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RESUMEN 

 

El zorro de monte (Cerdocyon thous) habita en el territorio uruguayo, siendo una 

especie generalista de amplia distribución en nuestro país. Las técnicas de genética son 

una herramienta muy útil para realizar estudios poblacionales. Dentro de estas 

herramientas moleculares, los microsatélites son secuencias de ADN repetidas en tándem 

que por ser hipervariables permiten responder preguntas a nivel ecológico. Sin embargo, 

las regiones que flanquean estas secuencias se mantienen conservadas en especies 

filogenéticamente  relacionadas, es así que se pueden ajustar las condiciones para 

amplificar en reacciones de PCR, muestras de zorro utilizando cebadores diseñados para 

perro doméstico.  

Los objetivos de este trabajo son: establecer las condiciones para la amplificación 

en PCR de multiplex de microsatélites en muestras de zorro utilizando cebadores 

diseñados para perro doméstico, encontrar un set de microsatélites suficientemente 

polimórfico para realizar estudios poblacionales en Cerdocyon thous, y analizar un 

conjunto de muestras de zorro de monte tomadas del territorio uruguayo.  

Se caracterizó un set de 8 microsatélites suficientemente polimórfico para realizar 

análisis poblacionales. El contenido de información polimórfica fue alto (PIC=0,75) y los 

valores de probabilidad de no exclusión resultaron aceptables para realizar estudios de 

parentesco y de identificación individual (NE-1P=0,007; NE-2P=0,00034;NE-PP=1x10-6; 

P(ID)) fue 2,4 x10-10. 

Se analizó un conjunto de 36 muestras con este set, resultando estar el conjunto 

en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se analizó si existía algún grado de estructuración 

poblacional, concluyendo que el conjunto forma parte de una sola población. Existe un 

pequeño grado de endogamia (Fis=0,123). Se calculó el número efectivo poblacional, 

estimado en 715 individuos activamente reproductivos.  

Se concluyó que el set de microsatélites es adecuado para realizar estudios 

poblacionales en zorro de monte, pero se recomienda aumentar el número de muestras 

para obtener resultados más ajustados a la realidad de esta especie en nuestro país. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Situación actual de la biodiversidad 

 

Uno de los principales desafíos globales que debe afrontar el hombre moderno, es 

la colosal pérdida de biodiversidad que está afectando el planeta (Brazeiro et al. 2008). 

Esta pérdida tiene como consecuencia un descenso de los beneficios que los ecosistemas 

brindan a los seres humanos (servicios ecosistémicos), como por ejemplo: regulación del 

clima, fertilidad del suelo y ciclos biogeoquímicos (Benayas et al. 2009). Es por esto que es 

importante tomar medidas para la conservación de las áreas naturales, estableciendo 

planes de manejo de fauna y flora así como la implementación de áreas protegidas (Lee & 

Jetz 2008). Uruguay no queda exento de esta situación y cada vez más sufre la alteración y 

pérdida de hábitats naturales y biodiversidad (Brazeiro et al. 2008).  

Dados los recursos limitantes para la conservación, es crucial identificar áreas 

prioritarias para su protección, así como también analizar la conectividad funcional del 

territorio total. Para esto es importante conocer la historia de vida y los hábitos, así como 

también realizar el estudio de la estructura poblacional de especies con una amplia 

distribución en nuestro país (Caro et al. 2004).  

 

Aportes de la ecología molecular  

 

En las últimas décadas se ha desarrollado una nueva disciplina que une la ecología 

con la genética, llamada ecología molecular, la cual responde a las preguntas de la 

ecología mediante el uso de métodos moleculares (DeYoung & Honeycutt 2005). 

La información genética constituye una fuerte herramienta para la ecología y el 

manejo de vida salvaje, especialmente si se la combina con la etología y biogeografía. Se 

pueden definir unidades de manejo, identificar individuos, sexo, especie, incluso analizar 

patrones demográficos asociados a la expansión o reducción de poblaciones. La ecología 

molecular en asociación a métodos de muestreo no invasivo es muy eficiente para el 

estudio de aspectos eco-etológicos en animales elusivos, nocturnos y en baja densidad 

poblacional. Esta herramienta permite también la observación de patrones de hibridación 

entre especies, flujo génico, sistemas de apareamiento, tamaño efectivo de una 

población, y viabilidad poblacional (DeYoung & Honeycutt 2005). 
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Microsatélites 

 

Un poderoso marcador molecular para responder a las preguntas de la ecología 

son los microsatélites. Éstos son secuencias de ADN repetidas en tándem de 2 a 6 pares de 

bases de largo, siendo muy abundantes en los genomas de diversos taxones (Zane et al. 

