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RESUMEN 

La Loica pampeanaSturnella defilippii es un ave Neotropical globalmente amenazada y 

restringida a praderas abiertas del sudeste de América del Sur, catalogada como “Vulnerable” 

(UICN 2016). Desde 1900, ha sufrido una retracción de su distribución del 90% y reducción 

poblacional por el avance de actividades agrícola-ganaderas. En Uruguay se ha identificado 

una población redictual en Arerunguá (Dpto. de Salto). En Argentina existe otra población en 

Bahía Blanca (Provincia de Buenos Aires). El objetivo principal de la tesis fue caracterizar la 

estructura genética que presentan estas dos poblaciones de Loica pampeanay analizar la 

variabilidad genética que presenta la especie mediante dos tipos de marcadores moleculares: 

ADN mitocondrial y loci microsatélites. De esta forma generar información aplicable a su 

conservación. 

Para ello se analizaron 44 individuos. A partir de secuencias mitocondriales ND2 se 

determinaron 17 haplotipos (Hd=0,87) y una alta diversidad nucleotídica (pi = 0.00391) para las 

muestras de Arerunguá y Bahía Blanca. Los análisis filogenéticos evidencian una carencia de 

estructuración poblacional, y una red de haplotipos en forma radiada indican una expansión 

poblacional. Los resultados de AMOVA reafirman la baja estructura poblacional. Se estudió la 

posibilidad de una expansión poblacional reciente mediante estadísticos D de Tajima´s y 

estadísticos de Fi y Fu´s, los cuales junto con un patrón de curva unimodal de distribución 

desigual apoyan la existencia de una expansión poblacional hace aproximadamente 59.187 

años antes del presente (Pleistoceno).  

Caracterización de 7 loci microsatélites para la Loica pampeanaque presentan un valor 

de PIC informativo. Se determinó que las poblaciones  se apartan del equilibrio de Hardy-

Weinberg. Sin embargo no se detectó endogamia y la heterocigosidad tanto intra como inter-

individual es elevada. El número efectivo estimado fue de 73 individuos, una cifra considerada 

como baja para asegurar la viabilidad poblacional en los próximos 100 años. El número de 

migrantes por generación entre ambas poblaciones fue de 2,57. No se observó evidencia de 

procesos de cuello de botella reciente debido a la abrupta reducción poblacional que ha 

estado sufriendo la especie. La especie aún retiene altos niveles de diversidad genética pero 

puede ser cuestión de unas pocas generaciones más para detectar procesos de endogamia y 

efectos de deriva génica en la especie. Para asegurar el acervo genético de la Loica 

pampeanadeben considerarse prioritarios los programas de conservación tales como 

protección de áreas de nidificación de la especie.  
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1 CAPITULO I: ANTECEDENTES DE LA ESPECIE Sturnella 

defilippii 

1.1  Estado de Conservación de las aves en Uruguay 

 

 El Uruguay alberga una importante biodiversidad, tanto a nivel eco-

regional como eco-sistémico, específico y genético. Aproximadamente el 90% 

del territorio posee aptitud para la agricultura o ganadería. Los avances de 

estas actividades han provocado la modificación y fragmentación de los 

ecosistemas y los pastizales presentan síntomas claros de pérdida de especies 

y/o ecotipos, invasión de especies foráneas, así como degradación edáfica, 

debido al pastoreo excesivo del ganado y la conversión de hábitats naturales 

para la actividad agrícola (Uruguay-MVOTMA 2005). 

 

 La avifauna del Uruguay está compuesta por unas 435 especies (Arballo 

& Cravino 1999, Claramunt & Cuello 2004, Azpiroz et al. 2012b). A nivel global, 

40 de estas especies se encuentran amenazadas y/o casi amenazadas (Azpiroz 

et al. 2012b), siendo la mayoría, aves de pastizal, muchas de las cuales son 

exclusivas del bioma de “Pampas”. La explotación agrícola y ganadera 

intensiva y el desarrollo de este ecosistema han contribuido a la disminución de 

varias de estas especies (Bucher & Nores 1988; Vickery et al. 1994, 1999; Azpiroz 

et al. 2012b).  Esto conlleva a un desequilibrio ecológico importante. Por 

ejemplo, uno de los tantos aspecto negativos que provoca es que ha 

contribuido a la expansión del rango y aumento en los números de Tordos 

(Molothrus bonariensis). Este parásito de cría puede afectar negatiamente a las  

poblaciones decrecientes de especialistas en pastizales como la loica 

pampeana, viudita blanca grande (Xolmis dominicanus) y el tordo amarillo o 

dragón (Xanthopsar flavus) (Azpiroz 2000; Gabelli et al., 2004; Zalba & Cozzani 

2004; Azpiroz 2012). 
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Para mantener los niveles de biodiversidad es muy importante mantener 

el hábitat a las poblaciones de varias especies de interés global para su 

conservación, dentro de las cuales se encuentra la loica pampeana (Sturnella 

defilippii), asegurándoles una protección ante la amenaza que representa el 

avance de la frontera agrícola-ganadera. 

 

1.2 Loica pampeana Sturnella defilippii 

 

 La loica pampeana es un ave que habita en la región biogeográfica 

Neotropical restringida a praderas abiertas del sudeste de América del Sur 

(Azpiroz 1997; Jaramillo & Burke 1999; Azpiroz et al. 2012a). La retracción de su 

hábitat sumada a la baja abundancia y las tendencias de transformación de 

los pastizales naturales de los que depende, justificaron su inclusión en la 

categoría de especie “Vulnerable” (Cozzani et al. 2004; BirdLife International, 

2017). Su área de distribución original ha sufrido una reducción del 90% desde 

1900 a consecuencia principalmente de la expansión agrícola (Tubaro & 

Gabelli 1999). Hasta hace poco la única población reproductiva conocida de 

la especie se encontraba en el Sur de Provincia de Buenos Aires, Bahía Blanca, 

Argentina (Tubaro & Gabelli 1999). Azpiroz (2005) comprobó la nidificación en 

Salto, Uruguay, y estimó entre 78 a 90 parejas a la población existente en esa 

zona, observando cinco grupos integrados por entre 3 y 25 parejas. Mediante 

observaciones de campo anuales y anillamiento de pichones, que ha tenido la 

especie, hoy en día se estima que la población estaría comprendida por 

aproximadamente 200-260 parejas (Azpiroz et al. 2012b). 
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1.3 Morfología y características biológicas 

  

 La loica pampeana presenta un marcado dimorfismo sexual y 

comportamiento gregario, tanto durante la época reproductiva como no 

reproductiva. Mide aproximadamente 19 cm y es muy similar a la loica común 

(Sturnella loyca), aunque de menor tamaño. Las tapadas alares son de color 

negro; garganta, pecho, vientre y hombros son colorados y presenta una ceja 

bien marcada blanca (Fig. 1). El pico y la cola son más cortos que la loica 

común. La hembra y los juveniles son más pardos y con menos colorado en el 

vientre y la garganta que el macho (Jaramillo & Burke 1999; Azpiroz 2012a).  

  

Durante la época de nidificación forma grupos reproductivos donde las 

parejas ocupan áreas relativamente localizadas, mientras que en la época no 

reproductiva realizan movimientos locales o regionales en bandadas (Azpiroz & 

Cozzani 2017). La loica pampeana es de carácter arisco, poco confiada, y las 

bandas suelen incluir individuos centinelas que posan en los puntos elevados, 

mientras el resto se alimenta en el suelo. Su alimento se basa principalmente de 

insectos y larvas que encuentra en el suelo de los pastizales, así como también 

de semillas (Azpiroz & Cozzani 2017). El nido es construido en la base de las 

matas de pasto, muy oculto. Arma una semiesfera con hierbas y coloca 3 o 4 

huevos grises con manchas oscuras (Fig. 1). Los pichones permanecen en el 

nido alimentados por los padres hasta que completan el plumaje definitivo y se 

unen a las bandadas junto con los adultos (Azpiroz  2005). La principal causa de 

pérdida de nidadas es la depredación (Cozzani et al. 2004), y entre los 

depredadores potenciales se encuentran diversos mamíferos, culebras y aves 

rapaces, entre otros. Se han confirmado solo algunos casos de parasitismo de 

cría por Tordo Común (Azpiroz 2015). 
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 Esta especie considerada actualmente rara se encuentra en disminución 

notable ya que su hábitat se encuentra en constante regresión y su distribución 

es actualmente muy restringida (Azpiroz & Cozzani 2017).  

 

 

Figura 1. Primer figura a la izquierda corresponde a un macho de loica pampeana, la segunda 

corresponde a un nido con puesta típica de tres huevos y la tercera corresponde a un volantón 

anillado. Fotos de Adrián Azpiroz. 

   

La loica pampeana habita en remanentes de pastizales naturales en 

buen estado de conservación dominados por Stipa spp. (Cozzani et al. 2004). 

En Uruguay los sitios utilizados se caracterizan por una altura del pastizal que no 

suele superar los 50 cm de alto, al menos en los sectores de los potreros 

efectivamente ocupados por la especie (Azpiroz & Blake 2016). En la región de 

Bahía Blanca, en sitios utilizados por grupos reproductivos, se han registrado 

alturas promedio de vegetación nativa de 34.52 cm (Tubaro & Gabelli 1999) y 

27.33 cm (Fernández et al. 2003).  

 

Estudios realizados sobre asociaciones de aves de pastizal con la 

estructura de la vegetación en campos del norte de Uruguay, mostraron que la 

loica pampeana presenta una fuerte afinidad con la cobertura de los 

pastizales, en particular pastizales naturales (Azpiroz &Blake 2016).  
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El período de nidificación se extiende de octubre a diciembre, siendo 

algo más temprano en Uruguay (Azpiroz 2005) y más tarde en Argentina 

(Gochfeld 1979; Cozzani et al. 2004). El nido consiste en una copa abierta 

construido en el suelo y oculto bajo el pasto. En enero, al final de la temporada 

de cría, los individuos se congregan en grandes bandadas, de aquí en más 

referidos como grupos no reproductivos, hasta llegada la primavera (Tubaro & 

Gabelli 1999). 

 

Los machos emiten un canto característico en vuelo acompañado de un 

despliegue aéreo que se eleva a unos 5-10 metros, lo cual puede repetir hasta 

250 veces en una mañana; esto funcionaría para defender el territorio y para 

atraer a la pareja (Gochfeld 1978; Cozzani et al. 2004). Estos cantos en vuelo de 

los machos presentan variaciones significativas que permite diferenciarlos 

individualmente (Tubaro 1999).  
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1.4 Estado de conservación de la especie 

 

El área de distribución de la especie se estima que se ha reducido en un 

90% desde 1900 (Tubaro & Gabelli 1999). En general, las extinciones locales 

habrían ocurrido entre 1890 y 1950, asociadas a la expansión agrícola en la 

región (Tubaro & Gabelli 1999; Azpiroz et al. 2012b). En Argentina se la considera 

una especie “En Peligro” (López-Lanús et al. 2008). Se estima que la población 

es menor a 2.500 individuos maduros con una disminución del 20% en 5 años o 2 

generaciones correspondiente a la categoría “En Peligro” de la UICN.  Según la 

nueva lista roja de Argentina ("Categorización de las Aves de la Argentina", 

2015) esta categoría se mantiene (EN - A4ac, B1ab(i,ii), C1) (MAyDS y AA, 

Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sustentable y Aves Argentina 2017).  

Categorización de las Aves de la Argentina (2015). 

 

En Argentina existen registros en las provincias de San Luis, Córdoba, 

Santa Fe, Corrientes y Entre Ríos, principalmente históricas y en invierno, que 

sugerían movimientos post reproductivos (Chebez & Tubaro 2008). Actualmente 

sólo se ha confirmado su presencia en el sudoeste de Buenos Aires y este de La 

Pampa (Meriggi et al. 2013, 2014, Cozzani datos no publicados). 

 

La mayor población de loica pampeana se encuentra en la región de 

Bahía Blanca, y desde 1990 se observa una fuerte reducción poblacional tanto 

en la extensión de la presencia como en el área de ocupación (Tubaro & 

Gabelli 1999; Meriggi et al. 2013; 2014). En 1996, se estimaron 7.500 individuos 

(Tubaro & Gabelli 1999), pero estudios posteriores observaron una retracción 

significativa del área de distribución de la especie (Gabelli et al. 2004; 

Fernández et al. 2004) y no fue registrada en un 40-60% de los sitios ocupados 

en el pasado. 
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 La cantidad de ejemplares observados en campañas recientes (2012 y 

2013 respectivamente) estiman un 10% menos que los registros de 1996 (Meriggi 

et al. 2013; 2014). Además, se ha estudiado que entre 2003 y 2013 las 

poblaciones del sur de Buenos Aires poseen un bajo éxito reproductivo (Cozzani 

et al. 2004, Cozzani datos no publicados) y recientemente se detectó 

mortandad de adultos por ahogamiento en tanques australianos (Cozzani 

datos no publicados) debido al aumento de la temperatura registrado en la 

región, causas del cambio climático. 

 

Por otra parte la población de Uruguay también habría sufrido una 

reducción importante recientemente y en la actualidad es probable que 

represente un 5-10% o menos de la población global (Azpiroz & Cozzani 2017). A 

pesar de que se la consideraba una especie rara (Collar et al. 1992) o incluso 

virtualmente extinta en el país, los numerosos registros históricos y comentarios 

de naturalistas (Burmeister 1861, Aplin & Sclater 1894) sugieren que se trataba 

de una especie común y ampliamente distribuida.  

 

En la región de Arerunguá, Uruguay, se estimó como primera 

aproximación un tamaño poblacional de 79-80 parejas (Azpiroz 2005) y estudios 

posteriores en la misma región elevaron esa cifra a 150-200 parejas (Azpiroz et 

al. 2012a). La densidad poblacional estimada fue de 0,14 individuos/ha (Azpiroz 

& Blake 2009). Otros registros reportan dos núcleos poblacionales en 

Tacuarembó y Flores (S. Carvalho & J. C. Rudolf datos inéditos), lo que sumaría 

unas 50-60 parejas más (Azpiroz & Cozzani 2017).  

 

Los últimos registros en Arerunguá no son muy alentadores, en 2016 se 

registraron pocos individuos (n=10), y en un relevamiento del 2017 en 

temporada invernal también se registró una reducción poblacional muy 
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significativa. En la temporada reproductiva de 2017 se encontraron unas 15-20 

parejas, un panorama más positivo que el del año anterior pero aún muy por 

debajo de los números poblacionales registrados entre 2008 y 2015 (Azpiroz & 

Cozzani 2017). 

 

Las poblaciones uruguaya y argentina (Bahía Blanca y Arerunguá) 

estarían aisladas en la actualidad por unos 900 km. Con respecto a otras 

poblaciones, existe un registro reciente en el sureste de Corrientes y otro algo 

más antiguo (invierno 1986) al este de Entre Ríos (Collar et al. 1992); estas 

localidades distan unos 200 km de las poblaciones uruguayas más cercanas. 

Dado que estas áreas no están conectadas por hábitat preferencial (pastizal 

natural) las probabilidades de intercambio de individuos son escasas. En el 

pasado las poblaciones del norte de Uruguay seguramente estuvieron en 

contacto con las del sur de Brasil, pero en la actualidad se la considera extinta 

en Rio Grande do Sul (Bencke et al. 2003).  

 

         Se sugirió por mucho tiempo que la especie tenía hábitos migratorios, al 

menos parcialmente (Aplin & Sclater 1894), y que los registros en Uruguay y Brasil 

podrían corresponder a visitantes invernales (Collar et al., 1992). Sin embargo, la 

evidencia concreta al respecto es limitada. Se ha observado que la especie 

era más frecuente en la parte norte de su área de distribución en invierno y 

también se han registrado bandadas en las áreas de reproducción en el mismo 

periodo, por lo cual, no toda la población se estaría desplazando (Tubaro & 

Gabelli 1999).  

 

Por último, en el caso de Uruguay al menos, conteos regulares y datos 

generados a través del anillamiento de ejemplares en Arerunguá muestran que 

la población permanece en el área durante todo el año (Azpiroz & Cozzani 

2017). Aunque diversas fuentes han interpretado los registros más 
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septentrionales de la especie (en Corrientes, Uruguay y Brasil) como relativos a 

migrantes invernales (Collar et al., 1992; Azpiroz 2005; Chebez & Tubaro 2008) no 

existe información concluyente que confirme el comportamiento migratorio 

(Tubaro & Gabelli 1999). 

 

1.5 Población de loica pampeana en Arerunguá   

 

 La región de Arerunguá, es una de las 10 Áreas Prioritarias designadas por 

el Proyecto de Producción Responsable del Ministerio de Ganadería Agricultura 

y Pesca. El APA (Área Prioritaria Arerunguá) abarca aproximadamente 181.106 

hectáreas de suelos superficiales en el departamento de Salto, Uruguay 

(Gonzalez & Sans 2009). 

 

El ecosistema dominante es el de praderas naturales que ocupan el 95% 

de la superficie, con un tapiz herbáceo de gran diversidad de especies, que da 

lugar a excelentes campos de invernada ganadera. Desde el punto de vista de 

la biodiversidad, se destaca la presencia en la zona de especies muy 

importantes desde el punto de vista de la conservación. Se han registrado 

especies indicadoras del estado de conservación de los pastizales como los 

chorlos y playeros migratorios (Charadriidae spp. y Scolopacidae spp), y de 

distribución restringida como la loica pamepana, o emblemática como el 

“venado de campo” (Ozotoceros bezoarticus arerunguayensis) (Gonzalez & 

Sans 2009).  

  

A partir del 2008 comenzaron en áreas de Arerunguá  una serie de 

Proyectos (Proyectos de Producción Responsables), financiado por Banco 

Mundial - MGAP. Estos proyectos involucraron productores rurales y pobladores 

locales incorporando prácticas de manejo de la producción agropecuaria 
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conjuntamente con la biodiversidad, así como indicadores económicos que 

permitan evaluar iniciativas como la certificación de productos y otras 

actividades como el ecoturismo. Su objetivo es promover prácticas que 

integren el manejo integrado de los recursos naturales y la biodiversidad de 

manera sostenible. 

Para el diseño de estos proyectos demostrativos de conservación y 

manejo de los recursos naturales se trabajó con un equipo técnico capacitado, 

entrenado y con experiencia de campo, dirigido y planificado por la Dra. 

Susana González. Como parte del equipo técnico el Dr. Adrián Azpiroz (biólogo 

especializado en ecología y conservación), responsable del relevamiento de 

aves, estuvo a cargo del Proyecto Predial en la estancia “El Silencio”, donde se 

encuentra buena parte de la  población uruguaya de loica pampeana, y allí se 

efectuaron acciones de manejo para la conservación de esta especie. Se 

encontró que la misma ocupa campos pastoreados por ovejas y vacunos y en 

menor medida campos con venado de campo y vacunos. Utiliza lugares de 

pastos más altos para nidificar, mientras que se alimenta en áreas circundantes 

de vegetación rala. Específicamente en la estancia “El Silencio” se recomendó 

un determinado manejo del ganado, dejando potreros sólo con vacunos y 

otros con pastoreo conjunto de ovinos con bovinos. En el potrero donde sólo 

pastorearon bovinos, fue ocupado por unas 25 parejas de loica 

pampeanaluego de implementado el cambio, destacándose este manejo 

como una de las formas importantes de contribuir a la preservación de la 

especie (González & Sans 2009).  

 

 Se lograron importantes avances en el conocimiento de la historia natural 

y ecología de la loica pampeana, haciendo falta aún analizar su aspecto 

genético, con el fin de comprender las posibilidades de supervivencia de una 

población pequeña y aislada, siendo esto fundamental para un manejo 

eficiente de la población.   
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1.6 Genética de la Conservación  

 

 Para el manejo de especies amenazadas es fundamental apuntar a 

conservar el pool génico (Lettink et al. 2002). Para ello se deben conocer una 

serie de características biológicas como son la demografía y la historia de vida. 

A su vez es necesaria la comprensión de las relaciones genéticas entre los 

individuos de una población así como los niveles de diversidad actuales. La 

conservación de las especies con poblaciones fragmentadas y en peligro de 

extinción requiere un conocimiento previo y profundo de su dinámica y 

estructura metapoblacional, lo cual supone la determinación de la variabilidad 

genética dentro y entre poblaciones. Los marcadores moleculares nos 

permiten, por ejemplo, identificar poblaciones con una diversidad genética 

reducida y generalmente más vulnerables a un posible cambio ambiental, así 

como distinguir subpoblaciones genéticamente diferenciadas del resto para 

dirigir los esfuerzos de conservación hacia ellas. Del mismo modo, permiten 

descubrir genealogías génicas y conocer el grado de parentesco entre 

individuos a fin de programar cruzamientos que prevengan niveles de 

consanguinidad altos que puedan llevar a la depresión endogámica y su 

posible extinción, etc. (González & Duarte 2003).  

 

Los marcadores moleculares juegan un importante rol en la estimación de 

las relaciones entre los individuos, comparando los genotipos por el número de 

loci polimórficos. Existe muchos marcadores moleculares pero ninguno de ellos 

es óptimo para todas las aplicaciones (González & Duarte 2003). Muchos de los 

estudios en sistemática y filogenética han utilizado secuencias de ADN 
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mitocondrial. Sin embargo, la filogenia mediante ADNmt representa solo la 

genealogía de un gen en particular que solo es heredado por vía materna. Por 

lo tanto marcadores adicionales cuyo objetivo es el ADN nuclear, como los 

RAPD (Random amplified polymorphic DNA), AFLP (Amplified fragment length 

polymorphism) o los loci de microsatélites necesitan ser empleados para una 

interpretación más precisa de la genética de poblaciones, biodiversidad, 

filogenia, entre otros estudios (Ibrahim et al., 2011).  
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2 CAPITULO II: OBTENCIÓN DE DATOS GENÉTICOS DE LA 

ESPECIE: ADN MITOCONDRIAL 
 

2.1 Marcadores mitocondriales: gen ND2  

  

El genoma mitocondrial es la molécula más conocida de ADN eucariota 

(Shields & Helm-Bychowski 1988). Este pequeño genoma extranuclear de 

aproximadamente 16.000 pares de bases (Avise 1995) tiene una mayor tasa de 

mutación, unas diez veces más rápida, que los genes nucleares; en particular 

en su región de control o Dloop, no codificante (Ryder & Fleischer 1996). Los 

marcadores asociados al ADN mitocondrial han mostrado tener suficiente 

variación entre especies, permitiendo realizar determinaciones taxonómicas 

utilizando un conjunto de variantes suficientemente homogéneas dentro de 

una especie (Avise 1995). El ADN mitocondrial sigue siendo uno de los 

marcadores moleculares más utilizados para reconstruir la filogenia y la 

filogeografía de aves estrechamente relacionadas (Nabholz et al, 2016). 

 

Los principales usos de secuencias de ADN mitocondrial en genética de 

la conservación incluyen estudios de estructura poblacional, resolución de 

taxonomías, establecimiento de la hibridación interespecífica y la detección de 

la caza ilegal y la caza furtiva de animales en peligro. Asu vez, la selección de 

la herramienta bioinformática apropiada desempeña un papel muy importante 

para una inferencia filogenética fiable mediante el uso de marcadores 

mitocondriales (Khan et al. 2008). 

