de Beagle 41

Pelo Animal muerto Bahía Lapataia 1 1 1

A. australis Tejido 
blando

Animal muerto Cabo Polonio 36
41

49
Puerto Quequén 2

Río Grande 1
Canal de Beagle 2

Museo Tierra del Fuego 8 8
Hueso Museo Tierra del Fuego 13 13 13

C. lupus familiaris Pelo Animal vivo Doméstico 15 15 15
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pendidas en una solución 1:2 de etanol ab-
soluto y buffer CTAB (Tris-HCl 0,1M pH 
8; NaCl 1,4M; EDTA 0,02M; CTAB 2%). 
El volumen resuspendido de heces fue au-
mentando sucesivamente hasta obtenerse 
una extracción exitosa del ADN. Se reali-
zaron dos intentos con 1ml de heces resus-
pendidas, dos intentos con un volumen en-
tre 1 y 3ml y por último se procedió a re-
suspender el resto del material disponible. 
En este último caso el material de partida 
varió entre 5 y 15ml. Las muestras resus-
pendidas fueron incubadas 2hs a 70ºC y 
luego de ser enfriadas a temperatura am-
biente fueron centrifugadas a 14000rpm 
por 10min. El sobrenadante fue sometido a 
extracción por el método de fenol-clorofor-
mo (Sambrook et al., 1989). El pellet obte-
nido fue resuspendido en 180μl de buffer 
ATL (Qiagen), completándose la extrac-
ción utilizando el DNeasy Blood and Tis-
sue Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo 
propuesto por el fabricante. El ADN obte-
nido fue secado a temperatura ambiente, 
resuspendido en 50-100µl de agua destila-
da y almacenado a -20°C sin cuantificar, 
ya que el extracto obtenido no sólo conte-
nía ADN de nutria, sino también de las 
especies presa ingeridas y de los microor-
ganismos provenientes del intestino del 
animal y del ambiente.
Tejidos blandos. Las muestras fueron dis-
gregadas con la ayuda de un bisturí e in-
cubadas durante una noche a 50ºC en 1ml 
de buffer de extracción (TRIS-HCl 10mM 
pH 8; EDTA 0,1M; SDS 1%; RNAsa A 
10µg·ml-1; Proteinasa K 100µg·ml-1). Al día 
siguiente se completó la extracción por el 
método de fenol-cloroformo (Sambrook et 
al., 1989). El ADN obtenido fue secado a 
temperatura ambiente, resuspendido en 50-
100µl de agua destilada, cuantificado por 
espectrofotometría y almacenado a -20°C. 
Las muestras se procesaron entre una y 
tres veces hasta utilizar todo el tejido dis-
ponible o hasta obtener un resultado posi-
tivo en la amplificación del ADN por 
PCR.
Huesos. Se utilizaron fragmentos de hue-
sos de longitud <2cm, los cuales fueron 
congelados en N2 líquido y triturados en 
un mortero. El polvo de hueso obtenido 
fue sometido a dos protocolos de extrac-
ción de ADN, uno que incluía un paso ini-
cial de descalcificación y otro en que se 
saltaba éste paso. De las trece muestras 
utilizadas, nueve fueron procesadas con 
descalcificación previa, dos sin descalcifi-
cación y dos con ambos métodos, a fin de 
comparar la eficiencia de cada protocolo. 
La descalcificación consistió en mantener 
el polvo de hueso en 1ml de EDTA 0,5M 
a temperatura ambiente entre 9 y 12 días, 
renovando la solución cada tres días. Pos-
teriormente, las muestras fueron incubadas 

24h a 55ºC en 500µl de buffer de extrac-
ción (TRIS-HCl 10mM pH 8; EDTA 
0,1M; SDS 1%) con el agregado de protei-
nasa K 800µg·ml-1). Por último, se comple-
tó la extracción utilizando el DNeasy 
Blood and Tissue Kit (Qiagen) siguiendo 
el protocolo propuesto por el fabricante. El 
ADN obtenido fue resuspendido en 100µl 
de buffer AE y almacenado a -20°C. Debi-
do al bajo rendimiento de las extracciones 
el ADN no fue cuantificado.