2002). Esta herramienta brinda la posibilidad de utilizar ADN extraído por métodos no 

invasivos como fecas y pelo (Taberlet et al. 1999). Su relativa neutralidad ante la selección 

natural y su alta tasa de mutación, junto con los altos niveles de variabilidad que 

presentan, permiten responder preguntas a una escala (ecológica) temporal más fina que 

otros marcadores moleculares (Maudet et al. 2002). 

Los loci de microsatélites son fácilmente tipificables por PCR, aunque para la 

mayoría de las especies no se han desarrollado cebadores para amplificar los 

microsatélites (Zane et al. 2002). Una alternativa a este problema es utilizar cebadores 

diseñados para especies filogenéticamente relacionadas. La amplificación cruzada de 

microsatélites se puede realizar debido a la existencia de regiones conservadas, que 

flanquean la región hipervariable, sobre las cuales se diseñan los cebadores (Cosse et al. 

2007; Galan et al. 2003; Mannise et al. 2011; Maudet et al. 2002). De esta forma es 

posible caracterizar un set de microsatélites para una especie, a partir de cebadores 

desarrollados para estudios de microsatélites en otra especie filogenéticamente 

relacionada, para luego realizar análisis ecológicos de poblaciones. 

Es importante que la cantidad de loci utilizados para el análisis no sea ni muy baja 

(puesto que carece de poder informativo suficiente) ni muy alta (puesto que aumentaría 

el error de los resultados). Se busca encontrar el mínimo número de microsatélites que 

permitan resolver con buena confiabilidad las preguntas que se busca responder acerca 

de una población. 

Antes de hacer estudios de ecología molecular que permitan proponer unidades de 

conservación y pautas para el ordenamiento territorial, es necesario determinar una 

metodología para el análisis genético de las especies. 
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Zorro de monte (Cerdocyon thous) 

 

En este trabajo se busca caracterizar un set de microsatélites y las condiciones para 

su amplificación, que permita estudiar una especie en particular, Cerdocyon thous, 

también conocido como zorro de monte, zorro perro, zorro cangrejero, zorro de patas 

negras, zorro sabanero, cachorro do mato, aguará-í. 

Este cánido de estatura mediana, que pesa entre 4-7kg, puede ser reconocido por 

tener el lomo marrón negruzco, los flancos gris-marrón, la cara y la parte lateral de las 

patas rojizas, y el cuello y el abdomen gris blancuzco. Las puntas de las orejas, la parte 

posterior de las patas y la región entre las mandíbulas son negras (Berta 1982), (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Ejemplar de Zorro de monte donde se puede apreciar características morfológicas de la 

especie y coloración. 

 

Tiene la distribución más amplia entre los zorros de Sudamérica (Bueno & Motta-

Junior 2004), que abarca el norte y este de Sudamérica (Juarez et al. 2002), se encuentra 

presente en el territorio uruguayo (Figura 2). Se lo asocia con ambientes muy variados, se 

lo considera una especie de hábitos generalistas (Goulart et al. 2009). Entre los ambientes 

que habita se encuentra la pradera, la sabana, el bosque lluvioso, el chaco, y el cerrado 

(Emmons & Feer 1999).  
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Figura 2: Mapa del continente Sudamericano donde se marca el rango de distribución de Cerdocyon 

thous. Tomado de Wikipedia. 

 

El zorro de monte puede vivir en pequeños grupos de 2 a 6 individuos, con 

densidades estimadas de 1 individuo por km2 en regiones secas (MacDonald & Courtenay 

1996), hasta 6 individuos por km2 en ecosistemas húmedos (Eisenberg et al. 1979). Su 

ámbito hogar puede variar entre 200 a 600ha. Son territoriales (Medel 1988; Juarez et al. 

2002), se considera que puede ocurrir solapamiento entre individuos en un 10% de su 

área de acción (Maffei & Taber 2003). 

Son animales monógamos, es decir que se mantienen con la misma pareja, hasta la 

muerte de alguno de los dos. Se estructuran en unidades sociales de un par monógamo 

asociado a sus crías (Cabrera 2007; Moehlman 1986). Se los puede observar en parejas o 

solos, pero en el segundo caso siempre la pareja se encuentra a una distancia cercana 

(MacDonald & Courtenay 1996). 



 

 9 

 

Figura 3: Pareja de zorros de monte. 