 

Para el estudio de ambas poblaciones de loica pampeana se escogió el 

gen mitocondrial ND2 (codificante de la enzima NADH deshidrogenasa). Esta 

región es utilizada en un gran número de estudios genéticos y filogenéticos en 
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diversas especies de aves, para estudiar tanto relaciones entre poblaciones 

como entre especies cercanamente relacionadas (Sorenson et al. 1999; 

Johnson & Lanyon 1999; Powel et al. 2013; Zink et al. 2006; Lacerda et al. 2007).  

  

Todos los genes de las proteínas mitocondriales presentan iguales tasas 

de sustitución en la 3er posición del codón, pero lo que varía en gran medida 

es la tasa de sustitución aminoacídica (Sorenson 2003). Por lo tanto, todos los 

genes de las proteínas mitocondriales proporcionan información similar (por par 

de bases secuenciadas) para los taxones estrechamente relacionados (por 

ejemplo, los individuos dentro de una especie) que difieren principalmente en 

las 3ras posiciones de codones degenerados (Sorenson 2003). Para taxones más 

alejadas (incluidas las especies dentro de un género, e incluyendo 

comparaciones entre órdenes aviares), los genes mitocondriales más variables 

acumulan más variación informativa en 1er y 2do codón, mientras que las 3ras 

posiciones van acumulando múltiples sustituciones (es decir, homoplasia) en 

todos los genes (Sorenson 2003).  

 

En términos de secuencia aminoacídica, ND2 es el 3er gen más variable 

después del gen ATPasa8, el cual es muy pequeño (~165-168 bp) por lo que 

provee poca información.  ND6 también es relativamente pequeño (~519-522 

bp) y generalmente más difícil de amplificar debido a la composición y 

localización cercana a la región control mitocondrial (Sorenson 2003). En 

contraste, el gen completo ND2 puede ser amplificado completamente o en 

dos fragmentos con primers que funcionan bastante bien para todos las aves 

(L5216-H6313 para todo el gen; L5216-H5766 y L5758-H6313 para amplificarlo en 

dos fragmentos) (Sorenson 2003).  
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2.2 Hipótesis 
 

A- Existe estructuración poblacional de loica pampeana en las localidades 

de Arerunguá y Bahía Blanca.  

B- Estas poblaciones presentan reducción de la variabilidad genética 

debido a una abrupta declinación poblacional. 

C- La población global de la especie sufrió un cuello de botella reciente. 

 

2.3 Objetivos  
 

2.3.1 Objetivo General  

 

 

Caracterizar la estructura genética de las poblaciones de loica 

pampeana de Arerunguá y Bahía Blanca con el fin de determinar si la 

declinación del tamaño poblacional ha dejado señales genéticas y analizar  su 

impacto en la conservación de la especie.  

 

2.3.2 Objetivos específicos  

 

a- Estimar el grado de variabilidad genética de la loica pampeana. 

b- Analizar si existe estructuración genética poblacional de la loica 

pampeana.  

c- Analizar si los procesos demográficos recientes han afectado a las 

poblaciones de la especie. 

d- Estimar el número efectivo poblacional y el  número de migrantes por 

generación entre las poblaciones.  
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e- Determinar las relaciones filogenéticas entre la especie y otras especies 

de aves de pastizal emparentadas dentro de la familia Icteridae 

mediante secuencias del gen ND2 disponible en el GenBank. 

 

2.4 Material & Métodos 

2.4.1 Muestras utilizadas 

 

En total se colectaron 75 muestras de loica pampeana (Anexo 1). De este 

total, 50 muestras pertenecen a ejemplares de loica pampeana muestreadas 

por Adrián Azpiroz (Arerunguá, departamento de Salto, Uruguay) desde el año 

2008 al 2013.  16 muestras fueron colectadas de Bahía Blanca (Provincia de 

Buenos Aires, Argentina) por Natalia Cozzani del año 2013, en el marco de 

estudios de nidificación sobre esta población (Cozzani et al. 2004).  

 

Todas las muestras utilizadas pertenecen a pichones anillados, individuos 

adultos y huevos de un nido abandonado; las muestras pertenecientes a 

pichones y adultos corresponden a plumas o sangre. Se tomó además una 

muestra de músculo de un ejemplar de loica común (Sturnella loyca) (Anexo 1). 

 

Se tomaron también 9 muestras de loica pampeana de ejemplares del 

Museo Nacional de Historia Natural (MNHN-MEC) pertenecientes a distintas 

localidades de Uruguay que comprenden el rango histórico de distribución de 

las especies. Se tomaron muestras de pluma y muestras de “plantilla del pie” 

(toe pad) para cada ejemplar (n=7). 

 

Este material junto a su ficha técnica (la cual incluye fecha de toma de 

muestra, anillo, sexo del individuo, entre otras), se encuentra depositado en el 
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laboratorio de Genética de la Conservación del Departamento de 

Biodiversidad y Genética del IIBCE (Anexo 1). 

  

2.4.2 Diseño experimental para la amplificación de región ND2 

 

 La extracción de ADN de tejidos (sangre y plumas) se realizó utilizando el 

protocolo del kit comercial Quick-DNA™ Universal Kit de Zymoresearch (Nº de 

catálogo D4068). Para la extracción de ADN genómico de las muestras de 

museo se utilizó el protocolo de DNeasy® Blood & Tissue de Qiagen (Nº de 

catálogo  69504) adicionándole DTT y un paso más con Proteinasa K. Se verificó 

la calidad del ADN extraído mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% 

en buffer TBE 1X (0.8 microgramos de agarosa 1X y 80ml de buffer TBE 1X) y 

SYBR® Safe de Thermofisher (Nº de catálogo S33102). La concentración de ADN 

fue evaluada en nanogramos por microlitros mediante espectrofotómetro 

Invitrogen™ Qubit™ 2.0.  

 

Para la amplificación del fragmento del gen ND2 de aproximadamente 

1041 pares de bases se emplearon los siguientes cebadores: L5216 

5`CCCATACCCCGAAAATGATG 3` y H6313 5` CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC 3` 

(Sorenson 2003). La elección de amplificar una región más grande de ADN 

mitocondrial se realizó para evitar la amplificación de Numts (copias de ADN 

mitocondrial encontrado en el ADN nuclear) (Sorenson 2003). Se realizó la 

secuenciación Forward y Reverse para cada muestra de manera de confirmar 

los cambios detectados. En casos dudosos (sobre todo en zona de repetidos), 

se re-secuenció la muestra para confirmación de los cambios nucleotídicos.  
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La reacción de PCR consistió de: 6,25µl de Master Mix ImmoMix (BIO-

25020, Bioline), 0.4µM final de cada cebador F y R, 5ng de ADN y el resto de 

Agua ultrapura hasta completar 12,5µl de reacción.  

 

La misma se lleva a cabo mediante el siguiente ciclado: 95ºC por 10 

minutos, seguido de 35 ciclos a 94º por 45 segundos, 60ºC por 45 segundos y 

72ºC por 1 minuto, con  una extensión final de 10 minutos a 72ºC, en 

termociclador Veriti (Thermofisher). Los fragmentos amplificados fueron 

verificados mediante corridas electroforética en un gel de agarosa al 1%.  

 

La purificación del amplificado se realizó mediante el kit DNA Clean & 

Concentrator™-5 de Zymoresearch (Nº de catálogo D4013). La reacción de 

secuenciación se realizó con el kit Big Dye v3.1 de Thermofisher (Nº de catálogo 

4337455) en 5µl finales: 2,5µl de Big Dye v3.1, 0,5µl de Primer F o R, 2µl de agua 

ultrapura y 1µl de producto de PCR purificado. 

 

  La secuenciación automática, del fragmento mitocondrial se realizó en el 

equipo de secuenciación capilar ABI 3500xl (Genetic Analyzer), mediante el 

protocolo estándar de secuenciación. 

 

2.4.3 Análisis genéticos para distintas poblaciones de Sturnella 

defilippii 

 

Las secuencias obtenidas fueron corregidas mediante el programa MEGA 

6.0 (Tamura et al. 2007). Los valores de diversidad haplotípica  y nucleotídica 

para la especie, fueron calculados mediante el programa Arlequín versión 3.5, 

(Excoffier 2004). Se determinaron sitios polimórficos (S), diversidad haplotípica 

(H) (Nei 1987; Schneider et al. 2000) y diversidad nucleotídica (Tajima 1983). 
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La reconstrucción de las relaciones filogenéticas entre haplotipos se 

realizó empleando el software MEGA 6.0, según el método de “Máxima 

Verosimilitud”. Este emplea modelos probabilísticos para seleccionar el mejor 

árbol, es decir, aquel árbol que tenga la más alta probabilidad (verosimilitud) 

de reflejar el proceso evolutivo real. El modelo de máxima verosimilitud es un 

método exhaustivo que busca todas las posibles topologías y considera cada 

posición en un alineamiento (no sólo sitios informativos) (Kishino & Hasegawa 

1989). 

2.4.4 Historia demográfica de la especie.  

 

La asociación de un haplotipo común con otros de frecuencias más 

bajas o haplotipos privados, es un patrón frecuentemente atribuido a 

poblaciones que han experimentado recientemente una expansión 

demográfica (Slatkin & Hudson 1991; Rogers & Harpending 1992). 

 

El programa DnaSP v5 (Librado & Rozas 2009) se utilizó para calcular 

estadísticos de Fu y Li F * y D * que son las pruebas de neutralidad más sensibles 

a antecedentes de selección  (Fu & Li 1993; Fu 1997). Estos se utilizan para 

evaluar la hipótesis nula de neutralidad en el proceso de evolución de un 

marcador molecular, siendo sensible al apartamiento del equilibrio 

demográfico (Aris-Brosou & Excoffier 1996; Fu 1997). Los test estadísticos F* y D* 

de Fu & Li  (1993) compara el número de sitios segregantes en la muestra y el 

promedio de diferencias pareadas y supone que los dos parámetros deberían 

obtener el mismo valor en un modelo sin recombinación. Las diferencias 

encontradas se le atribuyen a los efectos de la selección, circunstancias 

demográficas como un cuello de botella o una expansión demográfica. Un 

valor negativo indica exceso de “singletons” (SNP presente solo una vez en la 
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muestra) y un valor positivo una carencia de singletons. El valor negativo 

indicaría una fuerte selección (y crecimiento poblacional). Las poblaciones que 

pasan por un golpe de selección tienden a generar exceso de singletons, y en 

estos casos el test estadístico de Fu & Li es más sensible que otros test, tal como 

el test de neutralidad D de Tajima (McVean 2002). De todas formas en el 

programa DnaSP v5 también se calcularon: test de neutralidad D de Tajima 

(Tajima 1989) (valores negativos y significativos sugieren expansión poblacional) 

y el índice S de Strobeck (Strobeck 1987) (valores positivos sugieren expansión 

poblacional). 

 

El programa DnaSP 5 (Librado & Rozas 2009)  evalúa la importancia de 

estos análisis comparando las estadísticas observadas con una distribución de 

valores generados con 5000 simulaciones coalescentes. La historia demográfica 

de las poblaciones se examinó utilizando la frecuencia de distribución de 

número de desajustes entre secuencias pareadas, y mediante el modelado de 

las distribuciones esperadas en los escenarios demográficos de tamaño de 

población constante. 

 

Por otro lado, con el mismo software, se calculó también el “mismatch 

distribution”, que es la distribución del número observado de diferencias entre 

pares de haplotipos; aquellas poblaciones en equilibrio demográfico muestran 

una distribución multimodal, mientras que una distribución unimodal se 

interpreta como una expansión demográfica reciente (Slatkin & Hudson 1991; 

Rogers & Harpending 1992) o un rango de expansión con altos niveles de 

migrantes entre demes vecinos (Excoffier 2004).  

 

Los cambios demográficos también se examinaron mediante el cálculo 

del índice “Raggedness” de Harpending (Harpending et al. 1993) y la suma de 

desviaciones cuadráticas (SSD) entre el desajuste observado y esperado para 
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la Loica pampeana, ambas calculadas usando los métodos de Schneider & 

Excoffier (1999) mediante el software Arlequín versión 3.5. Un resultado no 

significativo indica una población en expansión (Harpending 1994).  

 

El modelo de Rogers & Harpending (1992) se utilizó para calcular el 

tiempo transcurrido desde la expansión de la población mediante la 

estimación de Tau (τ), θ0 y θ1 basado en los resultados de la distribución 

desigual de Arlequin v3.5.  El parámetro τ, calculado a partir del “mismatch 

distribution”, fue utilizado para estimar el tiempo transcurrido desde la 

expansión (t) utilizando la ecuación t=τ/2μ, donde μ es la tasa de mutación por 

secuencia por generación (Rogers 1995; Schneider & Excoffier 1999).  

  

2.4.5 Red de haplotipos, análisis filogenéticos y estructura 

filogeográfica 

  

 

Una forma de inferir la genealogía intraespecífica es usando el algoritmo 

para construcción de “Red de haplotipos” (Minimum spanning networks trees, 

MSTs) (Kruskal 1956), para lo cual se empleó también el software PopART 

(Bandelt et al. 1999). Mediante el software Arlequín v3.5 también se realizaron 

análisis filogenéticos para el conjunto de secuencias clasificándolas por el 

algoritmo de  “Máxima Verosimilitud” a partir de la matriz de distancias 

genéticas, empleado el método de sustitución nucleotídica de Kimura 

2Parámetros (Kimura 1980). Los datos de secuencias pueden analizarse 

mediante algoritmos de parsimonia o de máxima verosimilitud (“Maximum 

Likelihood”), a partir de los cuales se obtienen árboles filogenéticos (Soltis et. al., 

1998).  
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La diferenciación geográfica de haplotipos fue cuantificada usando el 

análisis jerárquico de varianza (AMOVA), evaluado en permutaciones 

aleatorias múltiples (Excoffier et al. 1992; Schneider et al. 2000). Se ejecutaron 

1000 procesos de “anidamiento” simulado para cada valor de K, registrándose 

los valores de varianza genética Fst. Este programa utiliza las frecuencias 

haplotípicas y el número de mutaciones entre haplotipos para testear la 

significancia de los componentes de la varianza molecular asociados con 

diferentes niveles jerárquicos. El mismo distribuye la variación total en diferentes 

componentes de covarianza debido a las diferencias inter-individuales y/o de 

las diferencias inter-poblacionales (Excoffier et al. 1992; Schneider et al. 2000). 

 

2.4.6 Análisis filogenéticos entre especies dentro del género 

Sturnella 

 
 

Se realizó un análisis genético para estudiar las relaciones filogenéticas de 

la loica pampeana con las demás especies dentro del género Sturnella, con 

todas las secuencias reportadas para ND2 en GenBank. En la Tabla 1 se 

presenta información básica de las especies que componen el género Sturnella 

y en la figura 2, las 7 especies integrantes del género Sturnella.  
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Tabla 1. Información de las especies pertenecientes al género Sturnella, área de distribución y clasificación 

según la lista roja (IUCN, Red List, 2014). 

 

 

 

Figura 2. Se presentan imágenes de las 7 especies integrantes del género Sturnella. A: S. 

defilippii, B: S. loyca, C: S. bellicosa, D: S. superciliaris, E: S. militaris, F: S. magna, G: S. neglecta 

 

Con las secuencias reportadas en GenBank se construyó un árbol mediante 

Test de Máxima Verosimilitud, el apoyo de los nodos fue evaluado mediante 

bootstrap no paramétricos (Felsenstein 1985). 

Cabe destacar que en las últimas décadas se incluyeron a los pecho colorados 

de Sudamérica con el género de los pecho amarillo de Norteamérica dentro 

del género Sturnella. Recientemente (Powell et al. 2014) mostraron que estos 

dos grupos no están tan cercanamente emparentados como se creía (o sea 
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no se pueden agrupar en Strurnella). Para ellos se propuso utilizar Leistes (un 

taxón ya existente pero en desuso) para agrupar los "viejos Sturnella de pecho 

colorado" y dejar el género Sturnella para los "viejos Sturnella de pecho 

amarillo". 

 

2.4.7 Cálculo del tiempo de divergencia entre especies del género 

Sturnella.  

 

Una de las predicciones básicas de la biología evolutiva es que el rango 

de diversificación a lo largo de una rama particular del árbol de la vida, es una 

función de la tasa de evolución del genoma para esa rama. Varios estudios 

han comparado las tasas de evolución del genoma con la longitud de las 

ramas filogenéticas (Marshall & Baker 1997; Andrews & Easteal 2000; Yi et al. 

2002; Caccone et al. 2004). 

 

Diversos estudios establecieron un promedio de las tasas de sustitución 

para cada gen mitocondrial codificante para proteínas, en términos de 

sustituciones por sitio por millón de años para los principales órdenes de aves. 

Éstos han determinado que el orden Paseriformes es el que presenta la mayor 

tasa de sustitución nucleotídica/sitio/millón de años comparada con otros 

órdenes de aves. Para los Passeriformes se determinó una tasa de evolución 

(por sitio, por MY) de entre 2% (Weir & Schluter 2008; Subramanian et al. 2009), a 

un 2,9%-3,8% sustituciones/sitio/millón (Nabholz et al. 2008; Lerner et al. 2011; 

Dolman & Josep, 2016).  

 

Teniendo en cuenta estos estudios previos, se pudo analizar los tiempo de 

divergencia en millones de años de las especies integrantes del género 

Sturnella, mediante la construcción de un árbol filogenético, método de 

“Máxima Verosimilitud” y modelo Kimura 2Parametros mediante el MEGA 6.0. En 
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el caso del gen ND2, se analizaron todas las secuencias nucleotídicas 

encontradas para este gen en género Sturnella y una de Dolichonyx oryzivorus 

(AF447276), utilizada como grupo externo, considerando una tasa de evolución 

de 0,029 (por sitio, por MY) (Lerner et al. 2011; Dolman & Josep, 2016).  

 

2.4.8 Flujo Génico 

 

El flujo génico es el proceso mediante el cual determinados alelos (genes) o 

individuos (genotipos) son intercambiados entre poblaciones separadas 

geográficamente. Se estimó el número medio de inmigrantes por generación 

(utilizando estimaciones de Fst entre poblaciones), para medir el grado de 

aislamiento de las poblaciones. Para ello se utilizó la ecuación de Wright (1951) 

según: 

 

 

 

 

 

Donde m es el número de migrantes y Fst la distancia genética. Este 

análisis se realizó utilizando el programa Arlequín 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). 

 

2.5 Resultados de los análisis mitocondriales   
 

2.5.1 Extracciones de ADN cuantificaciones y amplificaciones  

 

Se extrajo ADN de 76 muestras, de todas ellas se obtuvo una buena 

calidad y cantidad de ADN para 69 ejemplares. No se logró extraer ADN de los 
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ejemplares de museo tomadas a partir de pluma y se obtuvo muy poca 

cantidad de ADN a partir de las muestras de plantilla del pie (toe pad). 

 

2.5.2 Análisis de secuencias obtenidas del gen ND2  

 

Analizando las secuencias se observaron 13 sitios informativos (posiciones: 

190, 222, 225, 321, 414, 453, 513, 543, 552, 661, 690, 885, 922). No se encontraron 

ni deleciones ni inserciones. Los contenidos nucleotídicos hallados para esta 

región mitocondrial fueron: C = 34,3%, T = 25,6%, A = 29,9%, G = 10,2%. 

 

Se realizaron numerosas reacciones de amplificación de las cuales se 

obtuvieron 44 muestras amplificadas para el gen ND2 (Anexo 1) sombreadas en 

gris y 1 secuencia de ND2 para loica común muestreada en Bahía Blanca. 

Mediante un Blast search se encontró que las mismas tenían un 95% de 

identidad con respecto a Sturnella loyca gi|564813748|KF810936.1; 92% de identidad 

con Sturnella billicosa gi|217316076|FJ154660.1; 91% Sturnella militaris 

gi|564813750|KF810937.1 y 88% Sturnella neglecta gi|217316150|FJ154697.1. No se 

encontraron secuencias reportadas para ND2 para la loica pampeana, 

Sturnella defilippii. 

 

2.5.3 Índices de diversidad génica y haplotípica 

 

A partir de los resultados obtenidos en matriz de diferencias nucleotídicas 

entre pares de las secuencias para ND2 y analizando el árbol filogenético, se 

determinaron 17 haplotipos (Tabla 2). La diversidad haplotípica total es de 

0,8713 para la población de Arerunguá y para Bahía Blanca de 0,8846. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/564813748?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BTAY68HD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/217316076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BTAY68HD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/564813750?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=BTAY68HD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/217316150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=BTAY68HD01R
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En la Tabla 2 se detallan los individuos encontrados para cada población 

y aquellos haplotipos únicos y compartidos entre individuos de ambas 

poblaciones (11 haplotipos para Arerunguá y 8 para Bahía Blanca). A los 

haplotipos encontrados dentro de cada población se los nombró como H y los 

haplotipos únicos para ambas poblaciones se los nombró con Hap, desde el 1 

al 17. El H2 de Arerunguá es compartido por otro individuo de la población de 

Bahía Blanca (H15) y el H8 de Arerunguá es compartido con individuos de 

Bahía Blanca (H13). 
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Tabla 2. Se obsevan haplotipos (Hap) para ambas poblaciones donde se señala en color celeste oscuro la 

fila del haplotipo que es compartido por individuos de ambas poblaciones (Arerunguá y Bahía Blanca).  

 

 

 

 

 

 

En la tabla 3 se presentan los datos de diversidad haplotípica  y 

nucleotídica de ambas poblaciones. Para la población de Arerunguá el índice 

de diversidad nucleotídica es de pi=0,00371 y para la población de Bahía 

Blanca pi=0,00419. El índice de diversidad nucleotídica global encontrada fue 

de pi = 0.00391703. 

 

Tabla 3. En la siguiente tabla se pueden observar los datos de diversidad haplotípica y nuclotídica para 

ambas poblaciones y la población total de loica pampeana.  

  

Nº de 

muestras 

Numero de 

haplotipos  

Diversidad 

haplotípica  

Desviación estándar 

div. Hap. 

Diversidad 

nucleotídica  

Arerunguá  33 11 0.8713 0.041 0.00371 

Bahía 

Blanca 13 8 0.8850 0.07 0.00419 

Población 

total 46 17 0.915 0.025 0.00392 

 



P á g i n a  35 | 147 

El árbol filogenético construido, utilizando la modelo de “Máxima 

Verosimilitud” y método de sustitución “Kimura 2Parámetros” se observa en la 

figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Árbol filogenético construido con Método de “Máxima Verosimilitud”, para los 

17 haplotipos de loica pampeana (se detalla soporte de bootstrap para cada nodo 

mayor a 50%); en gris haplotipos de Arerunguá y en azul haplotipos de Bahía Blanca. 

Árbol filogenético 
construido con Método 

de “Máxima 
Verosimilitud” 
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Figura 3. Red de haplotipos basada en el número de sustituciones entre los haplotipos para ND2. 