Pelos. Se utilizó una modificación del pro-
tocolo descrito en Anderson et al. (2006). 
Aproximadamente 0,5cm del extremo 
proximal de unos 10 a 20 pelos fueron in-
cubados durante una noche a 55ºC en 50μl 
de buffer TNES (Tris-HCl 50mM pH 8; 
NaCl 100mM, EDTA 2mM; Nonidet P-40 
1%) con el agregado de proteinasa K 
2mg·ml-1). Al día siguiente se calentó la 
mezcla a 94ºC para desnaturalizar la enzi-
ma. A fin de disminuir la concentración 
de proteína en el medio, se agregó a los 
pasos propuestos en Anderson et al. 
(2006) una extracción con fenol-clorofor-
mo (Sambrook et al., 1989). Para determi-
nar la eficacia de este procedimiento se 
cuantificó la relación ADN/proteína a 
260/280nm en espectrofotómetro. El ADN 
fue resuspendido en 50-100μl de agua des-
tilada y almacenado a -20ºC.

Amplificación por PCR

Heces - L. provocax. Se llevó a cabo una 
reacción de PCR con el fin de amplificar 
un fragmento de 671pb del gen citocromo 
b del ADN mitocondrial. Los cebadores 
utilizados fueron el Hui-L, 5’-AGTAC-
CATT CAGGCTTGAT-3’ y el Hui-U, 
5’-CATCTCAACATGATGAAACTTC-3’ 
(Centrón et al., 2008). La amplificación 
por PCR se llevó a cabo en un volumen 
final de reacción de 50μl. Cada tubo de 
reacción contenía 10μl del extracto de 
ADN sin cuantificar, 2,5mM MgCl2, 1X 
de buffer de reacción, 0,1mM dNTPs, 
1,25U de Taq polimerasa (Invitrogen Life 
Technologies), 0,4μM de cada cebador, 
0,1mg·ml-1 BSA y agua destilada para 
completar el volumen de reacción. El pro-
tocolo de amplificación consistió en una 
desnaturalización inicial a 94ºC por 3min; 
35 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 
1min, anillamiento a 50°C por 30seg y ex-
tensión a 72ºC por 1min; y una extensión 
final a 72ºC por 5min. Para cada extrac-
ción de ADN se realizó un máximo de 
tres reacciones de PCR. Se probaron dis-
tintas cantidades de ADN, variando el vo-
lumen inicial de extracto utilizado. Al ob-
tener un bajo número de muestras amplifi-
cadas con el uso de estos cebadores (ver 
resultados), se procedió al diseño de dos 
cebadores internos con el fin de que cada 

uno de ellos pueda ser utilizado junto con 
uno de los cebadores externos para ampli-
ficar dos regiones en los extremos del 
fragmento de 671pb. Las secuencias de los 
cebadores internos fueron Hui-3, 5’-ATAG-
TAAGTTAGTGATGACGG-3’ y Hui-4, 
5’-CTTTCCACTTTATTCTACC-3’. Hui-3 
junto con Hui-U amplifican un fragmento 
de 318pb, mientras que Hui-4 junto con 
Hui-L amplifican uno de 247pb. Las con-
centraciones de reactivos y el protocolo 
utilizados en la PCR fueron los mismos 
utilizados en el ensayo previo, con la úni-
ca diferencia de que para el par Hui-3/Hui-
U se utilizó una temperatura de anilla-
miento de 48ºC.