 

Se reproducen una vez al año, y la lactancia dura tres meses aproximadamente, 

luego los cachorros se mantienen cercanos a sus padres por lo menos durante 3 meses 

más, para luego ir a buscar pareja y ocupar un territorio cercano al de los parentales 

(MacDonald & Courtenay 1996). 

Su período de actividad es principalmente nocturno, sale a cazar al caer la noche 

hasta la mañana (Maffei & Taber 2003). 

En lo que respecta a su dieta, es omnívoro y generalista. Se adapta fácilmente a las 

características del ambiente. Puede alimentarse de pequeños mamíferos, aves, reptiles, 

insectos, y frutos. En épocas secas consume mucho más insectos, y en épocas húmedas, 

frutas (Bueno & Motta-Junior 2004). Es por esto que es considerado un gran dispersor de 

semillas, puesto que no tiene adaptaciones especiales para digerir las semillas, éstas 

pasan por el tracto digestivo y son expulsadas intactas (Juarez et al. 2002). Otro estudio 

realizado en la Reserva de Biósfera Bañados del Este, sugiere que los zorros dispersan las 

semillas de las palmeras butiá (Butia capitata) y pindó (Syagrus romanzoffiana) en 

promedio 1km (Alonzo-Paz et al. 1995; Rodríguez-Mazzini & Molina 2000). 

El zorro de monte es probablemente el depredador más abundante en muchos de 

los ecosistemas terrestres del Uruguay, su presencia indica la presencia de sus presas 
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como son ratones, aves, reptiles, anfibios e insectos (Alonzo-Paz et al.  1995).Estas 

características determinan que el zorro de monte juegue un rol ecológico importantísimo, 

tanto como regulador de las comunidades vegetales, así como de poblaciones de micro 

mamíferos.  

La determinación de una metodología para el análisis de microsatélites de la o las 

poblaciones de Cerdocyon thous en Uruguay, es clave para poder trabajar con esta especie 

en nuestro país. En este trabajo se pretende encontrar un set de microsatélites adecuado 

para estudiar esta especie y también realizar un primer acercamiento al estado genético 

de C.thous en Uruguay. 

Los estudios de ecología molecular de las diferentes especies de animales y de 

plantas proveen de una importante información para analizar el estado de conectividad 

funcional de los paisajes, lo que permite  proponer unidades de conservación y pautas 

para el ordenamiento territorial, que resultan en un aporte para la preservación del medio 

ambiente y los servicios ambientales que la naturaleza brinda y que son imprescindibles 

para los seres humanos 
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HIPÓTESIS 

 

1) Los cebadores de microsatélites desarrollados para perro doméstico (Canis lupus 

familiaris) amplifican productos heterólogos en Cerdocyon thous. 

2) El set de microsatélites seleccionado es suficientemente polimórfico para realizar 

análisis de ecología molecular en zorros del Uruguay. 

3) Existe estructuración genética en la población de C.thous uruguaya. 

 

OBJETIVOS 

 

1) Amplificar microsatélites en muestras de Cerdocyon thous a partir de cebadores 

diseñados para perro doméstico. 

2) Establecer las condiciones de PCR en multiplex. 

3) Encontrar un set de microsatélites suficientemente polimórfico para realizar 

estudios poblacionales en zorros del Uruguay. 

4) Análisis de un conjunto de muestras de zorro de monte tomadas en el territorio 

Uruguayo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron muestras de ADN tanto de tejidos como de fecas del banco de ADN 

del Departamento de Biodiversidad y Genética del Instituto de Investigaciones Clemente 

Estable (IIBCE). 

Se realizaron extracciones de ADN de tejidos y pelos, siguiendo el protocolo de 

Medrano (1990) con modificaciones (González et al. 1998; Mannise et al. 2012) (Anexo 1). 

Luego se realizaron diluciones para lograr obtener una concentración cercana a 50 ng/μL 

de ADN de cada muestra. 