Los círculos son proporcionales en tamaño a la frecuencia de los haplotipos. Las marcas 

perpendiculares a las líneas que conectan haplotipos representan el número de cambios 

nucleotídicos que se produjo entre un haplotipo y otro. Los círculos en color azul representan 

individuos de la población de Arerunguá y los círculos en color naranja a los individuos de la 

población de Bahía Blanca.  

 

 

En la red de haplotipos construida mediante MSN se observa el haplotipo 

H2 en posición ancestral, a partir del cual emergen los demás haplotipos (Figura 

3). El haplotipo Hap2 se comprende en su mayoría de muestras de la población 

de Arerunguá y solo una muestra de la población de Bahía Blanca. En término 

de proporciones, la de Bahía Blanca presenta un número mayor de haplotipos 

únicos con respecto a la población de Arerunguá. Claramente los haplotipos 



P á g i n a  37 | 147 

de una u otra población se encuentran indistintamente distribuidos en la red, lo 

que muestra que dichas poblaciones no presentan estructuración poblacional. 

 

 

2.5.4 Análisis de la Varianza Molecular 

 

Se realizaron los análisis de AMOVA y los resultados de los estadísticos F 

fueron usados para evaluar la varianza entre poblaciones y dentro de cada 

población. En la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos de porcentajes de 

varianzas entre poblaciones, dentro de grupos y valor de Fst. 

 

Tabla 4. Análisis molecular de varianza (AMOVA) para las dos poblaciones de loica 

pampeanaen estudio (p˂ 0,05). 

Fuente de 

variación 

Grados 

de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Componentes 

de varianza 

Porcentaje de 

variación 

Entre poblaciones 1 5,799 0,25658 12.12 

Dentro de 

poblaciones 41 76,294 186,083 87,88 

Índice de Fijación 
Fst=0,12118 

 (pvalue =  0.00909)     

 

 

El análisis de AMOVA mostró que la mayor parte de la variación está 

dentro de las poblaciones. Entre las poblaciones de Argentina y Uruguay, se 

calcula un valor de 3.6 migrantes por generación.  

 

2.5.5 Análisis filogenético entre especies del género Sturnella 

 

Se realizó el correspondiente BLAST search a las secuencias obtenidas 

para Sturnella defilippi y se encontraron publicadas las secuencias para las 

demás especies del género Sturnella. La loica pampeana es la única especie 

cuya secuencia del gen ND2 no se encontraba publicada. Las secuencias 
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fueron descargadas de la base de datos de NCBI para poder construir un árbol 

mediante el Test de Máxima Verosimilitud (Figura 4). Para el mismo se 

emplearon las secuencias disponibles la base de datos de Gene Bank (Powell 

et al. 2013): 3 muestras de S. neglecta, 3 muestras de S. magna, 1 muestra de S. 

superciliaris, 1 muestra de S. militaris, 1 muestra de S. bellicosa, 2 muestras de S. 

loyca (una obtenida del campo de Bahía Blanca y otra de la base de datos de 

Gene bank) y dos muestras de S. defilippii del presente trabajo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Árbol construido mediante test de Máxima Verosimilitud con soporte de 1000 

bootstrap. 

 

En el árbol de Máxima Verosimilitud se puede observar que la loica 

común es la especie más cercana a la loica pampeana (con un soporte de 

100%) y las especies más alejadas son la S. magna y S. neglecta.  

 



P á g i n a  39 | 147 

 

 

2.5.6 Tiempo de divergencia entre especies del género Sturnella.  

 

El cálculo de tiempos de divergencia estimados para el género Sturnella 

del género Dolichonyx predicen que éste ocurrió hace aproximadamente 3 

millones de años, finales del Plioceno (Figura 5). Luego establece una 

divergencia entre las especies de loica común y loica pampeana de 910.000 

años, lo que correspondería a la escala temporal Pleistocénica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Filogenia construida mediante método de “Máxima Verosimilitud”. Análisis de 

bootstrap basado en 1000 pseudoréplicas. Se detalla soporte de bootstrap para cada 

nodo. La especie Dolichonyx oryzivorus fue utilizada como grupo externo. El largo de las 

ramas indica la distancia evolutiva computada utilizando el método Kimura2-Parámetros, 

debajo la distancia genética entre ellas.  
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2.5.7 Análisis de procesos demográficos poblacionales  

 

El test de Neutralidad Fu y test D* y F* de Li mostraron un significativo 

abandono de la neutralidad para la población de Arerunguá, que se produce 

cuando un exceso de haplotipos raros están presentes en las muestras. Estos 

indican la posible ocurrencia de un proceso de expansión poblacional, siendo 

tanto los valores de Fu, como los de Li D* y F*, negativos y significativos. El índice 

S de Strobeck presentó un valor positivo S=0,959 reforzando también la posible 

expansión de la población.  

 

Para las muestras de Bahía Blanca la desviación de la neutralidad no se 

explica por un antecedente de selección, como se evidencia por los valores no 

significativos de Fu, como los de Li D* y F* (Tabla 5). El índice S de Strobeck sí 

presentó un valor positivo S=0,838 a favor de una expansión de la población. 

 

Tabla 5. Análisis de neutralidad para cada población. Valores del test de neutralidad Fu y D* y F* de Li 

con los correspondientes valores de significancia basados en 1000 réplicas de boostrap. En negritas los 

valores significativos. 

Fu & Li Test Arerunguá Bahía Blanca 

D* -2,945* -0,728** 

F* -2,958* -0,688** 

Fu -2,087* -0,565** 

 *p<0,05 **P>0,01 

 

 

El análisis del test  D de Tajima presentó un valor igual a -1.63446 y no 

significativo, aunque este test es mucho menos sensible que test de Fu y Li para 

D* y F* en este tipo de procesos (McVean 2002).  

 

El análisis de neutralidad D* y F* de Li del total de las muestras, tanto para 

Arerunguá como para Bahía Blanca (Tabla 6), presenta un valor negativo y 
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significativo, indicando un proceso de expansión demográfica de la especie 

de manera global. 

 

 

 
Tabla 6. Valores del test de neutralidad de neutralidad Fu y D* y F* de Li con los correspondientes valores 

de significancia basados en 1000 réplicas de boostrap. En negritas los valores significativos. 

 

Fu & Li Test loica pampeana 

D* -3.490 (p<0,02) 

F* -3,431 (p<0,02) 

FU´s -4.977 (0,10>p>0,05) 

 
 

El análisis de distribución de diferencias pareadas presentó una 

distribución unimodal (Figura 6), indicando así,  que se trata de una población 

que ha pasado por una expansión demográfica. El valor de la suma de 

desviación cuadrática (SSD) así como el “Raggedness Index”, presentan un 

valor significativo, ambos análisis indican un ajuste al modelo de expansión 

demográfica reciente para este tipo de marcador molecular mitocondrial en 

loica pampeana. 
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Figura 6. Gráfico de distribuciones de diferencias pareadas bajo el modelo de expansión poblacional 

para loica pampeana según los análisis de la región mitocondrial ND2 (número de pares vs diferencias 

pareadas). La distribución observada y los intervalos de confianza a un nivel del 99% de las distribuciones 

esperadas se encuentran representados en el gráfico. 

 

2.5.8 Análisis demográfico  

 
 

Los parámetros demográficos calculados para la población total de loica 

pampeana se presentan en la tabla 7, sobre la base del valor estimado de τ 

(tau), el tiempo medio de expansión demográfica de la especie habría sido 

hace 59.187 años antes del presente, lo que comprendería el período 

Pleistoceno tardío (comenzó hace 110.000 años y finalizó hacia el 10.000 A.C.), 

durante un período relativamente cálido. 
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Tabla 7. Parámetros calculados para loica pampeana, obtenidas del análisis “mismatch distribution”: 

edad de expansión en unidades de tiempo mutacional (τ) (intervalo de confianza del 95%), tamaño de la 

población antes (θ0) y después de (θ1) de la expansión en unidades de tiempo mutacional, y la edad de 

expansión (t) en los años calculado empleando 2,9% la tasa de mutación promedio.  
 

Parámetros loica pampeana 

 

3,5039 (1,699 - 6,679) 

θ0 0,312 

θ1 13,4 

T 59.187 
 
 

Tomando en cuenta los datos obtenidos se calculó el numero efectivo de 

hembras en el momento de la expansión: Ne= θ/2μ= 226.351 hembras.  
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2.6 DISCUSIÓN : Análisis a partir de datos mitocondriales   
 

2.6.1 Diversidad genética 

 

No se encontraron  indels o codones de parada que pudieran indicar la 

amplificación de las copias nucleares del ADNmt de ND2. La ausencia de 

pseudogenes nucleares (numts) fue apoyado por la coincidencia exacta de la 

superposición de secuencias independientemente amplificadas con estos 

primers, y también por la composición de nucleótidos de las secuencias para 

ND2, las cuales tenían típicamente alto contenido de citosina y bajo contenido 

de guanina (34,3% vs 10,2%), como se ha observado en otras especies 

(Drovetski et al. 2004, 2005; Johnson et al. 2006; García et al. 2008). 

 

 Muchos estudios sobre ADNmt en aves han permitido cuantificar la 

divergencia de secuencias entre diferentes taxones a diferentes niveles entre 

poblaciones, subespecies, especies, género, familias y taxones superiores. Las 

secuencias de la región de control de ADNmt se usan principalmente para 

investigar las relaciones dentro de las especies o entre especies estrechamente 

relacionadas (Omland et al. 2000; Kvist et al. 2001; Rhymer et al. 2001). Pero 

también ha sido fundamental como herramienta para evaluar el nivel de 

diversidad genética que presenta una especie, permitiendo efectuar 

inferencias sobre los procesos demográficos y evolutivos que han actuado 

sobre ella, definiendo así el estado de conservación de las distintas poblaciones 

de una especie, con lo cual se han podido desarrollar pautas para la 

conservación y desarrollo sustentable de las mismas (Avise 1995; González et al. 

1998; Waits &  Paetkau 2005). 
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 Lacerda  et al. (2007) utilizaron secuencias de la región de control, 

citocromo b, gen ND2 y del ADN mitocondrial para evaluar los niveles de 

diferenciación molecular entre dos especies del orden de paseriformes: 

Thamnophilus pelzelni y T. ambiguus, los cuales solo pueden distinguirse por 

cambios sutiles en el color de plumaje entre machos y hembras. La divergencia 

genética encontrada entre T. ambiguus y T. pelzelni para los tres marcadores 

mitocondriales fue lo suficientemente alta como para corroborar el estatus de 

especies diferentes entre estos dos taxones. El índice de diversidad haplotípica 

para ambas especies fue alto y el número de haplotipos encontrados con ND2 

y con Citb fue similar, lo que muestra en este caso patrones de evolución 

similares para ambas regiones mitocondriales.  

 

En el caso de la loica pampeana para el marcador ND2 nos 

encontramos con una diversidad genética muy alta (H=0,88) en contraposición 

del reducido número de individuos de las poblaciones de Arerunguá y Bahía 

Blanca.  

 

La diversidad haplotípica registrada fue de 0,8713 y 0,8846 

respectivamente. Di Giacomo et al. (2014), encontraron una diversidad 

haplotípica para citocromo b en la especie de pastizal Alectrurus risora, a partir 

de 58 individuos de 0,69 (población de Corrientes) y de 0,38 (Formosa). Esta 

especie al igual que la loica pampeana ha sufrido una marcada reducción del 

90% de su distribución geográfica histórica por la transformación de su hábitat, 

y se encuentra clasificada como vulnerable a nivel global por la IUCN Red List 

2017. Las poblaciones de loica pampeana conservan una mayor variabilidad 

genética en comparación con ésta siendo que ambas especies han estado 

afectadas por una marcada declinación numérica. Otras especies de aves 

como el yetapá de collar (Alectrurus risora), el tordo amarillo (Xanthopsar 

flavus), viudita blanca grande (Xolmis dominicanus) son junto con Sturnella 
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defilippii, especies amenazadas que habitan los pastizales sudamericanos que 

han sufrido un fuerte decline en sus poblaciones durante el último siglo debido 

a cambios en el uso extensivo de las praderas (Azpiroz et al. 2012b). 

 

Por otro lado la diversidad nucleotídica promedio de ambas poblaciones 

de loica para ND2 es de 0,395%, estudios realizados en especies de aves en 

general reportan un π de 0,266% (+/-0,0045) y en paseriformes un valor π de 

0,285% (+/-0,00639) (Berlín et al. 2007). El alto valor de diversidad nucleotídica 

encontrada en loica pampeana evidencia un tamaño efectivo poblacional 

importante en el pasado, mantenido a lo largo del tiempo, lo que permitió 

acumular un mayor número de mutaciones (Primmer et al. 2002). 

 

2.6.2 Relaciones filogenéticas entre especies integrantes del género 

Sturnella. 

   

 

Powel et al. (2013) realizaron un exhaustivo análisis filogenético de la 

familia Icteridae, donde el análisis molecular fue fundamental para la 

reclasificación de grupos y especies a nivel intrafamilia. En el caso de Sturnella, 

algunas especies se consideraban conespecíficas, en el caso de S. militaris y S. 

superciliaris, S. loyca con S. defilippii. Los datos moleculares de regiones 

mitocondriales (región control, citocromo b, ND2) apoyaron la monofilia de los 

grupos de pecho colorados y pecho amarillos. Estos son  

genéticamente más divergentes (15%) que cualquier otro congénere dentro de 

Icteridae. No se encontraron secuencias reportadas para el gen ND2 para la 

loica pampeana en la base de datos del GenBank. 

 

El test de máxima verosimilitud para las secuencias disponibles en 

GenBank de Sturnella mostró el mismo patrón de relacionamiento entre 
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especies incluyendo las secuencias de ND2 de  loica pampeana de este 

trabajo. Este árbol apoya en un 100% que loica pampeana es una especie 

hermana de la loica común y entre ambas comparten mayor similitud genética 

según este marcador mitocondrial, al igual que el trabajo de Powell y 

colaboradores empleando secuencias del gen citocromo b y región control del 

ADN mitocondrial. El siguiente grupo más cercano a S. defilippii y S. loyca se 

compone de las especies S. bellicosa, S. militaris y S. superciaris. El tercer grupo 

se compone de S. magna y S. neglecta el grupo más distanciado 

genéticamente de S. defilippii. El patrón de relacionamiento que presentan en 

el árbol filogenético se condice con la distribución que tienen estas especies a 

lo largo del continente, donde las más alejadas por distribución son S. magna la 

cual llega al norte de Sudamérica y S. neglecta Centro América-Norte América. 

Por otro lado S. bellicosa, S. supercilliaris y S. militaris presentan una distribución 

entre América del Sur hacia Centroamérica, y S. loyca con S. defilippii con una 

distribución histórica que ocupó el cono sur sudamericano.  

 

La especiación de estas aves ocurrió en la época Pleistocénica. 

Numerosos trabajos reportan casos similares, por ejemplo, se sabe que algunas 

especies de aves norteamericanas estrechamente relacionadas se dividieron 

durante el Pleistoceno, y que los eventos de éste período separaron a muchas 

poblaciones que actualmente se consideran conespecíficos, causando una 

diversificación filogeográfica intraespecífica importante (Avise & Walker 1998; 

Klicka & Zink 1999). Los ciclos climáticos que acontecieron en el Pleistoceno 

contribuyeron directamente a la diversidad aviar actual de Norte América 

(Lovette 2008). La conexión con América del Norte abrió la puerta a un 

intercambio biótico que enriqueció también la flora y la fauna de América del 

Sur con nuevos linajes (Barker et al., 2015). Barker et al. (2015) documentaron 

patrones de dispersión entre Norte América y Sudamérica de un grupo muy 

diverso de aves neotropicales (Emberizidae) que comenzó antes de que los 
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continentes estuvieran conectados por el Istmo de Panamá, y la posterior 

diversificación de varios clados ricos en especies en Sudamérica. 

 

Las herramientas moleculares proporcionan una ventana al pasado que 

permite a los investigadores discernir patrones filogeográficos con una 

confianza que no es posible solamente con características morfológicas del 

plumaje (Kattan et al, 2016). 

 

Con el marcador mitocondrial (ND2) fue posible identificar 

taxonómicamente, con gran exactitud los ejemplares pertenecientes a las 

diferentes especies del género Sturnella (Los nuevos haplotipos determinados 

con este gen serán depositados a la base de datos de secuencias del 

GenBank). Además con este marcador fue posible especificar una escala 

temporal en la que se dieron dichas diversificaciones del género Sturnella. 

2.6.3 Estructura poblacional y flujo génico entre las poblaciones  

 

 

Los resultados de AMOVA mostraron que la mayor parte de la variación 

genética (87,88%) residía dentro de las poblaciones, confirmando la falta de 

estructura genética en la especie de loica pampeana con un valor de 

Fst=0,12118. La falta de estructuración genética encontrada puede ser 

explicada por el poco tiempo transcurrido desde que las poblaciones de loicas 

han ido quedando aisladas. El tiempo necesario para detectar las 

consecuencias genéticas de los procesos recientes de fragmentación y la 

pérdida de hábitat en aves en peligro de extinción puede ser de sólo unas 

pocas generaciones (Di Giacomo et al. 2014). Un estudio sobre la 

fragmentación del bosque seco del Cerrado y su asociación con la estructura 

genética poblacional de la cotorra de Pfrimer (Pyrrhura pfrimeri) sugirió un 

retraso de 35 años entre la deforestación y su efecto sobre la estructura 
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genética (Miller et al. 2013). Por otra parte, la capacidad de dispersión de la 

especie podría explicar el patrón genético. En el caso del gorrión Sierra Madre 

(Xenospiza baileyi), otra ave de pastizal amenazada, con poblaciones 

fragmentadas debido a pérdida de su hábitat en México, mostró una 

significativa diferenciación genética, lo que sugiere la incapacidad de ocupar 

áreas de hábitat inadecuadas para la especie (Oliveras de Ita et al. 2012). El 

yetapá de collar (Alectrurus risora), por otro lado tiene habilidad para volar 

grandes distancias debido a su comportamiento migratorio histórico. Esto le 

permite dispersarse entre poblaciones reproductivas y así generar flujo genético 

entre ellas. Es por esto que a pesar de sufrir una reducción poblacional abrupta 

debido a la fragmentación de su hábitat, la estructura genética poblacional es 

casi inexistente (Di Giacomo et al. 2014).  

 

Podemos suponer entonces que cuando los cambios ambientales y la 

fragmentación del hábitat comenzaron a repercutir sobre la especie de loica 

pampeana que tenía un amplio rango de distribución, éstas se fueron 

concentrando en áreas más adecuadas para su reproducción y forrajeo, lo 

cual hubiera sido más difícil de haberse tratado de una especie con rango 

geográfico más restringido. 

 

El flujo genético encontrado entre la población de Arerunguá y Bahía 

Blanca resultó ser de 3,6. Actualmente es bastante improbable el flujo de 

individuos entre estas poblaciones. Este flujo génico puede también ser 

resultado de un evento de expansión demográfico ocurrido en el pasado 

reciente (González et al. 1998). 
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2.6.4 Análisis Filogenético e historia demográfica de la especie 

 

 

El árbol filogenético de Máxima Verosimilitud así como la red de 

haplotipos construida para ambas poblaciones de loica pampeana muestran 

una distribución indistinta entre los haplotipos de cada población, carente de 

estructuración o indicios de esta. La red de haplotipos radiada en forma de 

estrella, sugiere una rápida expansión demográfica a partir de un solo 

haplotipo base, presente en ambas poblaciones estudiadas (Hap2). Este 

haplotipo está representado en su mayoría por individuos de Arerunguá, esto 

puede deberse a un sesgo dado por el mayor número de individuos analizados 

de la población de ésta población respecto a Bahía Blanca. El patrón en forma 

de estrella, evidencia además una historia relacionada y más estrecha entre 

estas poblaciones de loica pampeana. 

 

La importante variabilidad genética encontrada se puede explicar por 

un tamaño poblacional grande de la especie o que haya existido un evento 

de expansión demográfica sobre la misma. Los últimos censos realizado sobre 

estas poblaciones reflejan un reducido número de individuos (Azpiroz et al. 

2015), por lo que se rechaza la teoría de que existan numerosos individuos 

integrando estas poblaciones. Por otro lado, las pruebas de neutralidad 

aplicadas para analizar comportamientos  demográficos apoyan la teoría de 

una expansión poblacional. El análisis de estadísticos Fu y Fi *D y F* basada en 

las secuencias de la región ND2 mitocondrial revelan valores significativamente 

diferentes a cero y negativos para la especie, lo que sugiere una expansión 

poblacional. 

 

El análisis del test  D de Tajima presentó un valor igual a -1.63446 y no 

significativo, aunque este test es mucho menos sensible que los test de Fu y Li 

para D* y F* en este tipo de procesos (McVean 2002). Además, valores no 
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significativos en pruebas Fs combinadas con valores significativos de D * y F * 

han sido interpretadas por Fu (1997) como evidencia de una ausencia de 

antecedentes de la selección, por lo tanto, de expansiones demográficas.  

  

Sumado a esto, el patrón unimodal de la curva de distribución desigual, 

valores de SSD y el “raggedness index” apoyan la existencia de expansión 

poblacional en el pasado. 

 

De acuerdo a los datos demográficos calculados, la loica pampeana 

tuvo su expansión demográfica hace aproximadamente 59.000 años, lo cual 

ocurre en el Pleistocéno. En la región de los pastizales pampeanos, las 

inferencias paleoclimáticas realizadas para el Pleistoceno tardío son 

coincidentes en proponer condiciones climáticas frías y áridas-semiáridas y/o 

secas (Tonni et al. 2003; Prado & Alberti 1999; Prieto 2000; Quattrocchio et al. 

2008), que cambiaron a subhúmedas-húmedas durante la transición 

Pleistoceno-Holoceno y continuaron durante el Holoceno temprano (Tonello & 

Prieto 2009).  

 

Varios estudios indican expansiones poblacionales para esta época 

Pleistocénica, tales como un estudio de 14 especies de roedores sigmodontinos 

a lo largo de la Patagonia y Tierra del Fuego (Lessa et al. 2010),  especies de 

peces patagónicos (Ruzzante et al. 2008) entre otros incluyendo fauna y flora, 

donde se revelan historias biogeográficas de expansiones y retracciones de la 

biota en el Pleistoceno (Haberle & Bennett 2004; Villagrán et al. 2004; Heusser et 

al. 2006). Los numerosos avances y retrocesos glaciares durante el Pleistoceno 

son bien conocidos (Rebassa 2008). Las distintas glaciaciones difirieron en 

extensión y duración por lo que probablemente también en su impacto sobre 

la abundancia y distribución de la biota local. Los ciclos climáticos del 

Pleistoceno tuvieron un impacto moderado en Sudamérica (Moreno 1997; 
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Moreno et al. 1999; Rabassa et al. 2005). Durante este período, las especies 

típicas de climas más templados sobrevivieron en diferentes refugios y luego 

durante los períodos de clima más benigno para estas especies (interglaciares) 

las áreas habitables se habrían ampliado, lo que permitió que las poblaciones 

de los refugios expandieran su rango (Lessa et al. 2010). Esto permitió que se 

produzcan procesos de expansiones poblacionales y también procesos de 

especiación. Tal es el caso de las aves, donde se encontró una fuerte 

evidencia de la importancia del Pleistoceno en la especiación (Mila et al. 2000; 

Johnson & Cicero 2004).  