Al no aumentar el núme-
ro de muestras amplificadas en forma con-
siderable mediante la utilización de los dos 
cebadores internos (ver resultados) y con el 
objetivo de eliminar posibles inhibidores de 
la PCR, se realizó un nuevo lavado del ex-
tracto de ADN utilizando el método de fe-
nol-cloroformo (Sambrook et al., 1989) o el 
kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Sys-
tem (Promega). Luego, el ADN fue repara-
do por medio de una PCR sin cebadores 
(Stemmer, 1994; Weber et al., 2004), y am-
plificado mediante una PCR semi-anidada. 
Para la reparación del ADN, la PCR se rea-
lizó en un volumen final de 50μl, conte-
niendo 10μl de ADN y 40μl de la mezcla 
de reacción descrita arriba, pero sin ceba-
dores, los cuales fueron reemplazados por 
un volumen igual de agua. El programa de 
reparación consistió en una desnaturaliza-
ción inicial a 94ºC por 3min; 35 ciclos de 
desnaturalización a 92ºC por 1min, anilla-
miento a 50ºC por 1min y extensión a 72ºC 
por 1min, y una extensión final de 10min a 
72ºC. Para llevar a cabo el primer paso de 
la PCR semi-anidada fueron utilizados 10μl 
del producto de PCR obtenido, con el agre-
gado de 40μl de mezcla de reacción, utili-
zando los cebadores Hui-U y Hui-L. Por 
último, el segundo paso de la PCR semi-
anidada se llevó a cabo utilizando 45μl de 
mezcla de reacción conteniendo los cebado-
res Hui-3/Hui-U y 5μl del producto de am-
plificación obtenido en el primer paso de la 
PCR semi-anidada. Las concentraciones de 
los reactivos y el protocolo de ciclado utili-
zado en la PCR semi-anidada fueron los 
mismos que los utilizados previamente. 
Este protocolo fue utilizado en 14 muestras 
provenientes de Bahía Lapataia y en 38 
muestras del Canal de Beagle. El resto de 
las muestras provenientes de Bahía Lapa-
taia (n= 28) no fueron incluidas en este 
análisis ya que provenían de las mismas 
madrigueras (y presumiblemente de los 
mismos individuos) en las cuales se habían 
recolectado las 14 muestras analizadas. Las 
tres muestras restantes del Canal de Beagle 
no pudieron ser incluidas ya que el ADN 
proveniente de las mismas fue utilizado 
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completamente en las reacciones de PCR 
anteriores. Como control positivo de los 
procesos de amplificación se utilizó ADN 
de las muestras de tejidos blandos de hui-
llín.

Tejidos blandos y huesos - A. australis. Se 
amplificó por PCR un fragmento de ADN 
correspondiente al extremo 3’ del gen mito-
condrial tRNA-Pro (63pb) y al extremo 5’ 
adyacente de la región control (445pb), utili-
zando los cebadores; L16274, 5’-TACACT-
GGTCTTGTAAACC-3’ y H34, 5’-CCA-
AATGCATGACACCACAG-3’, descritos en 
Lamont et al. (1996). La PCR se llevó a 
cabo con las mismas concentraciones de 
reactivos utilizados para la amplificación del 
citocromo b en L. provocax, pero utilizando 
el protocolo de ciclado descrito en Túnez et 
al. (2007). En los casos en que luego de lle-
var a cabo dos reacciones de PCR no se ob-
tuvo producto de amplificación, las extrac-
ciones de ADN fueron repetidas. Sólo para 
el ADN extraído de huesos se llevó a cabo 
un proceso de reparación utilizando una 
PCR sin cebadores y una PCR semi-anidada 
con el fin de amplificar un fragmento de 
216pb de la región control. Para ello se dise-
ñó el cebador Aa01, 5’-ATGCACGAAG-
TACATAAG3’, que junto con L16274 ampli-
fica dicho fragmento. Se utilizó esta metodo-
logía suponiendo que el ADN obtenido de 
los huesos se encontraba en poca cantidad y 
posiblemente degradado.

Pelos - L. provocax y C. lupus familiaris. 
Para L. provocax se intentó amplificar los 
segmentos de 318 y 671pb descritos previa-
mente, utilizando las mismas concentracio-
nes de reactivos y los mismos protocolos de 
PCR. Para C. lupus familiaris se amplificó 
un fragmento de ADN correspondiente al 
extremo 3’ del gen mitocondrial tRNA-Glu 
(50pb) y al extremo 5’ adyacente del gen ci-
tocromo b (436pb), utilizando los cebadores 
L14724, 5’-CGAAGCTTGATATGA-
AAAACCATCGTTG-3’ (Irwin et al. 1991) 
y H15149, 5’-AAACTGCAGCCCCTCAGA-
ATGATATTTGTCCTCA-3’ (Kocher et al. 
1989). Cada PCR se realizó en un volumen 
final de 50μl conteniendo 1μg·ml-1 de ADN, 
1X de buffer de reacción, 0,4mM de 
dNTPs, 0,5mg·ml-1 de BSA, 2,5U de GoTaq 
polimerasa (Promega), 1mM de cada ceba-
dor, y agua hasta alcanzar en volumen final 
de reacción. El protocolo de amplificación 
consistió en una desnaturalización inicial a 
95ºC por 10min; 35 ciclos de desnaturaliza-
ción a 95ºC por 45seg, anillamiento a 50°C 
por 45seg y extensión a 72ºC por 90seg; y 
una extensión final a 72ºC por 8min.