 

Selección de loci 

 

Se utilizaron cebadores desarrollados para especies de perro doméstico, que 

hubieran sido utilizados con éxito en zorro de monte (Da Fontoura-Rodrigues et al. 2008) y 

Aguará guazú (Mannise et al. 2012) (Tabla 1).Los cebadores forward estaban marcados 

con fluorescencia. Fueron testeados en 5 muestras de zorro de monte, pertenecientes a 

diferentes poblaciones, en reacciones simples de un locus por PCR.  
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Tabla 1: Listado de los cebadores testeados en este trabajo,  se detalla el nombre del locus, la secuencia, el 

motivo repetido, el tamaño esperado en pares de bases (pb), el tipo de fluorocromo y la temperatura de 

anidamiento del cebador (Ta). 
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La reacción de PCR contenía 50 ng de ADN, 0,5 pM de cada cebador, y 5 μL de PCR 

Platinum Multimix, se adicionó agua hasta completar el volumen final de 10uL. Las 

condiciones de termociclado fueron 95ºC durante 2 minutos, luego 35 ciclos de: 95ºC por 

30 segundos, 60ºC por 90 segundos y 72ºC por 50 segundos, y finalmente 60ºC durante 30 

minutos. 

Para comprobar la amplificación se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 

2% (Invitrogen), utilizando TBE como buffer, teñido con Goodview, donde se corrieron4 μL 

de cada uno de los productos del PCR y 3 μL de una escalera de 50pb de ADN como escala.  

El tiempo de corrida fue de 120 min. a 120 V y 60 mA. Se comparó la distancia migrada por 

cada banda, con la escalera de 50pb, esto a su vez se comparó con el tamaño esperado 

para cada locus recogido de Da Foutoura-Rodriguez et al. (2008) y Manisse (2013) (Figura 

4). 

.  

 

Figura 4: Ejemplo de una electroforesis en gel de agarosa, donde se especifica la escalera de ADN (en pares 
de bases) y donde se observan las bandas de los loci amplificados. Se puede ver que los rangos de los 

tamaños van desde 75 pb a 250 pb. 

 

Los productos obtenidos se enviaron al servicio de análisis de fragmentos y 

secuenciación del Instituto Pasteur de Montevideo.  

Para analizar el tamaño de los fragmentos se utilizó el programa 

GeneMarkerV2.4.0®, (Figura 5). 
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Figura 5: Imagen del programa GeneMarker.  Donde se puede ver el patrón de picos de un microsatélite. En 
este caso el locus es heterocigota (dos alelos de 149 y 157 pares de bases). 

 

Se observó la eficiencia de amplificación, el patrón de amplificación y el tamaño de 

los alelos de cada locus para cada muestra, así como también el grado de polimorfismo de 

cada locus. De acuerdo con estas características, se hizo un ranking de los microsatélites 

estudiados y se seleccionó un set de microsatélites, con los cuales se desarrollaron 

reacciones multiplex, que permiten amplificar varios loci en una misma reacción de PCR. 

La selección de los pares de cebadores en cada multiplex se realizó teniendo en 

cuenta sus temperaturas de anidamiento, el tamaño promedio de los alelos de cada locus, 

y sus fluorocromos. De esta manera se logra una amplificación eficiente de distintos 

cebadores en una misma reacción y a su vez se logra una fácil discriminación de los loci en 

el genotipado en función de los tamaños y fluorocromos. 

Para testear la eficacia de los multiplex se realizaron reacciones de PCR con 5 

muestras de zorro de monte. 

En la reacción de PCR de cada multiplex las condiciones fueron similares a las 

reacciones previas, excepto que en este caso se agregó 0,5 pM de cada uno de los 

cebadores del multiplex y por lo tanto menos agua para completar el volumen. 
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Análisis de genética de poblaciones 

 

Los multiplex se utilizaron para amplificar 48 muestras de ADN de Cerdocyon 

thous, las cuales se genotiparon nuevamente con el programa Genemarker®. Se 

seleccionaron las muestras que permitía una cobertura de las localidades de Uruguay, con 

la finalidad de realizar una matriz para analizar.  

 

Errores de genotipado 

 

Para corregir errores de genotipado y ajustar frecuencias alélicas se utilizó el 

programa Microchecker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Dentro de los posibles errores 

en la determinación de los genotipos se encuentran: la presencia de alelos nulos, el 

tartamudeo, y la pérdida de alelos, conocido en inglés como “allele drop-out”.  

Los alelos nulos, son alelos que fallan en la amplificación por PCR a causa de una 

mutación en el sitio de unión con el cebador (Chapuis & Estoup 2007). 

El tartamudeo, es cuando la taq polimerasa no termina de amplificar algunos 

fragmentos generando picos de menor tamaño, lo cual resulta en dificultades para 

determinar si un individuo es homo o heterocigota para ese locus (Shinde et al. 2003). 

 Finalmente, la pérdida de alelos, significa que el alelo de mayor tamaño dentro de 

un locus heterocigota no amplifica tan bien como el alelo más chico, y aparece 

indetectable al momento de genotipar (Wattier et al. 1998). 