 

Se ha sugerido en publicaciones anteriores que la loica pampeana es 

una especie parcialmente migratoria (Aplin 1894; Tubaro y Gabelli 1999), hoy se 

sabe que en las poblaciones actuales esto no estaría ocurriendo, y la evidencia 

concreta, de si parte de la población es o era migratoria aún es limitada 

(Azpiroz 2015). Sin embargo podemos suponer que la especie fue capaz de 

colonizar diferentes áreas compuestas de pastizales ante los cambios 

ambientales de consideración del Pleistoceno, ya que los altos niveles de 

variabilidad hallados así lo indican. Al encontrarse ocupando un rango de 

distribución más amplio, éstas pudieron haberse movido a zonas más aptas 

para su reproducción y alimentación. 

 

El número efectivo de hembras calculados antes de la expansión 

poblacional de la especie fue de 226.351 hembras, si se asume una proporción 

de sexos 1:1, podríamos inferir que el número efectivo total en la población era 

de 444.702 individuos totales.  

 

En los últimos años la especie no ha sido registrada en numerosos sitios 

(40%-60%) ocupados en el pasado (población al sur de Buenos Aires) 

(Fernández et al. 2004; Gabelli et al. 2004) y la cantidad de ejemplares 
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observados en campañas recientes son sólo una fracción (7% y 12% en los años 

2012 y 2013 respectivamente) de los registrados 20 años atrás (Meriggi et al. 

2013; Meriggi et al. 2014). Los tamaños poblacionales actuales para loica 

pampeana en Arerunguá se estiman en aproximadamente 100 parejas (Azpiroz 

& Cozzani 2017), y en Bahía Blanca según último conteo publicado en la Lista 

Roja de Argentina (MayDs y AA 2015) la población sería menor a 2500 

individuos maduros.  

 

Actualmente, en Uruguay, conteos regulares y datos generados a través 

del anillamiento de ejemplares en Arerunguá muestran que la población 

permanece en el área durante todo el año (Azpiroz comm. per.) Este 

comportamiento actual de la especie podría ser consecuencia de la 

modificación y fragmentación del hábitat, lo que ha llevado la reducción en 

número de sus poblaciones y a tener que habitar en parches fragmentados y 

actualmente aislados.  

 

Por otro lado se ha constatado el uso de sitios previamente desocupados 

por la especie, aunque en menor proporción. Esto último estaría relacionado, 

en la mayoría de los casos, con la recuperación del pastizal natural en sitios 

perturbados, aunque este es un proceso que puede llevar de 5 a más de 15 

años (Tubaro & Gabelli 1999) lo que indica que se podría estar a tiempo de 

recuperar el status actual de la especie si se implementan planes de 

conservación prioritarios. 
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3 CAPITULO III: OBTENCION DE DATOS GENETICOS DE LA 

ESPECIE: Loci microsatélites 
 

3.1 Marcadores loci microsatélites   

  

Los marcadores microsatélites son la herramienta molecular más utilizada 

en la investigación ecológica (Finger y Klank, 2010). Son marcadores genéticos 

de locus simple, que consisten en repetidos tandem de secuencias de entre 

dos y seis pares de bases de largo. Estos loci repetidos simples se postula que 

pueden haber evolucionado por ganancia y pérdida de las unidades repetidas 

y son por lo tanto altamente polimórficos, revelando en general más de doce 

alelos para un locus simple (Zane et al. 2002). 

 

Dentro de la genética molecular, el análisis de loci de microsatélites se 

emplea en estudios de ecología y conservación jugando un rol significante en 

varias áreas del manejo de especies amenazadas. Los mismos sirven para la 

determinación de la estructura genética de la población, analizar la 

diferenciación genética, el establecimiento del sistema de apareamiento, 

evaluar la estructura demográfica, el grado de parentesco entre los miembros 

dentro de los grupos y la estimación del grado de variación genética dentro y 

entre las poblaciones (Lettink et al. 2002; Ortega et al. 2002; van Hooft et al. 

2003; Finger y Klank, 2010).  

 

 Empleando microsatélites es posible analizar si existieron en la población 

eventos tales como cuellos de botella, utilizando programas y modelos de 

simulación. Los mismos son capaces de inferir los cambios genéticos (pérdida 

de heterocigosidad, pérdida de alelos, cambios en la distribución alélica y 

variación en las frecuencias alélicas) causados por la reducción severa del 
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tamaño efectivo de la población (Ne), y  los cuellos de botella “crípticos” 

(Hoelzel et al. 1993; Luikart et al. 1998, 1999; Galtier 2000; Spencer et al. 2000; 

Garza & Williamson 2001; Wisley et al. 2002). Este tipo de análisis ya ha sido 

empleado por ejemplo en poblaciones de Falco punctatus, especie endémica 

de las Islas Mauricio (Groombridge et al. 2000). El empleo de loci de 

microsatlites, resultó fundamental ya que permitió analizar la variabilidad 

genética en muestras de tejidos de ejemplares de museo, con más de 170 años 

de antigüedad, así como de ejemplares actuales, utilizando extracciones de 

ADN de plumas. De este modo, mediante el empleo de 12 microsatélites, se 

comprobó que la población actual presentaba cerca del 57% de la 

heterocigosidad y un 55% menos de diversidad alélica respecto a la población 

anterior al cuello de botella.  

 

Además, los loci de microsatélites proporcionan una vista alternativa del 

ADN mitocondrial heredado por vía materna. Estos marcadores generalmente 

se caracterizan por altas tasas de mutación, un alto nivel de polimorfismo y, en 

consecuencia, una resolución final de la dinámica de la población (Hardy et al, 

2003). Su alta variabilidad y su herencia co-dominante han permitido 

establecer relaciones de parentesco incluso en ausencia del genotipo de los 

padres (Emery et al. 2001; Strausberger & Ashley 2003). 

 

 Otra ventaja que presentan estos marcadores es que son útiles, por su 

elevado grado de polimorfismo, fiabilidad en la determinación de los alelos y 

facilidad de análisis. Permite además la asignación de un individuo a un 

probable grupo de origen, posibilitando analizar estructuras intrapoblacionales 

(Roques  et al. 1999; Rüber et al. 2001; Beheregaray & Sunnucks 2001; Knutsen  

et al. 2003), determinar parentescos y efectuar análisis de paternidad (Taberlet 

et al. 1993; Wilmer et al. 1999), éxito reproductivo y estructuras sociales (Bourke  

et al. 1997; Herbers & Mouser, 1998; Tóth et al. 2002; Paxton et al. 2002). 
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Los loci de microsatélites se tipifican rápida y fácilmente mediante PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa). Sin embargo, la desventaja es que es 

necesario aislar de novo en las especies que se examinan por primera vez 

(Zane et al, 2002). Este procedimiento, que implica la construcción y análisis de 

bibliotecas genómicas, secuenciación de ADN y diseño de cebadores, se 

puede evitar mediante el uso de cebadores diseñados para el análisis de 

microsatélites en especies relacionadas filogenéticamente. Esto se denomina 

amplificación cruzada (cross-amplification) de microsatélites y es posible 

gracias a la existencia de regiones conservadas que flanquean la región 

hipervariable, sobre la cual se diseñan los cebadores.  Se han realizado varias 

investigaciones usando microsatélites diseñados para especies de aves 

Passeriformes, mediante amplificación cruzada (Primmer et al. 1996; Dowson et 

al. 2010; De la Colina 2013) 

 

3.2 Hipótesis 

 

A- Las poblaciones de loica pampeana presentan una baja variabilidad 

genética.  

B- La población global de la especie sufrió un cuello de botella reciente. 

C- Actualmente existe endogamia entre grupos de individuos muestreados.  

 

3.3 Objetivos 

3.3.1 Objetivo General 

 



P á g i n a  57 | 147 

- Caracterizar la estructura genética de las poblaciones de loica 

pampeana de Arerunguá y Bahía Blanca mediante un adecuado set 

de loci microsatélites. 

 

- Estudiar el grado de relacionamiento entre los grupos muestreados de 

loica pampeana para poder determinar si existe endogamia.  

 

3.3.2 Objetivos específicos 

 

a- Caracterizar un set de loci microsatélites para la especie Sturnella 

defilippii suficientemente polimórfico para utilizar en el análisis genético 

de la población de Arerunguá y la población de Bahía Blanca. 

b- Estimar el grado de variabilidad genética, el grado de parentesco y si es 

posible detectar endogamia. 

c- Inferir parámetros demográficos como el número efectivo  

d- Determinar si existe estructuración poblacional. 

e- Analizar si existió un cuello de botella reciente.  

 

3.4 Selección de loci microsatélites para loica pampeana 

 

 Los loci de microsatélites son mucho menos abundantes en el genoma 

de las aves que en algunos otros taxones, como los mamíferos y los peces 

(Primmer et al. 1997; Neff & Gross 2001). Por lo tanto, los estudios en las aves 

habitualmente utilizan protocolos de enriquecimiento para aislar los suficientes 

loci de microsatélites para análisis de paternidad, estudios poblacionales o 

mapas de ligamientos. El aislamiento y desarrollo de microsatélites involucran 

mucho trabajo y tiempo, por lo tanto es una técnica costosa de realizar. El 

aislamiento de microsatélites por lo tanto a menudo se realiza mediante 
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instalaciones especializadas de investigación o laboratorios comerciales 

(Dowson et al. 2010). 

 

 Existen demostraciones de la utilidad del empleo de microsatélites 

descriptos para cierta especie de ave y aplicado a otras especies de aves 

relacionadas filogenéticamente (cross-amplification) (Primmer et al. 1996). Uno 

de los objetivos principales ha sido identificar cebadores de gran potencial 

para su empleo en una amplia gama de especies. Con este objetivo se van 

identificando un pequeño número de cebadores (Galbusera et al. 2000, ver 

http://www.sheffield.ac.uk/molecol/deborah-dawson).  

 

 En aves, Dowson et al. (2010) aislaron, seleccionaron y diseñaron 35 loci 

de microsatélites. Estos nuevos marcadores de microsatélites resultaron de gran 

utilidad para su empleo entre distintas especies de aves. Los loci descritos son 

adecuados para una amplia gama de aplicaciones que requieren de 

marcadores polimórficos, incluyendo estudios de paternidad y estudios 

poblacionales. Mediantes estos microsatélites descritos, los costos y tiempo 

para desarrollar nuevos loci se pueden evitar ya que se pueden aplicar en 

numerosas especies.  

 

  De la Colina en su tesis doctoral (Colina, 2013) empleó loci microsatélites 

para estudiar la especie tordo renegrido (Molothrus bonariensis). Estos 

microsatélites habían sido empleados previamente en trabajos realizados sobre 

la especie tordo cabeza marrón (Molothrus ater) (Gibbs et al. 1997, Alderson et 

al. 1999, Longmire et al. 2001). Dichos trabajos aportaron información 

importante sobre estructura genética, relaciones de perentesco entre 

individuos de la población, entre otros y se puede comprobar el éxito en el 

empleo de dichos microsatélites en especies filogenéticamente emparentadas. 
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3.5 Material & Métodos  

3.5.1 Muestras utilizadas  

 

Para la amplificación mediante loci microsatélites se emplearon las 

muestras extraídas y cuantificadas, detalladas en la Tabla I en Anexo.  

3.5.2 Selección y diseño experimental para la amplificación de set 

de loci microsatélites 

 

En la búsqueda de microsatélites se exploró bibliográficamente y se 

buscó en base de datos disponible para marcadores microsatélites descriptos y 

utilizados con éxito para varias especies de aves (BIRDMARKER: 

http://www.shefeld.ac.uk/molecol/deborah-dawson). Se examinaron 

aproximadamente 200 loci, descritos en diversas publicaciones (Neumann & 

Wetton, 1996; Piertney et. al 1998; Alderson et al. 1999; Dawson et al. 2000; 

Longmire et al. 2001; García-Vigón et al. 2008; Olano-Merín et al. 2010). A partir 

de toda esta información se seleccionaron en función a la cercanía 

filogenética con la especie Sturnella defilippii, al número de especies en que se 

obtuvieron amplificaciones exitosas y al grado de polimorfismo obtenido en 

esos estudios. Estos fueron 15 loci de secuencias microsatélites (Ver Tabla 7). 

http://www.shefeld.ac.uk/molecol/deborah-dawson
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Tabla 7. Loci de microsatélites empleados para loica pampeana. Se especifica nombre de locus, primers, 

temperatura óptima para la PCR (Tópt), rango aproximado de tamaño de fragmento, motivo del repetido 

y bibliografía. Los loci microsatélites marcados con negrita, fueron brindados en forma de alícuota para ser 

probados en loica pampeana por el laboratorio de Ecología y Comportamiento Animal (Departamento 

de Ecología, Genética y Evolución, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos 

Aires). 

Locus Primers  

T 

opt

. 

Rango 

de 

tamaño 

aprox. Motivo repetido 

Bibliografía 

Lox1 F  5'-ATGATGGTAAGTCTAATGAAAGC -3' 50 269-273 (CTTT)30 Piertney et al. 1998 

Lox1 R  5'-CCACACACATTCACTCTATTG -3'         

HrU2 F 

 5'-

CATCAAGAGAGGGATGGAAAGAGG -

3' 51 129-139 

(GA)6 (GT)7 (TG)3 Primmer et al. 1996 

HrU2 R  5'-GAAAAGATTATTTTTCTTTCTCCC -3'         

Pca7 F  5'-TGAGCATCGTAGCCCAGCAG -3' 57 127 
(TG)24 Piertney et al. 1998 

Pca7 R  5'-GGTTCAGGACACCTGCACAATG -3'         

Pca4 F 

 5'-AATGTCTTACAGGCAAAGTCCCCA -

3' 58 160-176 
(AC)11 AT (AC)10 Dawson et al. 2000 

Pca4 R  5'-AACTTGAAGCTTCTGGCCTGAATG -3'         

Pca8 F 

 5'-ACTTCTGAAACAAAGATGAAATCA -

3' 57 295 
(GATA)16(TG)25 Dawson et al. 2000 

Pca8 R  5'-TGCCATCAGTGTCAAACCTG -3'         

Pca3 F  5'-GGTGTTTGTGAGCCGGGG -3' 65 144-156 

(GT)6 CT (GT)3 CT(GT)5 

CT(GT)3 CT (GT)13 
Dawson et al. 2000 

Pca3 R  5'-TGTTACAACCAAAGCGGTCATTTG -3'         

Pdo u3 F  5'-CTGTTCATTAACTCACAGGT -3' 52 112-172 

(AnGn)n(GAGAGAAA)13(

GAAA)34 

Neumann & Wetton, 

1996 

Pdo u3 R  5'-TGTTGGAGGTTAGGAGGCCTCT -3'         

Mau 25 F  5'-GTTGCTTCTTACCACCTATTC-3' 55 122-154 (AC)15 Alderson et al. 1999 

Mau 25 

R  5'-GTAACACAGATGAATGGATGA-3'     
    

Mau 20 F  5'-TAAAAACAACAACAGCAAAC-3' 52 120-172 (GT)25 AT(GT)2 (T)2 (GT)5 Alderson et al. 1999 

Mau 20 

R  5'-ACTCAACGCCTGTAGTAGTAA -3'     
    

Mau 29 F  5'-CCCAAACCCTTCTATGATTC-3' 55 115-137 (AC)6 GA (CA)14 Alderson et al. 1999 

Mau 29 

R  5'-GATTCTGACGCAAGGAGTCT-3'     
    

CB.1 F 

 5'-

ACTTGTCTGATTTACTGATGGATAAAGCC

T-3' 55 203-267 

(GGTA)4 (GATA)10 Longmire et al. 2001 

CB.1 R  5'-AATCAAGTATAATGTTCTGCGTA-3'         

CB.15 F 

 5'-

GGCTGTTATAATATTTAAAATAGGATTCA

CT-3' 55 241-273 

(GATA)4 GGTA (GATA)12 Longmire et al. 2001 

CB.15 R 

 5'-

TAATTCATCTAGCATCTTTTGAAGTCACTT-

3'     

    

CB.12 F 

 5'-

AACGCTAGATATTGGACAGTCAGACCT

-3' 55 152-248 

(GATA)6 (GAAGTTA 

(GATA)3 (GA)2 (GATA)10 
Longmire et al. 2001 
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Locus Primers  

T 

opt

. 

Rango 

de 

tamaño 

aprox. Motivo repetido 

Bibliografía 

CB.12 R 

 5'-

GAGGGGAAAGCGCCCGACCTTGTT-3'     
    

Dpµ15b 

F 

5`-AGGATGAACAAATTATCAAAGAGA-

3` 53 131 
(AC)12 AT (AC)2 Alderson et al. 1999 

Dpµ15b 

R 5`-GATAAATCACATAAGTGGGAACA-3`     
    

Maµ23 F 5`-TGCCAGTATTCTCTTTGTGCTT-3` 61 160-178 (TG)3 (T)3 (TG)15 Alderson et al. 1999 

Maµ23 R 5`-CTGTGGGATGTAGGAATTGTG-3`         

 

3.5.3 Juego de cebadores de loci microsatélites testeado 

 

Un grupo de 6 loci microsatélites de los seleccionados en bibliografía, 

fueron cedidos para ser estudiados en loica pampeana por la Dra. Alicia De la 

Colina del Laboratorio de Ecología y Comportamiento Animal (Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales Universidad de Buenos Aires), los cuales fueron 

empleados en su tesis doctoral (Colina, 2013). Dichos primers (CB.1, CB.12, 

CB.15, Maµ20, Maµ25, Maµ29,) fueron empleados en Molothrus sp y los mismo 

estaban marcados con distintos fluorocromos (FAM, VIC, PET y NED). Los 

cebadores sentido (Forward) llevaban la marcación fluorescente para el 

análisis de fragmentos. 

 

La amplificación final se realizó agrupando los primers en dos set según el 

marcador fluorocromo y peso molecular de los loci: (set I: CB.1, CB.12 y CB.15, 

set II: Maµ20, Maµ25, Maµ29) según la optimización De la Colina. Para esta 

prueba se utilizaron 3 muestras de ADN de loica pampeana (SD10, SD39, SD55). 

Para ambos sets se utilizó un volumen total de 10μl con aproximadamente 5 

ng/μl de ADN y el mix de reacción conteniendo: 0,2μM de cada uno de los 

cebadores (los cebadores sentido llevaban la marcación fluorescente para el 

análisis de fragmentos), 5µl de Master Mix (Immomix, Bioline) y agua ultrapura 

hasta completar los 10µl de reacción. Se realizó una touchdown siguiendo las 

indicaciones de PCR De la Colina, con los siguientes ciclos: una etapa inicial de 
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desnaturalización de 10 minutos a 95ºC, seguida por 10 ciclos: 30 segundos a 

94ºC, 45 segundos bajando la temperatura de 55ºC a 53ºC (bajando medio 

grado cada 2 ciclos) y 45 segundos a 72 ºC, luego 30 ciclos: 30 segundos a 

94ºC, 45 segundos a 53ºC y 45 segundos a 72ºC, seguidos por una extensión 

final a 72ºC por 40 minutos. Dicha reacción de PCR se llevó a cabo en un 

termociclador modelo Veriti (Applied Biosystems). 

 

Los fragmentos amplificados fueron verificados mediante corridas 

electroforética en un gel de agarosa al 2% (Invitrogen). Un μL del producto del 

PCR fue agregado a 9μL de solución formamida/LIZ600 (Applied Biosystems), 

que fue corrido y detectado en un secuenciador Applied Biosystems 3500xL-

Avant Genetic Analyzer del laboratorio GeniaGEO. 

 

La corrida de los fragmentos se realizó en un microcapilar de 50 cm de 

largo usando el polímero POP7 (Applied Biosystems) con los siguientes 

parámetros: 15 kV, 100 A, and 11mW a 60°C por 35 min. El análisis de 

fragmentos se realizó utilizando el software libre MicroChecker 2.2.3 (Van 

Oosternhout et al. 2004)  y el software con licencia Genemapper IDX (Applied 

Biosystems). Se determinó el tamaño en pares de bases de los alelos para los 

loci que se pudieron amplificar con éxito y se asignó el genotipo a cada una 

de las muestras.  

 

3.5.4 Segundo set de microsatélites testeados  

 

Como segundo paso, los demás loci de microsatélites seleccionados se 

enviaron a sintetizar a la empresa IDT (Integrated DNA Technologies). La PCR se 

realizó utilizando tres cebadores: un cebador forward con una región 

complementaria a la que flanquea el microsatélite en cuestión, más una cola 
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de M13 (-21) en el extremo 5’; un cebador reverse secuencia específica del 

extremo 3’ del microsatélite; y el cebador universal M13 (5’[6-

FAM]TGTAAAACGGCCAGT-3’). Para esta prueba se emplearon las mismas 3 

muestras de ADN de loica pampeana (SD10, SD39, SD55) testadas para el 

primer set de microsatélites. Se utilizó un volumen de reacción de 10μL, 

conteniendo 5ng de ADN, 5 pmol del cebador forward con la secuencia M13 (-

21), 20 pmol del cebador universal M13 (-21), 20 pmol del cebador reverse 

específico, 5µl de Master Mix Imommix (Bioline). Las condiciones de 

termociclado consistieron en dos etapas diferentes; los primeros ciclos permitían 

que se incorporara el cebador forward; se eligió una única temperatura de 

hibridación para todos los cebadores, la segunda etapa permitía la 

incorporación del cebador M13. El ciclado se realizó en termociclador Veriti 

(A.B.) siguiendo estas condiciones: 10 minutos a 95ºC, seguido de 29 ciclos a 

94ºC por 30 segundos, 56ºC por 45 segundos y 72ºC por 45 segundos, seguido 

de 9 ciclos a 94ºC por 30 segundos, 53ºC por 45 segundos y 72ºC por 45 

segundo; y una extensión final a 72ºC por 10 minutos. 

 

Para confirmar la amplificación se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 2% (Invitrogen), donde se corrieron 5µL de cada uno de los 

productos del PCR. La corrida se extendió por 120 min a 100 V y 50 mA, se 

incluyó una escalera de ADN de 50 pb DNA Ladder (Bioron). Un μL del producto 

del PCR fue agregado a 9 μL de solución formamida/LIZ600 (Applied 

Biosystems), que fue corrido y detectado en un secuenciador Applied 

Biosystems 3500xL-Avant Genetic Analyzer del laboratorio GeniaGEO. 

La migración se realizó en un microcapilar de 50 cm de largo usando el 

polímero POP7 (Applied Biosystems) con los siguientes parámetros: 15 kV, 100 A, 

and 11mW a 60°C por 35 min. El análisis de fragmentos se realizó utilizando el 

software libre MicroChecker 2.2.3 (Van Oosternhout et al. 2004)  y el software 

con licencia Genemapper IDX (Applied Biosystems). Se determinó el tamño en 
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pares de bases de los alelos para los loci que se pudieron amplificar con éxito y 

se asignó el genotipo a cada una de las muestras.  