De los productos de PCR 
obtenidos para cada especie y tipo de mues-
tra, 20µl fueron corridos en un gel de agaro-
sa 1% y visualizados bajo luz UV. Compro-
bada la amplificación, el resto de cada pro-

ducto fue purificado utilizando el kit Wizard 
SV Gel and PCR Clean-Up System (Prome-
ga) y enviado a un laboratorio externo donde 
se realizó la secuenciación de una de las he-
bras, mediante el uso de uno de los cebado-
res utilizados en la PCR. En ocasiones, se 
llevó a cabo una reacción de PCR adicional 
con el fin de acumular producto de amplifi-
cación con vistas a la secuenciación.

Resultados

Lontra provocax 

Heces. Se logró amplificar el fragmento del 
citocromo b de 671pb en sólo dos (2,30%) 
de las 87 muestras analizadas, ambas de 
Bahía Lapataia. En ambos casos la amplifi-
cación positiva se obtuvo cuando la extrac-
ción del ADN se llevó a cabo a partir del 
volumen de partida máximo (5-15 ml). Lue-
go de la secuenciación, se determinó que 
las muestras pertenecían a la especie L. 
provocax, comparando las secuencias obte-
nidas con la única publicada en el Gen-
Bank para la especie (acceso DQ341273.1). 
Las restantes 85 muestras fueron utilizadas 
para amplificar los dos extremos del frag-
mento de 671pb, utilizando los cebadores 
interiores diseñados para tal fin. Sólo se lo-
gró la amplificación positiva de ambos ex-
tremos en otras dos muestras de Bahía La-
pataia (2,35%). El rendimiento aumentó no-
tablemente cuando se realizó la reparación 
del ADN previamente a la amplificación, 
aunque se observaron diferencias entre las 
muestras provenientes de Bahía Lapataia y 
el Canal del Beagle. Para Bahía Lapataia, 
se obtuvo un producto de PCR del tamaño 
esperado (318pb) en 10 de las 14 muestras 
analizadas (71,43%), mientras que para las 
muestras del Canal de Beagle, 8 de las 38 
muestras analizadas (21,05%) dieron resul-
tados positivos (Tabla II). En conjunto, el 

rendimiento de esta técnica fue del 34,62%. 
Los 18 productos de PCR fueron secuencia-
dos exitosamente y todas las secuencias co-
rrespondieron a L. provocax. No se observó 
variabilidad genética; se obtuvo sólo un ha-
plotipo que coincide con el haplotipo más 
común publicado en Centrón et al. (2008).
Pelos. Utilizando la única muestra de pelo 
de huillín disponible, se logró amplificar 
exitosamente el fragmento de 318pb del gen 
citocromo b. La amplificación del fragmen-
to de 671pb no fue posible.

Arctocephalus australis

Tejidos blandos. La medición de la relación 
ADN/proteína presentó valores de absorban-
cia que revelan la presencia de ADN, indi-
cando que la extracción del ADN fue exito-
sa. La amplificación por PCR del fragmento 
de 508pb de la región control fue exitosa en 
20 de las 41 muestras obtenidas de animales 
muertos (48,78%; Tabla II). Por el contrario, 
no se obtuvo ningún resultado positivo para 
las ocho muestras obtenidas de cueros de 
museo, aún cuando para todas estas mues-
tras se llevaron a cabo tres extracciones de 
ADN diferentes y al menos dos reacciones 
de PCR por extracción. El rendimiento en 
las amplificaciones fue máximo (100%) 
cuando se utilizó el ADN extraído de indivi-
duos muestreados poco tiempo luego de la 
muerte, disminuyendo al aumentar el tiempo 
de descomposición (Tabla III).
Huesos. Se logró amplificar el fragmento 
de 216pb de la región control en ocho 
(61,54%) de las 13 muestras analizadas. To-
das ellas fueron descalcificadas previamente 
a la extracción, lo que aumenta el rendi-
miento a un 72,73% (Tabla II). Ninguna de 
las cuatro muestras procesadas con el pro-
tocolo de extracción que no incluía la des-
calcificación previa pudo ser amplificada.