 

Equilibrio de Hardy-Weinberg 

 

Se analizó el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los loci de este 

conjunto de muestras, con el objetivo de determinar su neutralidad respecto a la 

selección natural. Esto es una condición importante para poder analizar si la población 

entera está en equilibrio, lo cual también se analizó. Un apartamiento del equilibrio podría 

significar la existencia de algún proceso de endogamia, migración, estructuración 

poblacional o efectos de deriva génica. Para ello se utilizó el software Genepop (Raymond 

&Rousset 1995) que utiliza el método de cadenas de Markov descrito por Guo & 

Thompson (1992). Se aplicó la corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples  

(Rice 1989) para aquellas muestras que mostraban un leve desvío del equilibrio. 
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Desequilibrio de Ligamiento 

 

Se estimó la probabilidad de desequilibrio de ligamiento entre los loci, es decir, si 

habían loci que estuvieran ligados y segregaran juntos en la meiosis, lo cual se separaría 

del supuesto de independencia entre loci. Esto tiene como consecuencia información 

redundante en el análisis. Para esto se utilizó nuevamente el programa Genepop (Rousset 

2009), que estima este parámetro por medio del test de chi-cuadrado. 

Se aplicó la corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples para los loci 

que en primera instancia del análisis aparecían como genéticamente ligados (Rice 1989). 

 

Contenido de información polimórfica 

 
Se analizó el Contenido de Información Polimórfica (PIC), definido como la 

probabilidad de que se pueda deducir, a partir del genotipo de la descendencia, de qué 

parental fueron heredados cada uno de sus alelos (Botstein et al. 1980; Guo & Elston 

1999). El polimorfismo de un marcador genético estará dado por el número y la frecuencia 

de alelos que presente (Cosse 2010). 

También se calculó la probabilidad de no exclusión parental (NE-1P, NE-2P, NE-PP), 

y la probabilidad de no exclusión para la identidad (P (ID)). La probabilidad de no exclusión 

parental, es la probabilidad de no excluir un  individuo como posible parental cuando no 

lo es, mientras que la probabilidad de no exclusión para la identidad, es la probabilidad de 

considerar como un mismo individuo a dos individuos distintos. La precisión de estos 

análisis se basa en el número de loci, su grado de heterocigocidad y la frecuencia de sus 

alelos (Cosse 2010; Kalinowski et al. 2007). El PIC de cada locus utilizado, así como del 

conjunto de loci,  y la probabilidad de no exclusión parental y para la identidad, fueron 

estimados utilizando el programa Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007; Marshall et al. 1998). 
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Estructuración poblacional 

 

Para evaluar la existencia de estructuración poblacional en el conjunto de 

muestras tomadas de Uruguay, se utilizó el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al. 

2000). El cual mediante el método Bayesiano estima el valor de máxima verosimilitud para 

k números de clústeres. Permite así estimar el grado de estructuración bajo el supuesto de 

que las poblaciones estudiadas están en equilibrio de Hardy-Weinberg (Earl 2012). 

El programa se corrió para k = 1 a 8, con 8 réplicas cada corrida, burning: 10000, y 

ciclos de Montecarlo de las cadenas de Markov: 25000. 

Se utilizó el programa Structure Harvester (Evanno et al. 2005), para determinar el 

número de clústeres presentes en el conjunto de muestras analizadas. Este programa 

utiliza diversos métodos para determinar el número de clústeres.  

Por un lado grafica el logaritmo de la máxima verosimilitud de los datos en función 

del valor de k. En el cual se elige el nivel de sub-estructuración (número de clústeres K) en 

función del que presenta la media del logaritmo de máxima verosimilitud mayor, junto 

con el menor desvío estándar (Cosse 2010). 

También utiliza un método basado en la tasa de cambio de segundo orden de la 

función probabilística para k. Esta aproximación llamada      k, puede ser calculada 

exclusivamente para k mayores a 1 (Manisse 2012; Evanno et al. 2005). 

 

Grado de endogamia 

 

Se estimó el estadístico Fis (Beebee & Rowe 2008) para ver el grado de endogamia 

de la población, el cual fue obtenido con el programa Fstat V2.9.3 (Goudet 2001). 