 

3.5.5 Obtención de fragmentos de microsatélites y genotipificación 

 

A partir de los resultados obtenidos con el 2do set de microsatélites 

testeados, 4 marcadores seleccionados se enviaron a sintetizar (cebadores 

sentidos con marcador fluorocromo indicado en tabla 9), mediante 

ThermoFisher-Scientific. En tabla 9 se detallan todos los marcadores 

seleccionados para amplificar en loica pampeana. 

 

Tabla 9. Se detallan cada marcador con su rango de tamaños, color de fluorocromo con el que se 

encuentra marcado, color en que emite y a que grupo pertenece para la Multiplex PCR (1 o 2). 

 

Loci  

Tamaño 

(pb)  

 

Fluorocromo 

Color en que 

emite  Set para Multiplex 

Maµ25 112-170  FAM™ Azul 1 

Maµ29 115-137  HEX™ Rojo 1 

Pca3 142-176  NED™ Negro 1 

Maµ23 160-178  HEX™ Rojo 1 

CB1 187-241  PET® Amarillo 2 

CB15 207-261  FAM™ Azul 2 

Dpµ15b 129-183  NED™ negro 2 

 

Se desarrollaron dos multiplex para la amplificación PCR: cuatro loci en 

multiplex 1 y tres loci en multiplex 2, la elección de los conjuntos de loci por 

multiplex se basó en las temperaturas de anidamiento de los cebadores (las 

más similares posibles), los tamaños esperados de los productos lo menos 

solapados y que presenten diferencias en el fluorocromo. La combinación de 

estos aspectos permite asignar con relativa facilidad el fragmento observado a 

un locus determinado. 
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Luego de varias optimizaciones en cuanto a las concentraciones finales 

para cada loci microsatélite, el Multiplex 1 consistió en un volumen de reacción 

de 10ul conteniendo: 5ng de ADN, 5µl de Master Mix Immomix (Bioline), 30pmol 

de cada cebador F+R de Maµ25, 8pmol de cada cebador F+R de Maµ29, 5 

pmol de cada cebador F+R de Pca3, 20 pmol de cada cebador F+R de Maµ23 

y agua ultrapura hasta completar los 10ul de reacción.  

 

Se optimizaron las concentraciones finales para cada loci microsatélites 

para el Multiplex 2. El mismo consistió en un volumen de reacción de 10µl 

conteniendo 5ng de ADN, 5µl de Master Mix Immomix (Bioline), 15 pmol de 

cada cebador F+R de CB1, 10 pmol de cada cebador F+R de CB15, 10 pmol 

de cada cebador F+R de Dpµ15b, y agua ultrapura hasta completar los 10µl de 

reacción.  

 

Los Multiplex de PCR 1 y 2 se amplificaron en un termociclador Veriti (A.B) 

siguiendo estas condiciones: una etapa inicial de 95ºC por 10 minutos, seguida 

por 10 ciclos: 30 segundos a 94ºC, 45 segundos bajando la temperatura de 

55ºC a 53ºC (bajando medio grado cada 2 ciclos) y 45 segundos a 72 ºC, luego 

30 ciclos: 30 segundos a 94ºC, 45 segundos a 53ºC y 45 segundos a 72ºC, 

seguidos por una extensión final a 72ºC por 40 minutos.  

 

Todas las muestras fueron procesadas y los productos de PCR se corrieron 

mezclando 1μL del producto del PCR con 9 μL de solución formamida/LIZ600 

(Applied Biosystems), y se corrieron en un secuenciador Applied Biosystems 

3500xL Genetic Analyzer del laboratorio GeniaGEO. 

 

La migración se realizó en un microcapilar de 50 cm de largo usando el 

polímero POP7 (Applied Biosystems) con los siguientes parámetros: 15 kV, 100 A, 

and 11mW a 60°C por 35 min. El análisis de fragmentos se realizó utilizando el 
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software libre MicroChecker 2.2.3 (Van Oosternhout et al. 2004)  y el software 

con licencia Genemapper IDX (Applied Biosystems). Se determinó el peso 

molecular de los alelos para los loci que se pudieron amplificar con éxito y se 

asignó el genotipo a cada una de las muestras.  

 

3.6 Cálculo de los parámetros poblacionales  

3.6.1  Errores de genotipado 

 

Se pueden encontrar distintos tipos de errores durante el genotipado, 

estos son errores estocásticos (ausencia de alélelos y tartamudeo) y errores 

sistemáticos (alelos nulos) (Pompanon et al. 2005; Cosse 2010).  

 

Los errores estocásticos pueden ser observados debido al reducido 

número de copias del ADN molde, la amplificación puede producir varias 

copias de relativamente baja calidad. Esta pérdida de alelos puede causar 

asignación incorrecta de homocigotas, subestimando la heterocigosidad 

observada (Wang et al. 2012).  

 

Por otro lado, los errores sistemáticos son aquéllos que se originan a partir 

de mutaciones en el sitio de unión al cebador, dando lugar a alelos no 

amplificados (alelos nulos) o estocásticos, por artefactos en el proceso de 

amplificación que producen la ausencia de alelos (pérdida de alelos) donde 

pueden ocurrir deleciones y por lo tanto pequeños cambios en el peso de 

algunos alelos acentuando el efecto de “stuttering”. Este efecto provoca un 

mayor número de picos alrededor del pico correspondiente al verdadero alelo, 

lo que puede dar lugar a errores de interpretación en el proceso de 

genotipado, al no poder distinguir si el alelo es homocigota o heterocigoto, este 

tipo de error es común en repetidos de dinucleótidos (Oosterhout et al. 2004). 
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Cuando estos alelos no amplifican se producen falsos homocigotas, 

generando así deficiencia en la frecuencia de ciertos heterocigotas (Selkoe & 

Toonen 2006; Chapuis & Estoup 2007; Cosse 2010). Tales errores de genotipado 

suelen ocasionar desvíos de las proporciones esperadas para el equilibrio de 

Hardy-Weinberg (H-W) (Oosterhout et al. 2004).  

 

Se utilizó el programa Micro-Checker 2.2.3 (Oosterhout et al. 2004) para 

evaluar los errores de genotipado causados por alelos nulos, pérdida de alelos 

o errores de genotipado. Luego de identificar la presencia o no de estos 

errores, el software puede estimar las frecuencias de alelos nulos y ajustar las 

frecuencias observadas, las cuales pueden ser utilizadas en análisis de genética 

poblacional (Oosterhout et al. 2004). El software Micro-Checker implementa 

una distribución binomial acumulada para calcular la probabilidad observada 

de homocigotos dentro de cada clase de alelo homocigota (Weir, 1996). Los 

valores de p son calculados a través de un ranking de frecuencias observadas 

en la distribución al azar de genotipos. Finalmente se identifican desviaciones 

significativas de las proporciones esperadas para el equilibrio H-W, indicando si 

las mismas son consistentes con alelos nulos, errores de genotipado o pérdida 

de alelos (Oosterhout et al. 2004; Cosse 2010). El software ofrece distintos 

estimadores de alelos nulos, otorgando sugerencias sobre cuál estimador es 

más apropiado en cada situación (Oosterhout et al. 2003-2005). En este caso, 

dado que los loci no amplificados podrían ser artefactos, tener alelos nulos, 

ADN degradado o problemas con el PCR el programa sugiere utilizar la 

ecuación de Brookfield 1 

(Brookfield, 1996): 

ȓ = (He - Ho) / (1 + He)  
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Siendo Ho la heterocigosidad observada calculada a partir de los datos 

como n2/(n1+n2), en donde n1 es el número de homocigotas y n2 el de 

heterocigotas en la muestra en un alelo dado. He es la heterocigosidad 

esperada calculada como la suma del producto de todas las frecuencias 

alélicas observadas (Oosterhout et al. 2003-2005). 

 

3.6.2 Test de equilibrio de Hardy-Weinberg 

 

La ley del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) es la base de las teorías 

evolutivas y de la genética de poblaciones. Establece que en una población 

ideal, sin fuerzas evolutivas actuando, las frecuencias génicas y genotípicas se 

mantendrán constantes de generación a generación y se relacionarán, para 

un locus con dos alelos con una distribución binomial de homo y heterocigotas 

(Beebee & Rowe, 2008) de acuerdo con la siguiente relación: 

p² + 2pq + q²   

 

Donde p y q son las frecuencias de los alelos A y a en la población. El 

análisis del equilibrio de H-W sirve como hipótesis nula, para la comprensión de 

los procesos que afectan a una población real sometida a diferentes fuerzas 

evolutivas. 

 

El marcador genético utilizado para analizar procesos demográficos en 

una población, debe ser neutro desde el punto de vista evolutivo. Esto significa 

que no esté bajo presión de selección. Cada uno de los loci utilizados en este 

trabajo, fue evaluado para estimar la probabilidad de que se encontrara en 

equilibrio de H-W. Para un locus autosómico con m-alelos, los arreglos 

genotípicos dados según la ley de H-W deben ser los siguientes: 
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Σi piAiAi + Σi<j 2pipjAiAj  

 

pi es la frecuencia alélica de Ai y pj la frecuencia alélica de Aj. Una vez 

que se estableció que cada uno de los loci se encuentra en equilibrio de H-W, 

el conjunto de microsatélites puede ser utilizado para analizar si una población 

dada está en equilibrio. Mediante el programa GenePop versión 4.0 en línea, se 

estimó la probabilidad exacta para H-W (Raymond & Rousset 1995) que 

emplea cadenas de Markov mediante el método descrito por Guo & Thomson 

(1992). Se realizó la corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples 

(Rice 1989).  

 

3.6.3 Desequilibrio de ligamiento 

 

Para que todos los loci que se incluyen en un análisis aporten nueva 

información, se debe confirmar previamente que no exista desequilibrio de 

ligamiento. Esto significa que los genotipos presentes en un locus deben ser 

independientes a los genotipos en otro locus (Weir 1996; Rousset 2008). Para 

ello, el coeficiente de desequilibrio de ligamiento (D) analiza la asociación 

entre genotipos diploides en ambos loci. Para los alelos A y B en dos loci, este 

coeficiente compara la frecuencia gamética (pAB) con el producto de las 

frecuencias alélicas (pApB) (Weir, 1996) según: 

DAB= pAB – pApB     

Éste análisis fue realizado para cada par de locus mediante un test de X² 

en el software GenePop (Raymond & Rousset 1995). Se realizaron las 

correcciones de Bonferroni para comparaciones múltiples (Rice 1989).  
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3.6.4 Contenido de información polimórfica y probabilidad de no 

exclusión 

 

El grado de información que nos puede proveer un conjunto de loci de 

microsatélites dependerá de cuan informativos o polimórficos sean cada uno 

de los loci incluidos. El polimorfismo de un marcador genético estará dado por 

el número y la frecuencia de alelos que presente. El índice de Contenido de 

Información Polimórfica (PIC) (Botstein et al. 1980) es definido como la 

probabilidad de que se pueda deducir, a partir de un marcador de genotipo 

de la descendencia, de qué parental fueron heredados cada uno de sus alelos 

(Botstein et al. 1980; Guo & Elston 1999). Para un locus con n -alelos el valor de 

PIC se calcula de la siguiente manera: 

          

 

pi y pj son las frecuencias alélicas para los n alelos de un locus (Botstein et 

al. 1980). Cuando PIC>0,5 se considera altamente informativo, razonablemente 

informativo para 0,5>PIC>0,25 y débilmente informativos PIC<0,25 (Botstein et al. 

1980). Cuando se construyen genealogías a partir de datos moleculares es 

posible rechazar una hipótesis de parentesco debido a la ausencia de alelos 

compartidos. Sin embargo, al existir homoplasia, se puede calcular la 

probabilidad de que dos individuos que comparten alelos puedan tener una 

relación de parentesco dada. Por consiguiente, se puede determinar la 

probabilidad de error en el proceso de exclusión de padres potenciales en un 

análisis de parentesco. La probabilidad de no exclusión para el par parental 

(NE-PP) es la probabilidad de considerar como posible par parental a dos 

individuos que no son los padres. Esta probabilidad de no exclusión (NE-PP) se 

puede estimar para un individuo dado en un locus (Marshall 1998-2007; 

Kalinowski et al. 2007). En el análisis de identidad, la probabilidad de no 

exclusión es la probabilidad de que los genotipos en un locus no se diferencian 
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entre dos individuos elegidos al azar. Ésta puede ser calculada de dos maneras, 

una de ellas asume que los dos individuos no están relacionados (NE-I) mientras 

que la otra permite que los individuos puedan ser hermanos (NE-SI) (Marshall 

1998-2007; Waits et al. 2001). 

 

Las probabilidades de no exclusión, así como también el PIC fueron 

estimados mediante el uso del programa Cervus 3.0 ® (Marshall 1998-2007). 

Fueron calculados para cada locus y se halló el promedio para el conjunto de 

loci. 

3.6.5 Análisis de parentesco 

 

El coeficiente r es una medida continua de la similitud genética por 

parentesco entre dos individuos respecto a dos individuos aleatorios de una 

población de referencia y expresa la proporción de alelos idénticos 

compartidos en promedio por descendencia directa. Los valores teóricos que 

el coeficiente r puede tomar para las relaciones de parentesco más comunes 

pueden observarse en la Figura 10. Con la utilización del software libre iRel 

versión 1.0 (Gonçalves da Silva & Russello 2011), se calcularon los coeficientes 

de parentesco según Queller & Goodnight (1989) y Lynch & Ritlands (1999) y se 

evaluó siguiendo la metodología descripta en Russello & Amato (2004), el 

desempeño de cada estimador según la distribución de frecuencias alélicas de 

la muestra. Una vez seleccionado el mejor estimador, se calculó el coeficiente 

de parentesco entre muestras utilizando el software libre ML-Relate (Kalinowski 

et al. 2006). 
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Figura 10. Distribución de probabilidades del coeficiente de parentesco (valor r) para individuos no 

relacionados (línea con puntos), medio hermanos maternos y paternos (líneas incompletas), y hermanos 

completos (línea completa) (tomado de Queller y Goodnight 1989). 

 

El programa ML-Relate calcula el coeficiente entre individuos evaluando 

los casos de a pares y utilizando el método de estimación de r por máxima 

verosimilitud (Blouin 2003; Wagner et al. 2006). Milligan (2003) demostró que las 

estimaciones del coeficiente de parentesco por este método estadístico 

usualmente poseen menor error que otros estimadores. 

 

A partir de los valores de r para cada par de muestras, se identificaron 

aquellos pares que correspondían a hermanos completos. Esto incluiría pares 

de huevos puestos por la misma hembra y fertilizados por el mismo macho. No 



P á g i n a  73 | 147 

se utilizaron aquellos pares de huevos correspondientes a medios hermanos 

dado que no se puede distinguir si son medio hermanos paternos o maternos. El 

valor de corte teórico para distinguir entre medio hermanos y hermanos 

completos es r = 0.375 (ver fig. 1, Blouin et al. 1996). Al existir una probabilidad 

no nula de asignar erróneamente una relación de parentesco si el valor de r 

observado cae por fuera del rango de valores de r esperados teóricamente, 

para minimizar este error se calculó el valor de corte específico para las 

muestras del presente estudio (obtenido de utilizar las frecuencias alélicas 

muestrales) utilizando el software iRel según el procedimiento detallado en 

Russello & Amato (2004). 

 

Una vez calculado el coeficiente r se estableció la relación de 

parentesco con la mayor probabilidad para cada par de pichones que 

presentaron valores de r mayores al valor de corte. Para ello se utilizó el 

programa ML-Relate que compara la probabilidad de las diferentes relaciones 

de parentesco posibles entre dos individuos, basado en simulaciones y en los 

datos genotípicos. La robustez de estas estimaciones se puso a prueba 

utilizando una prueba de hipótesis específica para cada par de individuos, 

donde se plantea como relación putativa y la relación alternativa de hermanos 

completos versus medio hermanos con 10.000 simulaciones (Kalinowski et al. 

2006). Este procedimiento permite maximizar la potencia para rechazar la 

hipótesis alternativa (p< 0,05) y de este modo reducir la probabilidad de 

cometer un error de tipo I (tomar una relación entre pichones como hermanos 

completos cuando son medio hermanos). Las metodologías estadísticas que 

utiliza el ML-Relate para estos test son las mismas que comúnmente se utilizan 

en los análisis de pedigrí (Goodnight & Queller 1999, McPeek & Sun 2000, 

Kalinowski et al. 2006).  
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3.6.6 Estudio de filopatría y dispersión 

 

La dispersión sesgada o asimétrica entre sexos, donde los individuos de un 

sexo pueden quedarse o volver a su sitio natal (o grupo) para reproducirse, 

mientras que los individuos del otro sexo tienden a dispersarse, es una 

tendencia común en especies de vertebrados. En general, los mamíferos 

presentan una dispersión sesgada a los machos (los machos tienen mayor tasa 

de dispersión que las hembras) (Dobson 1982) mientras que en las aves el 

patrón es generalmente inverso (Greenwood 1980; Clarke et al. 1997).  

 

Slatkin (1985) distingue dos clases de métodos para estimar los niveles de 

dispersión de las poblaciones naturales. Uno de ellos es el “método directo”, 

basado en las observaciones de campo sobre la especie, aunque este método 

resulta muchas veces difícil de aplicar en algunas especies elusivas. Por ello, 

con los avances de la biología molecular han proporcionado acceso a la 

información de dispersión mediante “métodos indirectos”. Estos métodos se 

pueden aplicar permitiendo efectuar inferencias del comportamiento de los 

individuos (Neigel 1997). Se pueden distinguir entre dos tipos: métodos basados 

en marcadores heredados bi-parentales (por ejemplo, microsatélites) y los 

construidos a partir de las comparaciones entre los marcadores con diferentes 

tipos de herencia (por ejemplo, ADN mitocondrial y marcadores ligados al 

cromosoma sexual del macho, ambos heredados uni-parenteralmente) 

(Prugnolle & Meeus 2002).  

 

En general los estudios de dispersión sesgada al sexo se realizan mediante 

datos de ADN mitocondrial en conjunto con marcadores nucleares (Prugnolle & 

Meeus 2002). De esta manera se toma en cuenta la contribución genética de 

ambos sexos a la diversidad genética de la progenie. Si solo tomáramos en 
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cuenta un marcador uni-parental, la información se vería sesgada (Prugnolle & 

Meeus 2002). En aquellas situaciones donde un sexo es filopátrico y el otro sexo 

se dispersa, los individuos del sexo filopátrico tienen una mayor grado de 

parentesco entre ellos que entre aquellos que se dispersan (Knight et al. 1999). 

 

En el caso de inferir la tendencia en las tasas de migración entre machos 

y hembras es necesaria una comparación entre estimaciones del estadístico Fst 

de Wright entre sub-poblaciones (Rassman et al. 1997; Balloux et al. 1998; 

Mossman & Waser 1999). De hecho, Fst es un parámetro que mide la 

diferenciación genética (es decir, diferencias en las frecuencias alélicas) entre 

las poblaciones (Hartl & Clark 1997). Uno puede esperar que el sexo con mayor 

dispersión tendrá un menor valor de Fst entre los sub-poblaciones en 

comparación con el sexo que se dispersa menos (Mossman & Waser 1999). 

 

En el caso de la loica pampeana, se abordó el análisis de filopatría 

mediante marcador nuclear (microsatélites). Para ello se empleó el programa 

STRUCTURE 2.2 (Pritchard, Stephens & Donnelly 2000). El programa implementa 

un método de agrupamiento basado en modelos para inferir la estructura de la 

población que utiliza los datos de genotipo que consta de marcadores no 

ligados. Los parámetros empleados para ejecutar el STRUCTURE fueron burn-in= 

10.000 y un MCRC (Markov chain Monte Carlo) de 20.000 para calcular la 

distribución. Se empleó el modelo “admixture” y la opción de frecuencias 

alélicas correlacionadas. En todos los demás parámetros se dejaron los valores 

por defecto. El rango de Ks evaluado fue desde 1 hasta 5 clústers. 
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3.6.7 Número efectivo de la población 

 

El número efectivo de la población (Ne) fue estimado con el programa 

LDNE (Waples & Do 2008,  2010) que se basa en el desequilibrio de ligamiento 

de las frecuencias alélicas en la población, según: 

              

               

 

Donde r² es un estimador del cuadrado de la correlación de las 

frecuencias alélicas para cada par de loci y S corresponde al número de 

individuos utilizado en el análisis genético, para el desarrollo de esta fórmula ver 

Waples & Do (2010). Este análisis permite evaluar el sesgo de los alelos que se 

encuentran en baja frecuencia. Para ello el estimador r² se computa de 

manera independiente, excluyendo aquellos alelos que se encuentran por 

debajo de una frecuencia dada (por ejemplo 0,05; 0,02; 0,01). 

 

3.6.8 Análisis de procesos de cuello de botella 

 

El análisis de procesos de cuello de botella reciente se realizó usando el 

programa BOTTLENECK versión 1.2.0.2 (Cornuet & Luikart 1996). Una población 

que sufrió un cuello de botella reciente experimenta una reducción tanto en el 

número como en la heterocigosidad de loci polimórficos, pero el número de 

alelos se reduce más rápidamente que la heterocigosidad (Luikart et al. 1998). 

Es así que se espera observar un exceso de la heterocigosidad en relación a lo 

esperado en el equilibrio de H-W, dejando vacíos en la distribución de alelos de 

la población (Hajji et al. 2007) y esto se ha visto en un gran número de 

poblaciones salvajes (Hudson et al. 2000; Keller et al. 2001; Nyström et al. 2006; 

Packer et al. 1991; Zhang et al. 2004). En el análisis se incluyeron tres modelos de 

evolución de microsatélites, el modelo mutacional paso a paso estricto o de 
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alelos infinitos (IAM), el modelo de mutación de un paso (SMM) y el de dos fases 

o híbrido (TPM). Este último sería el más apropiado ya que el modelo de IAM y 

SMM no son buenos explicando la dinámica mutacional en loci microsatélites 

(Di Rienzo et al.. 1994).  

 

El modelo de dos fases (TPM) requiere la especificación de dos 

parámetros: (1) el porcentaje de mutaciones que siguen un estricto proceso 

mutacional paso a paso y (2) la varianza en el tamaño de mutaciones de 

múltiples pasos. Nuevos conocimientos sobre la dinámica mutacional de 

microsatélites en aves sugieren que hasta ~ 60% a 80% de las mutaciones 

implican un cambio de un solo paso (Brohede et al. 2002, 2004; Beck et al. 2003; 

Ibarguchi et al. 2004; Ortego et al. 2008). Se realizó el modelo de dos fases 

teniendo en cuenta los rangos observados de tamaños de los alelos de 

microsatélites detectados en loica pampeana (Anexo II),  (Di Rienzo et al. 1994). 

Para cada análisis se realizarán 1000 réplicas.   

3.6.9 Número de migrantes 

 

La migración tiende a homogeneizar la constitución genética entre los 

demos, es así que el número promedio de migrantes con éxito reproductivo 

(Nm) entre dos subpoblaciones puede ser derivado del FST en función de la 

siguiente ecuación: 

      

     

 

 

Los estadísticos F, el número de migrantes y la heterocigocidad, fueron 

evaluados con el programa GENEPOP en línea (Raymond & Rousset 1995; 
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Rousset 2008), este usa una estimación del número de migrantes por el método 

de alelos privados (Barton & Slatkin 1986). 