TABLA II
RENDIMIENTO DE LA AMPLIFICACIÓN POR PCR PARA LAS DISTINTAS 

ESPECIES SEGÚN EL TIPO Y FUENTE DE ADN UTILIZADA

Especie Tipo Fuente Origen n Positivos
Rendimiento 
por fuente 

(%)
Lontra spp. Heces* Animal vivo Bahía Lapataia 14 10 71,43

Canal de Beagle 38 8 21,05
Pelo Animal muerto Bahía Lapataia 1 1 100

A. australis Tejido 
blando

Animal muerto Cabo Polonio 36 20
48,78Puerto Quequén 2 0

Tierra del Fuego 3 0
Museo Tierra del Fuego 8 0 0

Hueso† Museo Tierra del Fuego 11 8 72,73
C. lupus familiaris Pelo Animal vivo Doméstico 15 15 100
* El rendimiento corresponde a las muestras en que se utilizó el protocolo que incluía la repara-
ción previa del ADN y la PCR semi-anidada.
† El rendimiento corresponde a las muestras tratadas con el protocolo que incluía la descalcifica-
ción previa de la muestra.
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Canis lupus familiaris 

El ADN obtenido a partir de las 
15 muestras de pelo de perro do-
méstico fue procesado satisfacto-
riamente, obteniéndose un rendi-
miento del 100% en la amplifica-
ción del fragmento del gen cito-
cromo b de 480pb (Tabla II). 
Cuatro de los productos de PCR 
obtenidos fueron secuenciados, 
determinándose que todos co-
rrespondían a la especie C. lupus 
familiaris al comparar las secuencias obte-
nidas con las publicadas en el GenBank 
(acceso AY729880.1).

Discusión

Rendimiento de las extracciones y 
amplificaciones

La amplificación del frag-
mento de 671pb del gen citocromo b en 
huillines dio como resultado un muy bajo 
rendimiento. Mediante el agregado de lava-
dos durante la extracción del ADN y la re-
paración del mismo 
previa a la amplifica-
ción mediante una 
PCR semi-anidada de 
un segmento más cor-
to, se logró aumentar 
el rendimiento desde 
2,5 a 34,62%. Las he-
ces provenientes de 
Bahía Lapataia arroja-
ron un rendimiento 
mayor (71,43%) que 
las muestras del Canal 
del Beagle (21,05%). 
Esta diferencia podría 
deberse al tiempo 
transcurrido entre la 
deposición y la reco-
lección de las heces. 
Las heces de Bahía 
Lapataia eran, en ge-
neral, más frescas que las recogidas en 
otras zonas. Distintos autores sugieren que 
las heces deben ser recolectadas tan pronto 
como sea posible luego de la deposición, ya 
que el rendimiento decae al aumentar el 
tiempo de exposición a la atmósfera y a la 
luz solar (Hofreiter et al., 2001; Jensen-Sea-
man y Kidd, 2001; Piggott et al., 2004; 
Murphy et al., 2007). La Tabla IV resume 
los resultados obtenidos por otros autores 
en estudios similares en los que se determi-
nó o no el tiempo post-defecación. Los ren-
dimientos son menores y mucho más varia-
bles en los estudios en los que no se deter-
minó el tiempo post-defecación, mientras 
que el máximo rendimiento se alcanza 
cuando las heces son recolectadas dentro de 
las 24h post-defecación. Un segundo factor 

que influye en el rendimiento es el tamaño 
del fragmento de ADN a amplificar. El ren-
dimiento será mayor al disminuir el tamaño 
del fragmento (Tabla IV). Otra posible ex-
plicación a los diferentes rendimientos obte-
nidos para las muestras de Bahía Lapataia 
y Canal de Beagle es la consistencia de las 
muestras. Las muestras de Bahía Lapataia 
eran más sólidas que las otras, por lo que 
producirían un mayor efecto de raspado so-
bre el intestino, arrastrando así un mayor 
número de células intestinales. Esta diferen-
cia en la consistencia de las heces sería 
producto de la dieta. En la zona de Bahía 

Los huesos de A. austra-
lis arrojaron un rendimiento 
aceptable cuando se ensayó el 
protocolo con descalcificación 
previa (72,73%), mostrando que 
el ADN contenido en estos se 
conserva en mayor medida que 
en el resto de los tejidos luego 
de la muerte del animal (Pruvost 
et al., 2007). Por otro lado, no se 
ha podido amplificar el ADN ex-
traído a partir de cueros de la 
especie obtenidos de colecciones 

de museos. La falla en la amplificación de 
este tipo de muestras podría deberse al 
tiempo transcurrido entre la muerte del ani-
mal y la toma de la muestra o a que los 
cueros fueron curados en el museo para su 
mejor preservación, lo que no pudo ser de-
terminado a priori, y que influye en la can-
tidad de ADN extraíble de la muestra 
(Schander y Kenneth, 2003; Wandeler et 
al., 2007). 