El grado de endogamia de una población mide el exceso de homocigotas en 

relación a lo esperado para el equilibrio de Hardy-Weinberg. Toma valores que van de 0 

(apareamiento al azar, sin endogamia ni exogamia) 1 (endogamia total, exceso de 

homocigotas), cuando toma valores negativos, corresponde a un déficit de homocigotas 

(exogamia). Está dado por: Fis = (He – Ho)/He, donde Ho es la heterocigosidad promedio 

observada y He es la heterocigosidad promedio esperada. 
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Tamaño efectivo de la población 

 
 

El tamaño efectivo de la población es el número de individuos que dejan 

descendencia, es afectado por el número de individuos de cada sexo, la proporción de 

individuos reproductivamente activos y el sistema de apareamiento. 

Se utilizó el programa NeEstimator v2.0 (Do & Waples 2014) para determinar el 

tamaño efectivo de la población basado en el método de desequilibrio de ligamiento de 

las frecuencias alélicas en la población (Hill 1981), lo cual tiene la ventaja de requerir de 

un solo muestreo de la población, a diferencia del método temporal (Nei & Tajima 1981; 

Waples 1989) que requiere de dos muestreos separados en el tiempo de una misma 

población.  

NeEstimator v2.0 permite evaluar el sesgo de los alelos que se encuentran en baja 

frecuencia, donde se estima el tamaño poblacional efectivo excluyendo alelos que se 

encuentran en baja frecuencia (por ejemplo: <0,01).  

England et al. (2006) demostró que el resultado tiene un sesgo importante cuando 

el número de muestras es menor al tamaño efectivo real de la población de estudio, para 

el cual Waples (2006), desarrolló una corrección para eliminar el sesgo. Esta corrección 

también fue realizada con el programa NeEstimator v2.0. 

Se estimó el tamaño efectivo de la población con este programa teniendo en 

cuenta que la especie es monógama y excluyendo del análisis los alelos con frecuencia 

menor a 0,01. 
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RESULTADOS 

 

Preparación de las muestras y amplificación de microsatélites 

Se extrajo con éxito ADN de 12 muestras de pelo de zorro de monte bajo el protocolo 
de Medrano (1990). Se realizaron con éxito 48 diluciones de ADN. 

Se logró establecer las condiciones necesarias para la amplificación de 16 de los 18 
microsatélites escogidos. Pez19 y FH2561 fueron los microsatélites que no se pudieron 
amplificar correctamente.  

 

Ranking de los microsatélites y desarrollo de multiplex 

 
Se descartaron AHTK253, FH2004, FH2054, FH2088 y REN169D01, a causa de un 

patrón confuso de amplificación, inherente al microsatélite, o a “ruido” debido a una baja 

especificidad de amplificación lograda bajo las condiciones ensayadas. 

Con los restantes 11 microsatélites, se determinaron tres conjuntos de tres loci y 

uno de dos, para hacer los multiplex (Tabla 2). 

 

Tabla 2: Multiplex diseñados, se detallan los nombres, tamaños esperados y fluorocromos de cada locus. 
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Estos multiplex se testearon en reacciones de PCR con 5 muestras de zorros. Si en 

la electroforesis aparecían las bandas de los loci, se consideró que estaban correctos para 

amplificar el resto de las muestras. 

Las bandas de los distintos loci de cada multiplex fueron observadas en la 

electroforesis, por lo tanto se procedió a la amplificación de 48 muestras de zorro de 

monte para los 11 loci seleccionados. Una vez descartados 12 ejemplares por baja 

eficiencia en la amplificación, se realizó una matriz de genotipos (Anexo 2) con un total de 

36 muestras que representan individuos tanto del norte como del sur del Río Negro 

(Figura 6). 

 

Figura 6: Mapa del Uruguay donde se indica con     el lugar de colecta de las 36 muestras utilizadas para este 

trabajo. Mapa realizado por Lucía Bartesaghi. 
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Errores de genotipado 

Se encontró una alta probabilidad de alelos nulos para 3 de los 11 loci, estos loci 

fueron: FH2132, FH2137 y REN105L03 (Tabla 3). Se ajustaron sus frecuencias genotípicas, 

según la corrección de Brookfield 1, generando una matriz ajustada. 

 

Tabla 3: Análisis de loci con presencia de alelos nulos en el programa Microchecker. 

 

 

Equilibrio de Hardy-Weinberg 

Los mismos tres microsatélites (FH2137, REN105L03, FH2132) se encontraban 

fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg de manera estadísticamente significativa, incluso 

luego de realizar la corrección de Bonferroni (Tabla 4). 

 

Tabla 4: Análisis del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus con el programa Genepop. En amarillo los 

tres loci con probabilidad significativa de estar fuera del equilibrio. 