 

3.7 Resultados de los análisis de marcadores loci 

microsatélites  

 

3.7.1 Panel de microsatélites seleccionado para loica pampeana 

 

 

El patrón de amplificación en tres individuos, de los 15 cebadores 

testeados, fue consistente para 7 loci (Tabla 11). El locus HrU2 y LOX1 resultaron 

ser monomórficos, y se descartan para posteriores amplificaciones. Los loci 

Pca7, Pca4, Pca8, Pdou3 y CB12 no lograron amplificarse o bien se observó un 

patrón no claro en la amplificación, en el caso de CB12, se observaron 

múltiples fragmentos amplificados en el gel de agarosa, por lo que se 

descartaron todos ellos para posteriores amplificaciones.  

 

Tabla 11. Lista de los loci testeados con los alelos observados en los tres individuos analizados. N/A: no 

amplificable; A/I: amplificación inespecífica. 

Numero Locus SD10 SD39 SD55 Alelos  Observaciones  

1 LOX1 259 / 259 259 / 259 259 / 259 1 
Buen patrón de amplificación, 

MONOMÓRFICO 

2 HrU2  127 /127 127 /127 127 /127 1 
Buen patrón de 

amplificación,MONOMÓRFICO 

3 Pca7  N/A N/A N/A  - No amplificable  

4 Pca4  N/A N/A N/A  - Patrón de amplificación no claro 

5 Pca8  N/A N/A N/A  - No amplificable  

6 Pca3 150 / 157 159 / 165 161 / 163 6 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 

7 Pdo u3  N/A N/A N/A  - No amplificable  

8 Mau 25  116 / 133 119 / 145 124 / 126 6 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 

9 Mau 20  A/I A/I A/I  - Amplificación inespecífica 

10 Mau 29  122 / 128 119 / 132 119 /122 4 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 

11 CB.1  206 / 207 229 / 241 202 / 202 5 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 
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12 CB.15  229 /310  207 / 211 233 / 245 6 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 

13 CB.12  N/A N/A N/A -  No amplificable  

14 Dpµ15b  144 / 165 152 / 152 137 / 165 4 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 

15 Maµ23  166 / 168 164 / 174 165 /168 5 
Buen patrón de 

amplificación,POLIMÓRFICO 

 

La combinación de los loci microsatélites seleccionados con el cebador 

universal unido a fluorocromo M13 (Schuelke 2000) sirvió para seleccionar un  

grupo de marcadores genéticos hipervariables, lo cual  es una buena 

herramienta en ecología molecular (a un costo reducido).  

3.7.2 Caracterización de loci microsatélites en loica pampeana: 

Errores de genotipados 

 

Mediante los 7 loci seleccionados se genotipificaron 53 muestras de las 

dos poblaciones de loica pampeana, la información de los genotipos 

obtenidos para este análisis se muestra en Anexo II.  

Población de Arerunguá: 

Para las 38 muestras de la población de loica pampeana de Arerunguá, 

el análisis de errores en el genotipado con los 7 microsatélites mostró que 5 de 

ellos presentaban alelos nulos (Ver tabla 12). Se realizó la corrección de 

genotipos para estos loci, según el algoritmo de Brookfield1 para cada loci.  

 

Tabla 12. Resultado de la corrección de freciencias alélicas para la población de loica pampeana de 

Arerunguá, se detalla el locus, la presencia de alelos nulos y la frecuencia estimada según las distintas 

aproximaciones. 

Locus 
   Null 

Present 
Oosterhout Chakraborty Brookfield 1 Brookfield 2 

CB1             No -0,004 -0,0037 -0,0034 0,3439 

CB15            Yes 0,0911 0,0895 0,0757 0,1764 

Maµ25            Yes 0,0798 0,0861 0,0764 0,5435 

Maµ29            Yes 0,0832 0,0881 0,0745 0,1756 

Pca3            Yes 0,0958 0,1072 0,0891 0,297 
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Dpµ15b          Yes 0,138 0,1555 0,1284 0,3849 

Maµ23           No -0,0067 -0,006 -0,0055 0,552 

 

Luego de corregir las frecuencias alélicas, 3 loci se encontraban bajo 

equilibrio H-W, y luego de aplicar la corrección de Bonferroni (p>0,0023) solo 1 

loci: Dpµ15b siguió presentando un valor de p altamente significativo. 

 

Para calcular la presencia de exceso de homocigotas se calculó el 

índice FIS para cada locus (Tabla 13). Los valores hallados son moderados, pero 

todos ellos de signo positivo, por lo tanto, indican un exceso de éstos. 

 

Tabla 13. Resultado del análisis de equilibrio H-W para cada locus, población de Arerunguá y coeficiente 

de endogamia (FIS). En negrita los loci que se encuentran dentro del equilibrio H-W.  

Locus P-val FIS Steps 

CB1             0.4114 0.0107 1222 switches 

CB15            0.0953 0.1475 1766 switches 

Maµ25            0.0061 0.1801 1158 switches 

Maµ29            0.0149 0,1760 5478 switches 

Pca3            0.0163 0,2088 4523 switches 

Dpµ15b          0.0000 0,2848 1586 switches 

Maµ23           0.4209 0,0123 8136 switches 

 

El estudio de diversidad alélica para esta población reveló un rango de 

entre 9 a 19 alelos por locus (Tabla 14), Maµ23 presentó la menor diversidad 

alélica mientras que Dpµ15b y Maµ25 la mayor. La diversidad alélica promedio 

fue de 15 alelos/locus.   

Población de Bahía Blanca: 

Para las 15 muestras genotipadas de la población de loica pampeanade 

Bahía Blanca, el análisis de errores en el genotipado de los 7 microsatélites 

mostró que 3 de ellos presentaban alelos nulos (Ver tabla 14). Se realizó la 

corrección de genotipos para estos loci, según el algoritmo de Brookfield1 para 

cada loci). 
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Tabla 14. Resultado de la corrección de frecuencias alélicas para la población de loica pampeana de 

Bahía Blanca, se detalla el locus, la presencia de alelos nulos y la frecuencia estimada según las distintas 

aproximaciones.  

Locus 
   Null 

Present Oosterhout Chakraborty 
Brookfield 

1 
Brookfield 

2 

CB1             No -0,0728 -0,0516 -0,048 0,6053 

CB15            No 0,1353 0,145 0,1098 0,3124 

Maµ25            Yes 0,1913 0,2453 0,1781 0,6148 

Maµ29            No -0,0915 -0,0728 -0,0701 0,0841 

Pca3            Yes 0,2242 0,2941 0,2083 0,4514 

Dpµ15b          Yes 0,1398 0,1572 0,1274 0,3128 

Maµ23           No -0,1887 -0,1321 -0,1186 0,7226 

 

Luego de corregir las frecuencias alélicas, 3 loci se encontraban bajo 

equilibrio H-W, y luego de aplicar la corrección de Bonferroni solo el loci Maµ25 

y Pca3 presentaron un valor de p altamente significativo (Ver tabla 14). Para 

calcular la presencia de exceso de homocigotas se calculó el índice FIS para 

cada locus (Tabla 15). Los valores hallados son moderados a bajos, solamente 

Dpµ15b presentó valor 0, pero todos ellos de signo positivo, por lo tanto, indican 

un exceso de homocigotas. 

 

Tabla 15. Resultado del análisis de equilibrio H-W para cada locus, población de Bahía Blanca. En negrita 

los loci que se encuentran dentro del equilibrio H-W.  

Locus P-val FIS Steps 

CB1             0.4188 0.0378 1222 switches 

CB15            0.1165 0.0220 1766 switches 

Maµ25            0.0008 0.0044 1158 switches 

Maµ29            0.7955 0.0043 5478 switches 

Pca3            0.0002 0.0068 4523 switches 

Dpµ15b          0.0145 0.0000 1586 switches 

Maµ23           0.4063 0.0204 8136 switches 

 

El estudio de diversidad alélica para esta población reveló un rango de 

entre 4 a 11 alelos por locus, Maµ23 presentó la menor diversidad alélica 
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mientras que Dpµ15b la mayor. La diversidad alélica promedio fue de 7,3 

alelos/locus.   

 

Los errores de genotipados encontrados en los análisis de las muestras de 

loica pampeana pueden deberse a que varios de los loci seleccionados 

presentan repetidos de dinucleótidos (Maµ23, Pca3, Maµ25, Maµ29, Dpµ15b), 

este tipo de repetidos produce muchas veces cierto “tartamudeo” lo que 

dificulta la asignación de alelos (Oosterhout et al. 2004).  

 

3.7.3 Desequilibrio de ligamiento   

 

El análisis de desequilibrio de ligamiento entre pares de loci reveló que 

todos los  loci presentaban un valor mayor a p=0,0023 y por lo tanto no 

significativo luego de la corrección de Bonferroni. Ninguno de los 7 loci resultó 

ligado a otro lo cual significa que la información que aporta cada uno de los 

locus al análisis es independiente y aporta información al realizar estudios 

poblacionales que se requieran con este grupo de microsatélites (Ver tabla 16).   
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Tabla 16. Comparaciones múltiples entre los loci analizados para determinar desequilibrio de ligamiento.  

Locus#1 Locus#2 P-Value S.E. Switches 

CB1 CB15 0.57541 0.047829 286 

CB1 Maµ25 1.00000 000000 410 

CB15 Maµ25 1.00000 000000 417 

CB1 Maµ29 0.01062 0.007512 376 

CB15 Maµ29 0.01927 0.012664 307 

Maµ25 Maµ29 1.00000 000000 348 

CB1 Pca3 0.51771 0.047049 562 

CB15 Pca3 0.49908 0.046253 473 

Maµ25 Pca3 0.27386 0.043694 405 

Maµ29 Pca3 0.0398 0.01814 575 

CB1 Dpµ15b 1.00000 000000 423 

CB15 Dpµ15b 0.35079 0.046159 248 

Maµ25 Dpµ15b 0.13371 0.03323 380 

Maµ29 Dpµ15b 0.14869 0.033523 373 

Pca3 Dpµ15b 0.05833 0.023255 471 

CB1 Maµ23 1.00000 000000 649 

CB15 Maµ23 0.50086 0.044938 715 

Maµ25 Maµ23 0.1635 0.035215 541 

Maµ29 Maµ23 1.00000 000000 666 

Pca3 Maµ23 0.44915 0.044826 918 

Dpµ15b Maµ23 0.50283 0.045085 759 
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3.7.4 Diversidad alélica y PIC para todas las muestras  

 

La diversidad alélica encontrada presenta un rango en toda la muestra, 

de entre 9 y 22 alelos por locus (Tabla 17), siendo la diversidad alélica global 

promedio de 16,3 alelos/locus.  

 

La heterocigosidad esperada incluyendo todos los loci fue de 0,89 y el 

valor de la heterocigosidad observada incluyendo todos los loci fue de 0,74. Por 

lo que se puede observar que la población presenta variabilidad genética.  

 

El valor medio de PIC de 0,867. La probabilidad de no exclusión de 

paternidad incluyendo todos los loci es de NE-1P= 0.00102 y NE-2P= 0.0000352. 

La probabilidad combinada de no-exclusión P (ID)= 4.58E-09. 

 

Tabla 17. Se presentan los valores de diversidad alélica y contenido de información polimórfica 

observada. K: número de alelos detectados; N: número de individuos analizados; H. Obs: 

Heterocigosidad observada; H. Exp: Heterocigosidad esperada; PIC: Contenido de Información 

Polimórfica; NE-1P: probabilidad de no exclusión para el primer parental; NE-2P: probabilidad de no 

exclusión para el segundo parental. 

Locus k N PIC HObs HExp NE-1P NE-2P 

CB1 18 36 0.853 0.861 0.878 0.418 0.263 

CB15 14 49 0.868 0.694 0.889 0.386 0.239 

Maµ25 20 33 0.925 0.697 0.944 0.249 0.143 

Maµ29 13 50 0.848 0.780 0.871 0.428 0.270 

Pca3 14 45 0.846 0.622 0.871 0.435 0.277 

Dpµ15b 22 44 0.915 0.659 0.931 0.273 0.158 

Maµ23 9 27 0.812 0.852 0.848 0.502 0.331 

 

La heterocigosidad esperada es mayor en 5 de los 7 loci y 

aproximadamente igual en dos de ellos. 
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Diversidad alélica y PIC en población de Arerunguá: 

 

La heterocigosidad esperada incluyendo todos los loci fue de 0.8875 y la 

heterocigosidad observada incluyendo todos los loci fue de 0,76 (Tabla 18). El 

valor medio de PIC fue de 0.8592. La probabilidad de no exclusión de 

paternidad incluyendo todos los loci para el primer parental fue de NE-1P = 

0.00138209 y segundo parental NE-2P = 0.00005036. La probabilidad combinada 

de no-exclusión P(ID) fue de 9,091X 10-12.  

 

Tabla 18. Se presentan los valores de diversidad alélica y contenido de información polimórfica 

observada en población de Arerunguá. K: número de alelos detectados; N: número de individuos 

analizados; H. Obs: Heterocigosidad observada; H. Exp: Heterocigosidad esperada; PIC: Contenido de 

Información Polimórfica; NE-1P: probabilidad de no exclusión para el primer parental; NE-2P: probabilidad 

de no exclusión para el segundo parental. 

Locus K N PIC HObs HExp NE-1P NE-2P 

CB1 17 28 0.837 0.857 0.866 0.446 0.286 

CB15 14 35 0.845 0.743 0.87 0.428 0.271 

Maµ25 19 23 0.926 0.783 0.951 0.247 0.141 

Maµ29 12 35 0.837 0.714 0.865 0.452 0.29 

Pca3 12 32 0.835 0.688 0.866 0.459 0.295 

Dpµ15b 19 30 0.906 0.667 0.928 0.298 0.175 

Maµ23 9 21 0.829 0.857 0.868 0.473 0.306 

 

Se evidencia más Heterocigotos esperados que los observados en los 7 loci 

analizados (dos de ellos tienen valores similares para Hexp y Ho). 
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Diversidad alélica y PIC en población de Bahía Blanca: 

 

La heterocigosidad esperada incluyendo todos los loci fue 0.8329 la 

heterocigosidad observada incluyendo todos los loci fue de 0,69 (Tabla 19). 

 

El valor medio de PIC fue de 0.7627. La probabilidad de no exclusión de 

paternidad incluyendo todos los loci fue de NE-1P = 0.01502084 y NE-2P = 

0.00109979. La probabilidad combinada de no-exclusión P(ID) fue de 4.85 X 10-
9. 

 

Tabla 19. Se presentan los valores de diversidad alélica y contenido de información polimórfica observada 

para la población de Bahía Blanca. K: número de alelos detectados; N: número de individuos analizados; 

H. Obs: Heterocigosidad observada; H. Exp: Heterocigosidad esperada; PIC: Contenido de Información 

Polimórfica; NE-1P: probabilidad de no exclusión para el primer parental; NE-2P: probabilidad de no 

exclusión para el segundo parental. 

Locus k N PIC HObs HExp 
NE-
1P 

NE-
2P 

CB1 7 8 0.759 0.875 0.842 0.584 0.406 

CB15 6 14 0.729 0.571 0.794 0.629 0.45 

Maµ25 8 10 0.803 0.5 0.868 0.516 0.344 

Maµ29 7 15 0.78 0.933 0.834 0.555 0.379 

Pca3 8 13 0.828 0.462 0.88 0.475 0.308 

Dpu15 11 14 0.871 0.643 0.915 0.384 0.236 

Maµ23 4 6 0.569 0.833 0.697 0.781 0.634 

 

Se evidencia más Heterocigotos esperados que los observados en 4 de 

los 7 loci analizados, otros dos presentan He menor que la observada y CB1 que 

presenta valores similar entre Hexp y Ho. 

 

El conjunto de loci microsatélites seleccionados para ambas poblaciones 

(Arerunguá y Bahía Blanca) presentaron un PIC >0,5, y esto se considera 

altamente informativo (Botstein et al., 1980). Ambas poblaciones presentan una 

alta probabilidad de no exclusión que permiten ser utilizados para 
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identificación individual y asignación de parentesco con un alto nivel de 

confianza. Para evitar errores y malas asignaciones alélicas, es que se busca 

obtener un conjunto mínimo de marcadores con un buen nivel de diversidad 

alélica y heterocigosidad (Taberlet et al. 1999; Waits et al. 2001; Waits & Paetkau 

2005). Solamente uno de los marcadores microsatélites se encontraba fuera del 

equilibrio H-W en la población de Arerunguá y dos en la población de Bahía 

Blanca. 

3.7.5 Equilibrio de H-W y Estadísticos F 

 

El análisis de equilibrio de Hardy-Weinberg estableció que las poblaciones 

de Arerunguá y Bahía Blanca presentan una probabilidad estadísticamente 

significativa de no estar en equilibrio (p<0,0001). Estas poblaciones no presentan 

un índice de endogamia importante, siendo la de mayor nivel de endogamia 

la población de Arerunguá (Tabla 20). 

 

Tabla 20. Se detalla el número de individuos incluidos en este análisis, el valor de probabilidad p para el 

test de H-W, Coeficiente de endogamia (FIS) según la varianza de la identidad alélica, se detalla la 

variabilidad intra e inter individual: 1-Qintra y 1-Qinter. 

Población  Arerunguá  Bahía Blanca 

N 38 15 

P HS 0,0060 

1-Qintra 0.7586 0.7544 

1-Qinter 0.8772 0.8328 

FIS 0.1352 0.0942 

 

 

El grado de sub-estructuración entre estas poblaciones es muy 

moderado, ya que el valor de FST es próximo a 0,04 y la endogamia global FIT 

es de 0,21 (p ≤ 0,05). 
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El número de migrantes para un tamaño medio de muestra (por 

población) de 20 individuos, con una frecuencia media de alelos privados de 

0,05 es de 2,57 migrantes por generación. 

 

3.7.6 Estructura poblacional de la loica pampeana 

 

Para analizar el número de clústers posibles entre ambas poblaciones se 

realizó el análisis en el STRUCTURE. Se incluyeron todos los genotipos para ambas 

poblaciones (Fig. 11).   

 

 

Figura 11. Gráfica que representa los valores medios del LnP (D) y el desvío estándar (S/D) obtenido para 

10 réplicas con distintos modelos de clústers (k=1 al 5) obtenidos mediante el programa STRUCTURE, cuyo 

resultado se analizó en STRUCTURE Harvester, para construcción del gráfico. 

 

 El método Bayesiano para el análisis de estructuración indica que el 

número de clústers que presentaba el mayor valor medio para el Ln de Máxima 

Verosimilitud y menor desvío estándar fue k=4  (Fig 12). Además,  los valores de 

ΔK apoyan la existencia de 4 clústers reales 

 



P á g i n a  90 | 147 

 

Figura 12. Gráfica de la magnitud de ΔK (tasa de cambio del LnP(X/K)) en función de K clústers en las  

muestras analizadas. 

 

La estructura poblacional puede reflejar desequilibrio de ligamiento entre 

loci y además desvíos del equilibrio de H-W, para esto se analizó la posible 

existencia de subdivisión poblacional con el software STRUCTURE. 

                                                                 

Esta estructuración define 4 grupos, donde los individuos muestreados en 

Arerunguá se agrupan en 3 clúster: azul, rojo y verde, siendo este último el 

predominante. Los individuos de Bahía Blanca agrupan en dos clúster: rojo y 

amarillo, este último no se encuentra representado por ningún individuo con 

una probabilidad mayor al 50% en la población de Arerunguá (Fig 13). 
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Figura 13. Gráfico de simulación en Structure que muestra el patrón de la probabilidad de pertenecer a 

cada uno de los clúster detectados con este programa. k=4 (1=rojo, 2=verde, 3=azul y 4=amarillo). Cada 

barra  representan las probabilidades de cada individuo de pertenecer al clúster rojo, verde, azul o 

amarillo. En el eje de las X se puede identificar con corchetes las agrupaciones para los individuos de 

Uruguay y para los individuos de Argentina.  

 

 Además se puede observar que hay dos individuos con una probabilidad 

alta de pertenecer al clúster verde, que se encuentra en la población de 

Arerunguá.  

Estructura genética e identificación de agrupamientos genéticos en Arerunguá: 

 

Se volvió a analizar en Structure exclusivamente a los individuos de la 

población de Arerunguá para analizar su estructura poblacional y la posibilidad 

de encontrar grupos definidos de individuos dentro de la población.  

El rango de Ks evaluado fue desde 1 hasta 5 clústers (Fig 14). El análisis de 

estructuración realizado indicó que el número de clúster que presentaba el 

mayor valor medio para el Ln de Máxima Verosimilitud y menor desvío estándar  

      Uy       Arg  
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fue k=4 (Fig 15). 

 

Figura 14. Gráfico que representa los valores medios del LnP (D) y el desvío estándar (S/D) obtenido para 

10 réplicas con distintos modelos de clústers (k=1;2;3;4;5) obtenidos mediante el programa STRUCTURE, 

cuyo resultado se analizó en STRUCTURE Harvester, para construcción del gráfico.  

 

 

Figura 15. Gráfica de la magnitud de ΔK (tasa de cambio del LnP(X/K)) en función de K clústers en las 

muestras analizadas. 
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En la figura 16 se grafica una simulación de los 4 clústers cada uno de 

ellos representados por un color (rojo, verde, azul y amarillo), donde cada barra 

representa la probabilidad de un individuo a pertenecer a ese grupo.  

 

Figura 16. Gráfico de simulación en Structure que muestra el patrón de la probabilidad de pertenecer a 

cada uno de los clúster detectados con este programa. k=4 (rojo, verde, azul y amarillo). Para cada 

individuo se presenta una barra que grafica la probabilidad de este de pertenecer al clúster rojo, verde, 

azul o amarillo. Se numera en el eje de las X, los genotipos desde el 1 al 37 de los individuos pertenecientes 

a la población de Arerunguá.  

 

Los individuos SD1 al SD6, SD18 y SD19 y SD34 al SD37 comparten el clúster 

rojo. Estos individuos pertenecen a 6 nidos distintos, la mayoría de ellos 

localizados en el campo “El Silencio” y los últimos 4 individuos a dos nidos del 

campo “Casa Amarilla”. 

 

Los individuos SD7 al SD12 comparten el clúster verde, pertenecen a 2 

nidos distintos localizados en el campo “El Silencio”. 

Los individuos SD13 al SD17 comparten el clúster azul, pertenecen a 2 nidos 

distintos localizados también en el campo “El Silencio”. 

 

El clúster amarillo se conforma por el mayor número de individuos 

genotipados. Estos 14 individuos pertenecen a 8 nidos distintos, donde la mitad  

son del campo “El Silencio” y la otra mitad del campo “Casa Amarilla”. Dos 

individuos tienen casi un 50% de pertenecer al clúster rojo, conformado por 

individuos exclusivamente de “El Silencio”.  
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La población de Arerunguá presenta una probabilidad estadísticamente 

significativa de no encontrarse en equilibrio de Hardy-Weinberg (p˂0,0000). El 

cálculo de la endogamia (FIS) fue de 0,146 con valores de diversidad intra 

individual (“1-Qintra”) de 0,7500 y entre individuos (“1-Quinter”) de 0,8875. 