Los pelos de huillín y pe-
rro doméstico resultaron ser una muy bue-
na fuente de ADN en buen estado de con-
servación. La extracción del ADN utilizan-

do el protocolo 
propuesto por An-
derson et al. (2006) 
fue efectiva, y la 
purificación adicio-
nal del ADN por el 
método de fenol-
cloroformo aumen-
tó la pureza del 
ADN obtenido. La 
cantidad de ADN 
extraído y su cali-
dad fue suficiente 
para poder amplifi-
car con un rendi-
miento del 100% 
dos fragmentos del 
gen citocromo b de 
318 y 480pb en 
huillines y perros, 
respectivamente. 

Así, nuestros resultados sugieren que los 
pelos obtenidos mediante la utilización de 
trampas diseñadas para tal fin podrían ser 
una fuente confiable de ADN para realizar 
estudios de determinación de especie y es-
tructura genética.

Ventajas y desventajas del uso de los 
distintos tipos de muestras

Los distintos tipos de 
muestras utilizados en este estudio presen-
tan ventajas y desventajas en su uso. A 
continuación se resumen algunas de ellas 
en términos de la dificultad en la adquisi-
ción de las muestras, el tiempo de procesa-
miento empleado en el laboratorio y el cos-
to asociado, el rendimiento de las amplifi-

TABLA III
RENDIMIENTO DE LA AMPLIFICACIÓN DE 
UN FRAGMENTO DE LA REGIÓN CONTROL 

DEL ADNMIT EN A. australis SEGÚN EL ESTADO 
DE CONSERVACIÓN DE LA MUESTRA

Estado Rendimiento (%)

Recién muerto (n= 5) 100
Buen estado, con pocos días de muerto (n= 13) 83,33
Estado avanzado de descomposición (n= 10) 37,50
Carcasa con cuero seco (n= 8) 12,50

TABLA IV
RENDIMIENTOS OBTENIDOS EN LA AMPLIFICACIÓN POR PCR A PARTIR 
DE MUESTRAS DE HECES EN FUNCIÓN DEL TIEMPO POST-DEFECACIÓN

Tiempo 
post-defecación

Porción 
amplificada (pb)

Rendimiento 
(%) Referencia

Inmediato 537 94,34 Gerloff et al. (1999)
1 hora 700 100 Wasser et al. (1997)

12 horas 516 91 Hung et al. (2004)
1 día 485 100 Jensen-Seaman y Kidd (2001)

<2 semanas 630 96 Fernando et al. (2000)
Sin estimar 130-161 98,67 Palomares et al. (2002)
Sin estimar 135-347 80 Kurose et al. (2005)
Sin estimar 200 78 Prugh y Ritland (2005)
Sin estimar 146 59 Farrel et al. (2000)
Sin estimar 520 24,9 Murakami (2002)
Sin estimar 250 24 Reed et al. (2004)
Sin estimar 671 22,67 Centrón et al. (2008)
Sin estimar 516 8,67 Centrón et al. (2008)

Lapataia, el huillín consume mayoritaria-
mente peces, mientras que en la costa sur 
de Tierra del Fuego la dieta se basa en 
crustáceos (Gozzi, 2008).

En el caso de A. australis, 
el rendimiento obtenido a partir de las mues-
tras de tejido blando de animales muertos 
fue medio (48,78%). Este resultado puede 
explicarse teniendo en cuenta el estado de 
preservación que presentaban los cadáveres 
al momento del muestreo. Muestras extraí-
das de animales recientemente muertos pre-
sentaron un rendimiento del 100% en la ex-
tracción del ADN y la amplificación, mien-
tras que el rendimiento decayó a un 12,5% 
cuando el ADN fue extraído a partir de car-
casas secas, coincidiendo con lo presentado 
por otros autores (Hofreiter et al., 2001).
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caciones y el largo de 
los productos de PCR 
obtenidos. En la Tabla 
V se evalúa cualitativa-
mente la eficiencia en 
el uso de los distintos 
tipos de muestras, esti-
mada teniendo en 
cuenta el resultado ob-
tenido en cada una de 
las etapas de trabajo.