 



 

 23 

Los loci fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg fueron eliminados del análisis. 

 Se volvió a analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg para el resto de las muestras y 

se aplicó la corrección de Bonferroni para el locus FH2226 y para el conjunto de muestras. 

Todos los loci así como el conjunto de muestras, se encontraron en equilibrio de Hardy-

Weinberg (Tablas 5 y 6). 

 

 

Tabla 5: Análisis de Hardy- Weinberg para cada locus y para el conjunto de loci, luego de descartar los loci 

que estaban fuera del equilibrio FH2132, FH2137, REN105L03. 

 

 

 

Tabla 6: Análisis de Hardy-Weinberg con las correcciones de Bonferroni, para el locus 2226 y para la 

población. En ambos casos, luego de la corrección, se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. 
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Desequilibrio de ligamiento 

Luego de realizar la corrección de Bonferroni, ningún par de loci dio altamente 

significativo y se los pudo considerar a todos independientes entre sí. 

 

Contenido de información polimórfica 
 
El set de microsatélites tuvo un valor medio de PIC de 0,7508, el cual se puede 

considerar alto.  
La heterocigocidad esperada promedio fue de 0,7883.  
La diversidad alélica fue de 10,75 alelos/locus, presentando un rango entre 4 y 17 

alelos por locus.  
La probabilidad de no exclusión parental para el primer padre (NE-1P) fue de 

0,007, para el segundo padre (NE-2P) fue de 0,00034, y para el par parental (NE-PP) fue de 
1x10-6.  

La probabilidad combinada de no exclusión para la identidad (P(ID)) fue 2,4 x10-10, 
(Tabla 7). 

 
 
 

Tabla 7: Resultados del programa Cervus, en donde se muestra para cada locus: el número de alelos (k), el 
número de individuos genotipados (N), la heterocigocidad observada (HObs) y esperada (HExp), el contenido 
de información polimórfica (PIC), las probabilidadesde no exclusión para el primer parental (NE-1P), segundo 

parental (NE-2P), ambos parentales (NE-PP) e identidad (NE-I). 
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Estructuración poblacional 

  

Mediante el gráfico del logaritmo de la máxima verosimilitud de los datos en 

función del valor de k, se observa que el número de clústeres con mayor valor de máxima 

verosimilitud y menor desvío estándar es K=1 (Figura 7). 

Mediante el método basado en la tasa de cambio de segundo orden de la función 

probabilística para k , se observa que el número de clústeres que mejor se adecua a los 

datos es K=3 (Figura 8). 

Al observar en el programa Structure las probabilidades de cada individuo de 

pertenecer a cada clúster (para k=3) se observa que estas probabilidades son iguales para 

más de un clúster (Figura 9). 

 

 

 

Figura 7: Gráfica de los valores medios de LnP(D) (máxima verosimilitud) y el desvío estándar obtenido,en 
función de los distintos modelos de clústeres (K). 
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Figura 8: Gráfica de la tasa de cambio del LnP(D) (    K), en función de los distintos modelos de clústeres (K). 

 

 

Figura 9: Gráfico de barras de la probabilidad (0 a 1) de cada individuo (1 a 36) de pertenecer a cada uno de 

tres clústeres (azul, verde y rojo). 
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Grado de endogamia 

 

 El valor de endogamia hallado para el conjunto de muestras fue de 0,123 (Tabla 8). 

 

Tabla 8: Resultados del análisis del grado de endogamia para cada locus y para el conjunto de loci, con el 

programa Cervus. 

 

 

Tamaño efectivo de la población 

El tamaño efectivo de la población fue de 715 individuos, con un intervalo de 

confianza de 95%. (Tabla 9). 

 

Tabla 9: Resultados del número efectivo de la población, calculado bajo el modelo del desequilibrio de 
ligamiento, con el programa NeEstimator. 
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DISCUSIÓN 

 

Se lograron amplificar exitosamente las muestras de zorro de monte. Se utilizó 

ADN proveniente de tejidos y de fecas, las amplificaciones del ADN en el segundo caso 

fueron menos eficaces, pero se logró una eficiencia aceptable. Esto es porque las fecas 

contienen ADN con una mayor degradación que cuando se trabaja con tejidos o sangre, 

además contienen ADN de microorganismos, plantas y otros animales que pudieron ser 

ingeridos por el animal.  