 

El numero efectivo poblacional se calculó para la población de 

Arerunguá tomando en cuenta solo los individuos muestreados en 2008 (23 

muestras) siendo ese año donde se censaron más individuos y para no solapar 

generaciones. El valor calculado fue de 79 individuos (teniendo en cuenta 

apareamientos al azar, y exclusión de alelos con una frecuencia  ˂ 0,01) con un 

intervalo de confianza de 95% (40 a 482 individuos). 

 

Luego se calculó el tamaño efectivo poblacional del total de muestras 

procesadas para Arerunguá correspondientes a los censos 2008 a 2015 (36 

muestras). El valor calculado fue muy similar, siendo de 73 individuos (teniendo 

en cuenta apareamientos al azar, y exclusión de alelos con una frecuencia  ˂ 

0,01) con un intervalo de confianza de 95% (43 a 187 individuos). 

Estructura genética e identificación de agrupamientos genéticos en Bahía 

Blanca: 

 

El rango de Ks evaluado fue desde 1 hasta 5 clústers (Fig 17).  

El análisis de estructuración realizado indicó que el número de clúster que 

presentaba el mayor valor medio para el Ln de Máxima Verosimilitud y menor 

desvío estándar fue k=1 (Fig 18). Además,  los valores de ΔK apoyan la 

existencia de 1 clúster real para la población de Bahía Blanca.  
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Figura 17. Gráfica que representa los valores medios del LnP (D) y el desvío estándar (S/D) obtenido para 

10 réplicas con distintos modelos de clústers (k=1; 2; 3; 4; y 5) obtenidos mediante el programa STRUCTURE 

para la población de Bahía Blanca, cuyo resultado se analizó en STRUCTURE Harvester, para construcción 

del gráfico. 

 

 

 

Figura 18. Gráfica de la magnitud de ΔK (tasa de cambio del LnP(X/K)) en función de K clústers en las 

muestras analizadas. 

 

La población de Bahía Blanca presenta una probabilidad 

estadísticamente significativa de no encontrarse en equilibrio de Hardy-

Weinberg (p˂0,0000). El cálculo de la endogamia (FIS) fue de 0,161 con valores 
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de diversidad intra individual (“1-Qintra”) de 0,688 y entre individuos (“1-

Quinter”) de 0,838. 

 

El cálculo de número efectivo para la población de Bahía Blanca fue de 

valor negativo (teniendo en cuenta apareamientos al azar, y exclusión de 

alelos con una frecuencia  ˂ 0,01) con un intervalo de confianza de 95% (82 a ∞ 

individuos). Esto puede ser explicado por error de muestreo sin invocar a una 

posible deriva genética, por lo que la explicación biológica sería Ne=∞ y en 

esta situación los datos no aportan evidencia si la población es “muy grande” 

(Laurie-Ahlberg & Weir 1979).  

 

3.7.7 Análisis de cuello de botella. 

 

 Todos los análisis utilizando alelos infinitos y modelo de dos fases para 

ambas localidades muestreadas de loica pampeana, produjeron resultados 

significativos al nivel α= 0.05 (Tabla 21). La población de Bahía Blanca presentó 

un valor no significativo para el modelo de IAM y en el test TPM con los 

parámetros (14-60). De todas formas, es posible concluir que de manera global 

no se observa en los análisis de microsatélites un exceso de heterocigosidad 

como el esperado bajo un proceso de cuello de botella reciente.  
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Tabla 21. p-valores de los análisis diseñados para identificar evidencia de cuellos de botella recientes 

para la especie en las localidades muestreadas. Los resultados significativos (p <0,05) se destacan en 

cursiva. IAM: modelo de alelos infinitos, TPM: modelo de dos fases, SMM: modelo de un paso mutacional. Bajo los resultados de los 

análisis TPM, los valores entre paréntesis reflejan los parámetros utilizados. El primer valor refleja la varianza para TPM (saltos en el 

tamaño mutacional multi-estado de los alelos testeados), el segundo refleja el porcentaje de mutaciones que se adhirieron a un 

estricto modelo mutacional paso a paso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7.8 Composición genética de grupos 

 

Para la matriz de individuos de la población de Arerunguá, con siete loci 

representados (N= 37), se obtuvo un grado importante de diversidad alélica 

(Tabla 22). Se realizó el análisis de parentesco entre individuos que compartían 

el mismo nido y se estudió el grado de parentesco de medios hermanos y de 

hermanos. Estos resultados, junto con el nivel de heterocigosidad esperada 

para el conjunto de loci (0,887) y el alto valor medio de PIC (0,859) así como la 

probabilidad significativa de no exclusión, indican que el set de microsatélites 

es informativo para este tipo de análisis, con suficiente poder para no caer en 

errores de tipo II (la probabilidad de que se dé un falso negativo). Se realizaron 

los cálculos de r solo para los individuos genotipados con 5 o más loci 

microsatélites.  

 

 

        TPM         

Región IAM (2–60) (2–80) (4–60) (4–80) (6–60) (6–80) (8–60)   

Arerunguá  0.5591  0.4847 0,1016 0.32416 

 

0.09669 0,6044 

 

0.29240 0.57958   

Bahía Blanca 0,0257 

 

0.43349 

 

0.42751 0.15461 0,4117 

 

0.14776 0.41858 

 

0.15328   

  

        

  

  

 

      TPM         

Región 

 

(8–80) (10–60) (10–80) (12–60) (12–80) (14–60) (14–80) SMM 

Arerunguá 

 

 

0.58389 0,5404 

 

0.60323 

 

0.39126 0,5998 0.39579 

 

0.60845 0,2109 

Bahía Blanca   0.15965 0,0293 

 

0.41211 0.14995 0.15175 0.02816 0.15965 0,4278 
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Se estimó la media de parentesco (r) para las muestras colectadas en 

2008 (N= 23), este primer grupo presentó un valor de r=0,0997 y un desvío 

estándar de 0,2323. Este grupo se compone por individuos pertenecientes a 6 

nidos (29, 6, 20, 7, 11 y 28). El tipo de relaciones de parentesco (PO= padre-hijo, 

FS=hermanos totales, HS=medio hermanos, U=no relacionados) entre los 

individuos se presenta en las siguientes tablas. Solo se realizaron los cálculos en 

aquellos individuos con genotipados completos o al menos que presentaran 5 

loci microsatélites con información alélica.  

 

Tabla 22. Se detalla el coeficiente de parentesco r (bajo la diagonal) y las relaciones entre los individuos 

muestreados para algunos nidos (encima de la diagonal) del grupo de muestreo 2008; p= pichón. 

Nido #29 

   
Individuo SD3 (♂) SD4 (♀) SD5 (p) 

SD3 (♂) 

 

U PO 

SD4 (♀) 0 

 

PO 

SD5 (p) 0,72 0,85 

 

    
Nido #6 

   
Individuo SD6 (♂) SD8(p) 

SD6 (♂) 

 

HS 

SD8(p) 0,35 

 

    
Nido #20 

   
Individuo SD10 (p) SD11 (p) SD12 (p) 

SD10 (p) 

 

FS FS 

SD11 (p) 0,5 

 

FS 

SD12 (p) 0,4 0,41 

 

    

    
Nido #11 

   
Individuo SD17 (p) SD18 (p) SD19 (p) 

SD17 (p) 

 

FS FS 

SD18 (p) 0,4 

 

FS 

SD19 (p) 0,61 0,4 
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La media de parentesco (r) para las muestras colectadas en 2010 (N= 7),  

presentó un valor de r=0,195 y un desvío estándar de 0,35. Este grupo se 

compone por individuos pertenecientes a 2 nidos (#1005) (Tabla 23), nido #1021, 

y otro individuo volantón, de otro nido, tabla 23. 

 

Tabla 23. Se detalla el coeficiente de parentesco r (bajo la diagonal) y las relaciones entre los individuos 

muestreados de uno de los nidos (encima de la diagonal) del grupo de muestreo 2010; p=pichón. 

Nido 

#1005 

   
Individuo SD34 (p) SD35 (p) SD36 (p) 

SD34 (p) 

 

FS FS 

SD35 (p) 0,51 

 

FS 

SD36 (p) 0,42 0,41 

 

     

En cuanto a la media de parentesco (r) para las muestras colectadas en 

2011 (N= 6), este segundo grupo presentó un valor de r=0,27 y un desvío 

estándar de 0,38.  

 

- Nido Nº29: Los individuos SD3 y SD4 serían los parentales del pichón SD5. 

Los parentales no están relacionados entre sí. A su vez, el individuo SD3 

(macho adulto) está relacionado con un individuo del nido Nº6, 

hermanos (pichón SD8). SD3 también está relacionado con SD26 

(hermanos) muestreado en 2011. 

 

- Nido Nº6, el adulto macho muestreado (SD6) está relacionado al pichón 

de este nido (SD8), como medios hermanos. 

 

- Nido Nº20: Los tres pichones en este nido son hermanos entre sí. 

 

- Nido Nº11: Los tres pichones en este nido son hermanos entre sí. 
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- Nido Nº1005: Los tres pichones en este nido son hermanos entre sí. 

 

Para las muestras colectadas en Uruguay (N= 37), la media de 

parentesco (r), presentó un valor de r=0,087 y un desvío estándar de 0,038. De 

acuerdo a los agrupamientos en Arerunguá según el STRUCTURE (k=4), y los 

cálculos de relacionamiento entre individuos con el MLRelate se encontró: para 

grupo Amarillo un r=0,177, grupo Rojo r=0,123, grupo Azul r=0,28 y grupo Verde 

r=0,219.  

 

En cuanto a las muestras colectadas en Bahía Blanca (N= 16), se estimó 

la media de parentesco de r=0,145 y un desvío estándar de 0,276. 

 

Tomando en cuenta todas las muestras colectadas en Uruguay  y 

Argentina (N=53), la media de parentesco (r) presentó un valor de r=0,086 y un 

desvío estándar de 0,195. 

 

La media de parentesco entre ejemplares machos fue de r=0,2329; y un 

desvío estándar de 0,36; no se contaba con un número de individuos 

identificados como hembras necesario para realizar el cálculo de parentesco 

entre hembras.  

 

 

 

 

 

 

 



P á g i n a  101 | 147 

3.8 Discusión de análisis según los marcadores microsatélites 

 

3.8.1 Caracterización de los loci microsatélites y variabilidad 

genética detectada  

 

Se encontró que ambas poblaciones, tanto la de Arerunguá como la de 

Bahía Blanca, presentaron un apartamiento del equilibrio de H-W, y en cuanto 

a los valores de endogamia (FIS) resultaron ser bajo/moderado. Los resultados 

mostraron que hay un leve exceso de homocigotas en la especie, dado los 

valores positivos pero muy cercanos a cero de Fis, lo que podría ser 

interpretado en dos sentidos,  como consecuencia de: presencia de alelos 

nulos, selección neutra, efecto Wahlund o una posible endogamia (Hedrik 

2011). En el caso de la primer hipótesis podríamos estar  subestimando la 

heterocigosidad (He), debido a que su cálculo depende del número de alelos 

como de las frecuencias alélicas (Rosas-Osorio 2009). Si estamos detectando 

una posible endogamia, esto podría deberse a que los individuos de loica 

pampeana actualmente están compartiendo territorios muy acotadas para la 

reproducción y poca dispersión de sus individuos. Aparentemente algunas 

hembras, al menos, no se están dispersando. Esto se pudo constatar en una de 

las temporadas de relevamiento en Arerunguá, donde se encontró a una 

pareja adulta con nido (ambos individuos anillados) que no se habían alejado 

del territorio que compartían en “El Silencio” (Azpiroz comm per.).  

 

Uno de los marcadores microsatélites se encontraba fuera del equilibrio 

H-W en la población de Arerunguá y dos en la población de Bahía Blanca. 

Algunas de las explicaciones de que esto esté ocurriendo es que los loci estén 

ligados a genes o regiones genómicas sometidas a selección o debido a que 

se trata de un número bajo de muestras analizadas, y quizás aumentando el N, 

estos loci pasen a encontrarse dentro del equilibrio H-W (Mannise 2009). 
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De manera general, se observa que la especie presenta valores aún 

adecuados de variabilidad genética (H=0,74). La población de Arerunguá 

presentó valores de heterocigocidad apenas un poco superiores a la de Bahía 

Blanca. En otras poblaciones de aves de pastizal se han visto valores de 

variabilidad genética un poco menores. Tal es el caso del Yetapá de Collar 

(Alectrurus riosa), donde la pérdida de variabilidad genética se vio acentuada 

en esas poblaciones que han estado sufriendo un fuerte impacto de la 

fragmentación del hábitat y de los cambios ecosistémicos que impactaron 

sobre ellas (H=0,69 y H=0,38 para la población de Corrientes y Formosa 

respectivamente) (Di Giacomo et al. 2014). La reducción de la variabilidad 

genética se ha detectado en otras especies de aves que se encuentran 

atravesando procesos de reducción y fragmentación del hábitat, pero en 

muchos casos se ve acentuada, agravando las posibilidades de recuperar a la 

especie (Kvistad et al. 2015;  García-Vigón et al. 2008).  

 

Nuestros resultados demuestran que la loica pampeana aún retiene una 

sorprendente variabilidad genética, por lo que, efectuando acciones 

correctivas de manejo los productores agropecuarios, sería posible recuperar a 

la especie. 

 

En cuanto a la endogamia total (FIT), ésta presento un valor más elevado, 

posiblemente explicado por un aumento de apareamientos consanguíneos 

entre los individuos de la población total. Se encontró que la especie mantiene 

variabilidad genética, sin embargo se necesita indagar en los procesos 

demográficos que ha sufrido la especie que puedan explicar las causas de este 

apartamiento del equilibrio.  
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A pesar de la drástica  reducción poblacional de la especie, no se 

encontró con estos marcadores nucleares, evidencia de un proceso de cuello 

de botella reciente para las poblaciones analizadas. Sin embargo, el 

apartamiento del equilibrio de H-W en la que se encuentran estas poblaciones 

podría estar relacionado a las fluctuaciones en el tamaño poblacional a lo 

largo del tiempo.  Esto provoca una pérdida de señal genética de eventos 

tales como cuellos de botella o un efecto fundador (Pimm et al. 1989; Cornuet 

& Luikart 1996; McEachern et al. 2010). Quizás en unas cuantas generaciones 

más será posible la detección de un evento de este tipo, sobre todo cuando la 

reducción ha sido tan reciente. Por ejemplo, un estudio sobre la fragmentación 

en el bosque seco del Cerrado, y su asociación con la estructura genética 

poblacional de Pyrrhura pfrimeri (cotorra de Pfrimer) sugieren un retraso de 35 

años entre la deforestación y sus efectos en la estructura y dinámica 

poblacional de esta especie (Miller et al. 2013). En otro ejemplo, el carpintero 

de cresta roja (Picoides borealis) era una especie abundante en Norteamérica 

y en aproximadamente 200 años las poblaciones que comenzaron a 

fragmentarse hoy evidencian gran diferenciación genética entre poblaciones 

(Stangel et al. 1992). 

 

3.8.2 Análisis de sub-estructuración poblacional  

 

Los 7 microsatélites analizados demostraron tener alto contenido de 

información polimórfica (PIC) y obtuvimos valores adecuados de probabilidad 

de no exclusión. Esto significa que pueden ser utilizados para análisis de sub-

estructuración poblacional, así como para la identificación individual y la 

asignación de parentesco.  
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El análisis Bayesiano realizado con el software STRUCTURE muestra la 

existencia de estructura genética, donde el número más probable de clústers 

fue 4, dos de ellos  exclusivos de la población de Arerunguá (Fig. 13, azúl y 

verde), otro compartido por individuos de Arerunguá y de Bahía Blanca (rojo), y 

uno exclusivo de la población de Bahía Blanca (amarillo). 

 

Para los análisis en STRUCTURE, se escogió como escenario el muestreo 

mixto, ya que este combina muestras obtenidas a partir de colectas 

ocasionales y esfuerzos de muestreo en proyectos puntuales de investigación, 

tal es el caso de las muestras analizadas de loica pampeana. Schwartz & 

McKelvey (2009) analizaron como distintos tipos de muestreo pueden llegar a 

influir en la correcta identificación de sub-estructuración genética.  

 

Se evaluó la media de parentesco entre los individuos muestreados en los 

años: 2008, 2010 y 2011. Se encontró que en el 2008 los individuos presentaron 

un menor valor de relacionamiento/parentesco (r=0,0997) entre los individuos 

con respecto a los muestreos del 2010 (r=0,195) y 2011 (0,27) respectivamente. 

Lo que está indicando que año a año los grupos se encuentran más 

emparentados entre sí.  

 

Las agrupaciones para la población de Arerunguá se dan 

mayoritariamente en el campo “El Silencio”. Es posible que estas 4 

agrupaciones, estén reflejando un comportamiento reproductivo ancestral. 

Muchas especies altamente móviles exhiben una fuerte estructura poblacional 

como resultado de la filopatría natal, y se espera una mayor estructura de la 

población en el sexo más filopátrico o menos disperso (Fitz Simmons et al. 1997; 

Harrisson et al. 2013).  
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En la loica pampeana el macho es más territorial que la hembra en 

épocas de nidificación (Tubaro & Gabelli 1999). A pesar de esta asimetría en el 

comportamiento de machos y hembras es importante destacar que 

actualmente esto no estaría ocurriendo como cuando la población global de 

la especie era mayor.  

 

 

Se ha constatado en época de nidificación que ambos sexos se 

mantienen asociados al territorio. Acostumbran a  realizar tanto machos como 

hembras “excursiones”  o desplazamientos cortos fuera del territorio principal 

fundamentalmente con fines de búsqueda de alimento (Azpiroz comm per.). Es 

posible que esta sub-estructuración que se evidencia, corresponda a la 

filopatría natal ancestral que dejó una huella genética en la especie.  

 

Los valores de media de parentesco entre machos tuvo un valor de 

r=0,2329. No fue posible calcular dicho valor para las hembras por no tener 

identificadas un numero suficientemente representativo de éstas, se comparó 

ese valor con el valor de r que presentó la población de la especie en general 

(r=0,0865). El nivel medio de relacionamiento entre los machos es claramente 

superior, lo que condice con el comportamiento filopátrico de este sexo. Esta 

información genética se correlacionaron con  las observaciones de campo, 

donde se encontró que los grupos están conformados por individuos con 

cantos similares (Azpiroz comm per.). 

 

La sub-estructuración detectada en Arerunguá con un k=4 corresponde 

a las agrupaciones de individuos más relacionados entre sí dentro de cada 

grupo que entre grupos. Es posible que con una población tan pequeña y el 

poco hábitat disponible con el que cuenta la especie actualmente, algunas de 

las características biológicas se vean alteradas, tales como el comportamiento 
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migratorio. Se ha sugerido que la loica pampeana es una especie migratoria, al 

menos parcialmente (Aplin 1894; Jaramillo & Burke 1999), sin embargo hoy, las 

poblaciones en Arerunguá parecen ser residentes (Azpiroz comm per.) y las 

elecciones de territorios de anidación se ven cada vez más acotados y 

restringidos debido a la alteración del campo natural. Esto podría estar 

incidiendo en el aumento de las chances de que se produzcan cruzamientos 

consanguíneos.   

 

Este tipo de comportamiento también se ha visto en otras especies de 

pastizales tal como Alectrurus risora (yetapá de collar) donde la transformación 

de las pasturas naturales que eran parte del territorio de distribución de la 

especie ha llevado a esta a cambiar de un comportamiento migratorio a 

residente desde hace aproximadamente 50 años (Di Giacomo & Di Giacomo 

2004). En consecuencia, los individuos de las poblaciones estudiadas pueden 

ser asignados con mayor probabilidad a las áreas reproductivas ancestrales y 

tendrían que pasar más generaciones para causar la homogeneización 

genética de las mismas.  

 

Para comprender mejor cómo la fragmentación del hábitat y los cambios 

recientes en el comportamiento migratorio en esta especie están influyendo en 

determinar el patrón genético observado dentro y entre las poblaciones, se 

deberían incluir muestras de museo con buena preservación. Luego mediante 

cebadores diseñados específicamente para este tipo de muestras con 

degradación (amplificación de fragmantos de pequeño tamaño) poder 

realizar estudios genéticos. 

 

En cuanto a la población de Bahía Blanca esta presentó un k=1 como 

más probable. Esta población mostró niveles de consanguinidad menor que la 

de Arerunguá. 
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 Además no se encontró evidencia de un cuello de botella reciente. Sin 

embargo, se detectó un apartamiento del equilibrio de H-W, posiblemente a 

causa de las fluctuaciones en los tamaños poblacionales que ha venido 

sufriendo la especie en las últimas décadas.  

 

La sub-estructuración poblacional que presenta no es tan acentuada 

como en Arerunguá, el hecho de que el agrupamiento más probable sea 1 

comparando con Arerunguá podría estar sugiriendo que no existe tanta 

preferencia por sitios puntuales para anidamiento y reproducción como si 

parecen tener los individuos de la población de Arerunguá. De este modo 

también se explica que los niveles de consanguinidad en esta población sean 

bastante más bajos que en la población de Arerunguá.  

 

En cuanto al cálculo del tamaño efectivo para la población de Bahía 

Blanca el valor estimado fue infinito. Por los datos recabados en los últimos 

censos sobre esta población (Tubaro & Gabelli 1999; Meriggi et al, 2013, 2014), 

los cuales indican una gran reducción poblacional, consideramos que  el valor 

calculado no pudo ser bien determinado mediante el programa LDNE. 

Además, esta población tampoco se encuentra bajo equilibrio de H-W, por lo 

que tamaños poblacionales fluctuantes en el pasado reciente también están 

actuando sobre el equilibrio de las mismas.  

 

Consideramos que es necesario  aumentar el número de individuos 

genotipados para poder estimar un valor Ne más acertado. 

 

Por otro lado, el cálculo de migrantes por generación fue de 2,57 lo cual 

se considera por encima del umbral crítico (Nm=1) a partir del cual las 

subpoblaciones no divergirán genéticamente a causa de la deriva génica 
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(Wang, 2002). En conservación, un migrante por generación es considerado un 

nivel adecuado de flujo génico y cierto nivel de conectividad entre 

poblaciones es esencial para mantener la variabilidad genética, adaptación 

local y prevenir la endogamia (Wang 2002; Beebee & Rowe, 2008). 

 

Estos valores evidencian entonces que en el pasado reciente ambas 

poblaciones hoy distanciada por aproximadamente 1000km mantenían un flujo 

poblacional por encima del umbral crítico, lo cual es coherente con la poca 

diferenciación genética que existe entre ambas poblaciones.  

 

3.9 Análisis genético mediante marcadores con distinta tasa 

de evolución   

 

El análisis poblacional global teniendo en cuenta el marcador 

mitocondrial (tasa de evolución estimada para ND2 de 0,029 

mutaciones/sitio/MY) y marcadores nucleares hipervariables (tasa mutacional 

aproximada 10⁻² a 10⁻⁶ eventos por locus por generación), posibilitan que se 

encuentren múltiples sustituciones nucleotídicas y alelos por locus en cada 

sistema. Este alto nivel de polimorfismo de ambos permite que puedan ser 

empleados para realizar inferencias acerca de eventos genéticos 

poblacionales recientes.  