En el caso de 
las heces, el muestreo es sencillo. Las 
muestras son generalmente conspicuas y, 
cuando se trabaja con animales territoriales, 
se pueden visitar periódicamente sitios cla-
ves con el fin de obtener muestras frescas, 
necesarias para obtener un mayor rendi-
miento. Sin embargo, la determinación de 
la especie de la cual proviene la muestra es 
en ocasiones dificultosa, sobre todo cuando 
se trabaja en áreas en las cuales conviven 
especies emparentadas. El análisis genético 
es laborioso y su costo elevado. Las extrac-
ciones de ADN requieren del uso de un kit 
comercial, y en muchos casos el ADN ob-
tenido se encuentra degradado y en peque-
ñas cantidades. En cuanto a las amplifica-
ciones, la necesidad de reparar previamente 
el ADN y de realizar una PCR semi-anida-
da requiere de tres reacciones de PCR por 
cada muestra. Si bien las secuencias obteni-
das fueron cortas y el rendimiento general 
no fue óptimo, el rendimiento para las 
muestras de Bahía Lapataia, donde las he-
ces eran más frescas, fue aceptable y com-
parable a los rendimientos obtenidos por 
otros autores en condiciones similares (Fa-
rrel et al., 2000; Kurose et al., 2005; Prugh 
y Ritland, 2005). A pesar de las dificulta-
des mencionadas, las heces pueden ser con-
sideradas una buena fuente alternativa de 
ADN, con una eficiencia media.

El muestreo de tejidos 
blandos de animales muertos puede consi-
derarse de una dificultad media a elevada, 
dependiendo de las características del ani-
mal de estudio. Existen algunos ejemplos 
particulares. Los lobos y leones marinos, 
que forman colonias donde la mortalidad 
de crías es alta durante la temporada re-
productiva, posibilitan la recolección de 
muestras de este tipo en las cercanías de 
las colonias. También existen sitios donde 
la muerte de mamíferos silvestres en las 
carreteras es un problema serio de conser-
vación (Bennett, 1991; Trombulak y Fris-
sell, 2000), pero que al mismo tiempo 
puede proveer de muestras para estudios 
genéticos. Una de las ventajas del uso de 
este tipo de muestras radica en su bajo 
tiempo de procesamiento y el bajo costo 
asociado. La extracción del ADN y la am-
plificación por PCR se llevan a cabo utili-
zando métodos convencionales que no re-
quieren de mucho tiempo e insumos, pu-

diéndose procesar un buen número de 
muestras en pocos días. Este tipo de 
muestras es la que rinde mayor cantidad 
de ADN. Como los resultados sugieren, el 
rendimiento de la amplificación por PCR 
dependerá del tiempo transcurrido entre la 
muerte del animal y el muestreo. Una ven-
taja adicional del uso de este tipo de 
muestras es que las secuencias obtenidas 
pueden ser de varios cientos de nucleóti-
dos. En resumen, la eficiencia del método 
una vez conseguidas las muestras es ele-
vada. Por otro lado, los tejidos blandos 
provenientes de especímenes de museo no 
resultaron ser una buena fuente de ADN, 
aunque sí lo han sido en otros estudios 
(Shiozawa et al., 1992; Bouzat et al., 1998; 
Greenwood et al., 1999; Hofreiter et al., 
2003; Wandeler et al., 2007).

La adquisición de mues-
tras de huesos es sencilla, siempre y cuan-
do existan colecciones de la especie de in-
terés. Las colecciones son una valiosa 
fuente de ADN antiguo cuando se requiere 
realizar comparaciones temporales. Sin 
embargo, el tiempo de procesamiento y el 
costo son elevados. La extracción del 
ADN requiere la descalcificación previa de 
la muestra y la utilización de un kit co-
mercial. El ADN obtenido se encuentra 
generalmente dañado y en poca cantidad, 
por lo que es necesario realizar la repara-
ción del mismo previa a la amplificación 
por PCR. El rendimiento de las amplifica-
ciones fue elevado, aunque se amplificaron 
fragmentos cortos.

Por último, los pelos 
arrancados pueden considerarse como una 
buena fuente de ADN, aunque el muestreo 
requiere de una logística mayor comparan-
do con el muestreo de heces. Los pelos 
desprendidos son difíciles de ver a simple 
vista y, en ciertas ocasiones, es complica-
da la determinación de la especie de la 
cual provienen (Piggott y Taylor, 2003). 
Además, si se recolectan varios pelos en 
un mismo sitio es posible que se incluyan 
en una misma muestra pelos de distintos 
animales. El diseño de trampas de pelo es 
una opción a tener en cuenta, ya que a 
partir de pelos arrancados se obtiene ADN 
en muy buen estado (Waits y Paetkau, 
2005; Anderson et al., 2006). Los costos 
de procesamiento y económicos son bajos. 

El protocolo de 
extracción de 
ADN requiere 
de pocos pa-
sos, disminu-
yendo los ries-
gos de conta-
minación y 
pér dida de 
ADN (Piggott 
y Taylor, 2003). 
La amplifica-

ción por PCR es sencilla, obteniéndose se-
cuencias de una longitud media a larga. El 
rendimiento fue máximo y la eficiencia 
alta, por lo que se puede considerar que 
las muestras de pelo serían la alternativa 
más recomendable al momento de plantear 
un estudio genético en mamíferos median-
te la utilización de técnicas de muestreo 
no-invasivas.

En resumen, la obtención 
de ADN por técnicas de muestreo no-inva-
sivas mostró ser una alternativa aceptable a 
la obtención por técnicas invasivas. Hoy en 
día se va en camino a que las técnicas de 
muestreo no-invasivas reemplacen a las téc-
nicas invasivas, principalmente cuando los 
estudios se realizan en especies evasivas, 
en peligro de extinción o donde el muestreo 
de individuos vivos se hace imposible debi-
do a las características adversas del hábitat. 
La obtención de datos genéticos a partir de 
muestras obtenidas por métodos no-invasi-
vos, aunque en ocasiones más costosa y la-
boriosa que la obtención por métodos con-
vencionales, disminuye el riesgo para los 
animales de estudio y compensa el trabajo 
y la inversión que requiere la logística para 
la obtención de muestras de animales vivos 
por medio de capturas.
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SUMMARY

TÉCNICAS DE AMOSTRAGEM NÃO INVASIVAS APLICADAS AO ESTUDO GENÉTICO DE MAMÍFEROS
Maximiliano Nardelli, Juan I. Túnez, Daniela Centrón e Marcelo H. Cassini

RESUMO

evaluated qualitatively in terms of sampling simplicity, the yield 
of the amplifications, and costs and time employed in the pro-
cessing of samples. Results indicate that obtaining genetic data 
from non-invasive sampling techniques can be economically 
costly and laborious, but the sampling simplicity compared with 
conventional methods, the diminution of the animals’ stress, 
and the efficiency in obtaining data, would validate these tech-
niques as an acceptable alternative for genetic studies.

da facilidade na toma de amostras, o rendimento nas amplifica-
ções e o custo e tempo empregado no processamento. Os resul-
tados indicam que a obtenção de dados genéticos a partir de 
amostragens não invasivos pode ser custosa e laboriosa, mas 
a facilidade da amostragem comparando com os métodos con-
vencionais, a diminuição do estresse nos animais de estudo, e 
a eficiência na obtenção dos dados, validariam estas técnicas 
como uma alternativa aceitável para a realização de estudos 
genéticos.

This study aimed to evaluate the advantages and disadvan-
tages of the use of different types of biological samples ob-
tained by non-invasive sampling techniques, in the genetic study 
of mammal populations. Samples of scats, hair, soft tissues 
of dead animals and furs and bones from museum specimens 
were used to evaluate different protocols of DNA extraction and 
PCR amplification of several mitochondrial DNA fragments in 
three species of mammals. The efficiency of each procedure was 

Este estudo procurou avaliar as vantagens e desvantagens 
do uso de diferentes tipos de amostras biológicas, obtidas por 
meio de técnicas não invasivas, no estudo genético de popula-
ções de mamíferos. Utilizaram-se amostras de fezes, pêlos, teci-
dos brandos de animais mortos e couros e ossos de espécimes 
de museu com o fim de avaliar distintos protocolos de extração 
de ADN e amplificação por PCR de diferentes fragmentos do 
ADN mitocondrial em três espécies de mamíferos. Avaliou-se 
qualitativamente a eficiência de cada procedimento em termos 