 

Ambos marcadores determinaron un bajo nivel de estructuración 

poblacional para la especie (ADNmt Fst=0,1211 vs loci microsatélites Fst=0,04). El 

análisis de secuencias de ADNmt, mostró una diferenciación significativa mayor 

a la encontrada por los loci microsatélites.  
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Los análisis de procesos demográficos ocurridos sobre las poblaciones de 

la especie indican una expansión poblacional de la misma, y no apoyan la 

hipótesis de que hayan atravesado un cuello de botella a pesar de la drástica 

reducción poblacional de la especie.  

 

Los valores de variabilidad genética que presenta aún la especie son 

altos, pero si la reducción del tamaño poblacional se mantiene en pocas 

generaciones se podrían evidenciar la perdida de heterocigosis por la acción 

de la endogamia (Miller et al. 2013).  

 

3.10  Implicancias para la conservación de la loica pampeana 

 

La loica pampeana ha ocupado extensos territorios de la pampa en el 

pasado, generando una gran abundancia y distribución, que se refleja hoy en 

día, en la variación genética presente en las limitadas y reducidas poblaciones 

que aún conserva la especie. En el Uruguay se han logrado importantes 

avances en el conocimiento de la biología de la especie, confirmándose que 

la loica  pampeana se reproduce en Uruguay. Se estimó el número de la 

población reproductora, y se creó consciencia pública en la zona de 

Arerunguá sobre la especie. La confirmación de la reproducción de esta 

especie en el Uruguay es especialmente importante desde el punto de vista de 

la conservación, ya que solamente se ha confirmado que la misma se 

reproduce en Arerunguá y Tacuarembó; mientras que en Argentina solamente 

en Bahía Blanca (y áreas aledañas de La Pampa) (Azpiroz 2005). 

 

Muchas poblaciones de aves de pastizal exclusivas del bioma de la 

“pampa” tanto en Uruguay como  Argentina están bajo amenaza o en riesgo 

de extinción debido a la drástica reducción de su hábitat por la ganadería 
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extensiva y producción agrícola. Las poblaciones que son distintas 

genéticamente podrían requerir un manejo individual (Moritz 1994). La ausencia 

de una fuerte estructuración genética que presentan las poblaciones de Bahía 

Blanca y Arerunguá, nos permite definir una unica Unidad Evolutiva Significativa 

(ESU).  

  

De acuerdo con la definición de Moritz (Moritz 1994) las poblaciones que 

no presentan una separación filogenética completa, conectadas por un flujo 

genético bajo y por lo tanto demográficamente tienen cierta independencia y 

diferencias genéticas únicas (ejmplo: haplotipos únicos que presenta cada 

población), son importantes para mantener la variabilidad genética total de la 

especie. Por ello se definen 2 unidades de manejo (UM) para la especie: las UM 

a diferencia de las ESU, generalmente no muestran una evolución 

independiente a largo plazo ni fuerte diferenciación adaptativa. En este caso, 

ambas poblaciones de loica pampeana son importantes para la conservar en 

el tiempo toda una ESU.  La conservación de más de una población es muchas 

veces fundamental para asegurar la persistencia a largo plazo de la especie. 

 

El área de Arerunguá representa una zona de prioridad para la 

conservación de la biota tanto de aves, como de especies emblemáticas (tal 

es el caso de una de las dos poblaciones de venado de campo, Ozotoceros 

bezoarticus arerunguaensis, remanentes en el Uruguay). La loica pampeana es 

de especial interés debido a que existen muy pocas poblaciones de reducido 

número registradas y además se considera una especie indicadora de la 

calidad de los pastizales, contribuyendo a la salud del ecosistema 

(controladores de plagas, diseminadores de semillas, entre otras). 

 

Afortunadamente, la conciliación entre la producción y la conservación 

de la biodiversidad mediante la identificación y puesta en macha de prácticas 
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productivas amigables con la conservación (“wildlife-friendly practices”) se ha 

ido llevando a cabo en Uruguay. Particularmente para la población de 

Arerunguá, se implementaron planes de manejo mediante el Proyecto de 

Producción Responsable (MGAP_GEF). En el mismo, los productores locales y 

profesionales (biólogos, agrónomos, antropólogos sociales, etc.) desarrollaron 

buenas prácticas ganaderas que permitieron compartir las pasturas entre 

ganadería y  las especies amenazadas; lamentablemente hoy dicho proyecto 

se encuentra suspendido (González & Sans 2009). En Argentina han realizado un 

proyecto con objetivos similares, tales como el GEF Founder Project, 

elaborando guías de conocimiento y manejo para los agricultores. También en 

Brasil, se realizaron al menos siete programas centrados en el desarrollo 

sostenible de la ganadería en pastizales naturales (Velez et al., 2009). 

  

Debido a la transformación de las pasturas naturales por los efectos de la 

actividad agropecuaria, se recomienda apuntar como primera acción a la 

protección del hábitat, específicamente de estos sitios de reproducción que 

tiene la especie.  

 

A partir del estudio realizado por Azpiroz & Blake (2016), sobre la 

asociación de las aves de pastizal con la estructura de la vegetación, los 

autores plantean que las poblaciones de aves que habitan pastizales de las 

pampas se beneficiarían de estrategias de política centradas en la 

preservación de pastizales nativos, pero también de directrices de manejo para 

sitios de agricultura. Para los pastizales convertidos a la agricultura, se necesitan 

estudios adicionales para comprender mejor el uso de los recursos de 

pastizales. 

 

Un tipo de acción sería generar planes de manejo que incluyan las 

siguientes pautas: un pastoreo rotativo en los potreros, dejando áreas de 
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pasturas naturales que aseguren un sitio reproductivo adecuado para la loica 

pampeana y que sea lo suficientemente atractivo en pasturas para retener 

individuos que se encuentren en dispersión y en búsqueda de nuevos sitios para 

reproducción y nidificación.  Mantener los campos con cargas ganaderas que 

no superen la unidad ganadera (0,7) (González & Sans 2009). 

 

Se considera demás que la información de los individuos anillados es de 

gran ayuda para contabilizar a las aves en los territorios de nidificación año a 

año, contribuyendo a determinar el número de individuos reproductores 

necesarios para mantener una población saludable y viable. 

 

Tomando en cuenta que el aumento de la población y la dispersión de 

los juveniles podrían permitir el establecimiento de nuevas poblaciones 

reproductivas, e incluso poder ser fundadas  de otras poblaciones, es que se 

considera necesario alentar a la conservación de otras áreas de pastizales 

naturales mediante un trabajo conjunto entre investigadores, conservacionistas 

y productores rurales con un apoyo gubernamental. La buena comunicación 

entre ellos es fundamental para  la toma de decisiones sobre prácticas 

agrícolas, promover la aplicación de la ley, y gestionar la vida silvestre en 

agroecosistemas  (Johnson et al. 2011).                 . 

 

Es muy importante para poder desarrollar áreas protegidas en 

establecimientos privados proponer medidas tales como exoneración de 

impuestos, incentivos fiscales entre otros, que logren estimular la acción de 

conservación en áreas privadas (González & Sans 2009; Azpiroz et al. 2012a). 

Las reservas privadas juegan un rol muy importante en la conservación de aves 

amenazadas de pastizales. Tal es el caso de la Reserva El Bagual en Formosa 

(Provincia, Argentina), tan solo como un ejemplo, la cual tiene poblaciones 

reproductoras de varias especies amenazadas a nivel mundial. Éstas aves se 
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han estudiado y monitoreado desde la 1990s a través de un acuerdo entre los 

propietarios y la ONG Aves Argentinas (Di Giacomo 2005). 

 

De manera global, los planes de manejo que se realicen sobre la 

población de loica pampeana (como “especie paraguas”), podrían influir 

colateralmente y de forma positiva al estado de conservación de otras 

especies de aves amenazadas tal como la cachirla dorada (Anthus nattereri), 

chorlo cabezón (Oreopholus ruficollis), playerito canela (Tryngites subruficollis), 

viudita chocolate (Neoxolmis rufiventris). 

 

3.11  Conclusiones y perspectivas generales  

 

- Sorprendentemente, ambos marcadores moleculares han demostrado 

que la especie retiene altos niveles de variabilidad genética, con niveles 

de diversidad genética y haplotípicas superiores a lo esperado.  

- El set de microsatélites seleccionado para la loica pampeana puede ser 

utilizado para la identificación individual y la asignación de parentesco 

con un alto nivel de confianza. 

- Ambos marcadores moleculares desestiman una estructuración genética 

poblacional. Aspectos genéticos, ecológicos y aislamiento de las 

poblaciones sugieren: DOS UNIDADES DE MANEJO a corto plazo, para 

asegurar la continuidad de la especie. 

-  Se recabaron datos genéticos inéditos para la especie, siendo 

auspicioso que aún se está a tiempo de recuperar a la especie si se 

aplican planes de manejo inmediatos con los productores de los 

establecimientos rurales. La efectividad de las medidas aplicadas podrá 

ser controlada mediante estudios de campo y de genética. 
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Demostrada la eficiencia de ambos marcadores sobre esta especie, se 

recomienda continuar con un monitoreo genético de la población de 

Arerunguá, para proveer información de la demografía y el fitness genético de 

la especie. También se considera necesario realizar estudios genéticos sobre 

individuos de loica pampeana en colecciones de museo, para poder 

cuantificar la historia demográfica de la especie y poder comparar con el 

status actual que tiene la misma. El tipo de muestra a tomar puede ser de dedo 

de platilla del pie para no dañar lo ejemplares. El ADN extraído a partir de este 

tipo de muestras suelen presentar una degradación significativa, por ello se 

recomienda como técnica de caracterización genética el empleo de SNPs 

(cambios de un solo nucleótido) por sobre técnicas tales como loci 

microsatélites y fragmentos de ADN mayores a 100pb.  

 

Se propone además realizar un mayor esfuerzo de muestreo en 

población de Bahía Blanca. Además, incluir muestreo de las poblaciones de 

Tacuarembó y Flores (Uruguay) y de Corrientes, La Pampa y San Luis 

(Argentina). De manera de estudiar el estado de conservación genético de 

estas poblaciones. 

 

Mediante las muestras de ADN obtenidas también se podrían realizar 

análisis de sexado de los individuos muestreados en Arerunguá (pichones, 

cáscaras de huevo), de modo de analizar proporción de sexos, análisis de 

filopatría y dispersión, entre otros. 

 

Los precedentes generados con este proyecto en base a la loica 

pampeana y el poder de estos marcadores moleculares para determinar la 

variabilidad y estructuración genética de la especie podrían ser replicados en 

otras aves de pastizal amenazadas.  
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Anexo I – Ejemplares muestreados 
 

 

Ejemplares de loica pampeana muestreados desde el año 2008 por el Dr. Adrián Azpiroz, pertenecientes a 

la población de Arerunguá (Departamento de Salto, Uruguay) y muestras de loica pampeana 

muestreadas en Bahía Blanca Argentina. Además de muestras obtenidas del museo MNHN.  
 

Código 
(SD) Fecha colecta Especie Tipo de muestra Anillo Sexo Localidad País Nido 

SD1 29/10/2008 Sturnella defilippii sangre 401-402 S/D El Silencio Uruguay 15 

SD2 02/11/2008 Sturnella defilippii sangre 801 S/D El Silencio Uruguay 35 

SD3 08/11/2008 Sturnella defilippii sangre 804 Macho El Silencio Uruguay 29 

SD4 08/11/2008 Sturnella defilippii sangre 802 hembra El Silencio Uruguay 29 

SD5 08/11/2008 Sturnella defilippii sangre 803 S/D El Silencio Uruguay 29 

SD6 09/11/2008 Sturnella defilippii sangre 805 Macho  El Silencio Uruguay 6 

SD7 09/11/2008 Sturnella defilippii sangre 808 S/D El Silencio Uruguay 6 

SD8 09/11/2008 Sturnella defilippii sangre 806 S/D El Silencio Uruguay 6 

SD9 09/11/2008 Sturnella defilippii sangre 807 S/D El Silencio Uruguay 6 

SD10 11/11/2008 Sturnella defilippii sangre 810 S/D El Silencio Uruguay 20 

SD11 11/11/2008 Sturnella defilippii sangre 809 S/D El Silencio Uruguay 20 

SD12 11/11/2008 Sturnella defilippii sangre 811 S/D El Silencio Uruguay 20 

SD13 12/11/2008 Sturnella defilippii sangre 812 S/D El Silencio Uruguay 9 

SD14 12/11/2008 Sturnella defilippii sangre 815 S/D El Silencio Uruguay 7 

SD15 12/11/2008 Sturnella defilippii sangre 813 S/D El Silencio Uruguay 7 

SD16 12/11/2008 Sturnella defilippii sangre 814 S/D El Silencio Uruguay 7 

SD17 13/11/2008 Sturnella defilippii sangre 818 S/D El Silencio Uruguay 11 

SD18 13/11/2008 Sturnella defilippii sangre 817 S/D El Silencio Uruguay 11 

SD19 13/11/2008 Sturnella defilippii sangre 816 S/D El Silencio Uruguay 11 

SD20 16/11/2008 A. furcetus pluma S/D S/D El Silencio Uruguay   

SD21 20/11/2008 Sturnella defilippii pluma 821 S/D El Silencio Uruguay 28 

SD22 20/11/2008 Sturnella defilippii pluma 822 S/D El Silencio Uruguay 28 

SD23 20/11/2008 Sturnella defilippii pluma 823 S/D El Silencio Uruguay 28 

SD24 20/11/2008 Sturnella defilippii pluma 824 S/D El Silencio Uruguay 28 

SD25 14/11/2009 Sturnella defilippii sangre S/D S/D El Silencio Uruguay 907 

SD26 18/11/2011 Sturnella defilippii pluma 844 S/D Casa Amarilla Uruguay NII008 

SD27 18/11/2011 Sturnella defilippii pluma 845 S/D Casa Amarilla Uruguay NII008 

SD28 18/11/2011 Sturnella defilippii pluma 846 S/D Casa Amarilla Uruguay Pi11002 

SD29 18/11/2011 Sturnella defilippii pluma 841 S/D Casa Amarilla Uruguay Pi11001 

SD30 18/11/2011 Sturnella defilippii pluma 842 S/D Casa Amarilla Uruguay N11008 

SD31 18/11/2011 Sturnella defilippii pluma 843 S/D Casa Amarilla Uruguay N11008 

SD32 08/11/2008 Sturnella defilippii pluma 827 S/D El Silencio Uruguay 10003 

SD33 08/11/2008 Sturnella defilippii pluma 828 S/D El Silencio Uruguay 10003 

SD34 21/11/2010 Sturnella defilippii pluma 832 S/D El Silencio Uruguay 1005 

SD35 21/11/2010 Sturnella defilippii pluma 833 S/D El Silencio Uruguay 1005 

SD36 21/11/2010 Sturnella defilippii pluma 834 S/D El Silencio Uruguay 1005 

SD37 21/11/2010 Sturnella defilippii pluma 835 S/D Casa Amarilla Uruguay 1021 

SD38 21/11/2010 Sturnella defilippii pluma 836 S/D Casa Amarilla Uruguay 1021 

SD39 21/11/2010 Sturnella defilippii pluma 837 S/D Casa Amarilla Uruguay 1021 

SD40 18/11/2010 Sturnella defilippii pluma 831 S/D Casa Amarilla Uruguay PL 10002 
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SD41 14/11/2009 Sturnella defilippii 2 sangre, 1 pluma S/D S/D El Silencio Uruguay 907 

SD42 11/11/2010 Sturnella defilippii pluma 830 S/D El Silencio Uruguay 1004 

SD43 08/11/2011 Sturnella defilippii pluma 829 S/D El Silencio Uruguay 10001 

SD44 26/11/2010 Sturnella defilippii pluma 840 S/D El Silencio Uruguay 1003 

SD45 25/11/2010 Sturnella defilippii pluma 838 S/D El Silencio Uruguay 1007 

SD46 15/03/2012 Sturnella defilippii pluma S/D macho Canelones, Piedra Alta Uruguay   

SD47 15/03/2012 Sturnella defilippii piel S/D macho Tacuarembó Uruguay   

SD48 15/03/2012 Sturnella defilippii piel S/D macho Flores, Cerro Colorado  Uruguay   

SD49 26/11/2013 Sturnella defilippii pluma 851 (N06) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD50 26/11/2013 Sturnella defilippii pluma 850 (N06) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD51 26/01/1900 Sturnella defilippii pluma 847 (N06) S/D Bahía Blanca  Argentina   

SD52 26/11/2013 Sturnella defilippii pluma 848  (N06) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD53 26/11/2013 Sturnella defilippii pluma 849  (N06) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD54 05/12/2013 Sturnella defilippii pluma 852 (N01) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD55 05/12/2013 Sturnella defilippii pluma 853  (N01) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD56 05/12/2013 Sturnella defilippii pluma 854  (N01) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD57 05/12/2013 Sturnella defilippii pluma 855  (N01) S/D Bahia Blanca  Argentina   

SD58 26/11/2013 Sturnella defilippii músculo S/D macho Bahia Blanca  Argentina   

SD59 26/11/2013 Sturnella defilippii músculo S/D hembra Bahia Blanca  Argentina   

SD60 30/11/2013 Sturnella defilippii músculo S/D macho Bahia Blanca  Argentina   

SD61 03/12/2013 Sturnella defilippii músculo S/D macho Bahia Blanca  Argentina   

SL1 03/12/2013 Sturnella Loyca músculo S/D macho Bahia Blanca  Argentina   

SD62 10/12/2013 Sturnella defilippii músculo S/D macho Bahia Blanca  Argentina   

SD63 10/12/2013 Sturnella defilippii músculo S/D hembra Bahia Blanca  Argentina   

SD64 15/11/2013 Sturnella defilippii huevo S/D S/D S/D Uruguay   

SD65 15/11/2013 Sturnella defilippii huevo S/D S/D S/D Uruguay   

SD66 15/11/2013 Sturnella defilippii huevo S/D S/D S/D Uruguay   

SD67 15/11/2013 Sturnella defilippii huevo S/D S/D S/D Uruguay   

SD68 16/12/2013 Sturnella defilippii tejido S/D macho Bahia Blanca  Argentina   

SD69 09/11/2013 Sturnella defilippii pluma S/D S/D Arerunguá (UY) Uruguay   

SD70 08/11/2013 Sturnella defilippii pluma  S/D S/D Arerunguá  (UY) Uruguay   

SD71 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   

SD72 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   

SD73 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   

SD74 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   

SD75 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   

SD76 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   

SD77 04/11/2015 Sturnella defilippii toe pad  S/D macho  Museo (MNHN) Uruguay   
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Anexo II – Frecuencias y Tamaños 
 

Tabla de frecuencias para cada loci en loica pampeana y rango de tamaños encontrado 

para cada loci microsatélite en cada población (SD40 representa población Arerunguá y SD68 

población Bahía Blanca). 

 

Tables of allelic frequencies for each locus: 

 Locus: CB1 

------------------ 

   Pop     Alleles                                                                                               Genes 

           ----------------------------------------------------------------------------------------------------- ----- 

           187   191   201   203   207   209   211   213   215   217   221   223   227   229   231   237   241    

1_SD40     0.018 0.018 0.054 0.054 0.286 0.018 0.196 0.036 0.071 0.143 0.018 0.018 0.018 0.018 0.018 0.000 0.018 56     

2_SD68     0.000 0.000 0.000 0.188 0.000 0.000 0.312 0.062 0.250 0.062 0.000 0.000 0.062 0.000 0.000 0.062 0.000 16     

 

 Locus: CB15 

------------------ 

   Pop     Alleles                                                                                               Genes 

           ----------------------------------------------------------------------------------------------------- ----- 

           207   211   213   217   221   229   233   237   241   245   249   257   259   261    

1_SD40     0.014 0.014 0.057 0.014 0.100 0.129 0.100 0.086 0.300 0.014 0.071 0.000 0.014 0.029  

2_SD68     0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.107 0.286 0.321 0.000 0.179 0.000 0.071 0.000 0.036  

 

 Locus: Mu25 

------------------ 

   Pop     Alleles                                                                                                                 Genes 

           ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ----- 

           112   114   116   118   120   124   126   128   130   132   134   136   138   140   142   144   146   152   164   170    

1_SD40     0.087 0.043 0.022 0.043 0.130 0.022 0.000 0.065 0.109 0.043 0.087 0.043 0.043 0.022 0.065 0.022 0.043 0.043 0.022 0.043 46     

2_SD68     0.100 0.000 0.100 0.050 0.000 0.250 0.050 0.000 0.050 0.000 0.250 0.000 0.000 0.150 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 20     

 

 Locus: Mu29 

------------------ 

   Pop     Alleles                                                                 Genes 

           ----------------------------------------------------------------------- ----- 

           115   117   119   121   123   125   127   129   131   133   135   137    

1_SD40     0.014 0.000 0.257 0.057 0.043 0.200 0.029 0.143 0.100 0.071 0.014 0.071 70     

2_SD68     0.000 0.100 0.267 0.067 0.133 0.133 0.267 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 30     

 

 Locus: Pca3 
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------------------ 

   Pop     Alleles                                                                             Genes 

           ----------------------------------------------------------------------------------- ----- 

           142   150   152   156   158   160   162   164   166   168   170   172   174   176    

1_SD40     0.016 0.016 0.016 0.016 0.047 0.109 0.031 0.188 0.156 0.172 0.203 0.031 0.000 0.000 64     

2_SD68     0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.077 0.231 0.115 0.192 0.115 0.000 0.154 0.077 26     

 

 Locus: Dpu15b 

------------------ 

   Pop     Alleles                                                                                                                             Genes 

           ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- ----- 

           129   131   133   135   137   139   141   143   145   151   153   155   157   159   161   163   165   169   171   175   181   183    

1_SD40     0.050 0.017 0.017 0.033 0.017 0.000 0.000 0.117 0.083 0.033 0.183 0.100 0.067 0.067 0.033 0.050 0.067 0.000 0.017 0.017 0.017 0.017 60     

2_SD68     0.000 0.000 0.179 0.000 0.107 0.071 0.036 0.000 0.071 0.000 0.179 0.071 0.000 0.036 0.000 0.000 0.107 0.036 0.000 0.107 0.000 0.000 28     

 

 Locus: Mau23 

------------------ 

   Pop     Alleles                                               Genes 

           ----------------------------------------------------- ----- 

           160   164   166   168   170   172   174   176   178    

1_SD40     0.024 0.143 0.119 0.214 0.119 0.095 0.214 0.024 0.048 42     

2_SD68     0.000 0.000 0.417 0.417 0.000 0.083 0.083 0.000 0.000 12     
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Anexo III – Matriz de genotipos 
 

Matriz de genotipos generada, se presentan en la 

primera fila inicial los locus analizados y las columnas 

corresponden al genotipo correspondiente a cada 

locus. Cada fila corresponde a un individuo, la 

ausencia de datos por locus se representa como 

“000000”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