La colecta de fecas es una herramienta muy importante al momento de estudiar 

genéticamente una población, puesto que nos permite realizar muestreos sin necesidad 

de observar al individuo ni de tener que manipularlo (Kohn et al. 1999). Con el buen 

establecimiento de las condiciones para la amplificación de ADN, se pueden sortear las 

problemáticas del ADN obtenido por muestreo no invasivo mencionadas anteriormente. 

Puesto que muchas veces el ADN se obtiene de esta forma, el resultado es un aumento en 

el número de muestras de ADN para realizar el estudio. En este estudio en particular, la 

utilización de las fecas hizo posible la utilización de ADN de varios individuos del 

Departamento de Rocha. 

Para economizar esfuerzos y costos, se amplificaron varios fragmentos por 

reacción de PCR (multiplex) con resultado positivo, puesto que se pudo identificar los 

diferentes fragmentos, y no hubo problemas de interferencia o inhibición como podría 

haber ocurrido. 

Luego de ajustar las frecuencias alélicas de FH2137, REN105L03 y FH2132,los 

mismos tres microsatélites estaban fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg, así como 

también el conjunto de muestras. Esto puede ser debido a que esos loci están ligados a 

algún gen sometido a selección o a un sesgo producto de resultar bajo el número de 

muestras utilizadas, tal vez aumentando este número este resultado cambie (Mannise 

2009). En el caso particular de FH2137, ya había sido detectado fuera del equilibrio de 

Hardy-Weinberg por los autores Da Foutoura-Rodriguez et al. (2008). 

Luego de descartar esos tres loci, se volvió a realizar el mismo análisis, obteniendo 

que todos los microsatélites así como también el conjunto de muestras analizadas tienen 

una probabilidad significativa de estar en equilibrio de Hardy-Weinberg.  

Una población se considera que está en equilibrio Hardy-Weinberg para un locus si 

la proporción de genotipos observados en la población puede ser completamente definida 
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por las frecuencias alélicas esperadas del locus para el equilibrio. Para mantener el 

equilibrio Hardy-Weinberg se debe cumplir varios supuestos: los apareamientos deben ser 

aleatorios, no deben estar actuando la selección, mutación y migración, la población debe 

ser infinitamente grande (se descarta el efecto de la deriva) y no pueden existir 

diferencias en las frecuencias alélicas entre sexos (Montenegro, 2012). Por lo tanto 

podemos decir que nuestro conjunto de muestras pueden estar en mayor o menor 

medida dentro de estos supuestos. 

Ningún loci resultó ligado a otro, lo cual significa que la información que aporta 

cada locus al análisis es independiente y aporta información para cualquier estudio 

poblacional que se quiera realizar con este set de microsatélites. 

El conjunto de 8 microsatélites analizados tiene un alto contenido de información 

polimórfica, siendo este de 0,75. Esto significa que es adecuado e informativo para ser 

utilizado en estudios poblacionales, puesto que provee de buena calidad informativa. Las 

probabilidades de no exclusión de parentales así como también la de no exclusión para la 

identidad resultaron ser bajas, esto significa que este set también sirve para realizar 

análisis de parentesco y de identificación individual con una elevada confiabilidad de los 

resultados.  

Respecto a la estructuración poblacional, se obtuvieron dos resultados por dos 

métodos distintos, el método del logaritmo de la máxima verosimilitud y el método 

basado en la tasa de cambio de segundo orden de la función probabilística K. Según 

Evanno et al. (2005), el método del logaritmo de la máxima verosimilitud, por el cual se 

calcula el número de clústeres más probable dentro de la muestra, puede dar resultados 

erróneos. Ellos sugieren un método basado en la tasa de cambio de segundo orden de la 

función probabilística K. Esta cuantificación es llamada    K.  

Los resultados bajo el primer método sugirieron que no había diferenciación 

genética entre las muestras como para establecer más de un clúster. Por otra parte, los 

resultados bajo el segundo método sugirieron que el número más probable de clústeres 

para ese conjunto de muestras era 3.  

El programa Structure también asigna las probabilidades de cada individuo de 

pertenecer a cada clúster. Al analizar las probabilidades para el modelo de 3 clústeres, se 

observan iguales probabilidades para cada individuo de pertenecer a cualquiera de los 

tres grupos.   

En muchas situaciones,    K resulta un buen estimador para identificar el correcto 

número de clústeres, pero no debe ser utilizado exclusivamente. Ya que es importante 
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resaltar que en este modelo no se incluye el escenario con un único clúster, y por tanto 

falla al identificar el mejor K cuando es 1 (Evanno et al. 2005). 

Por estas razones, se opta por el resultado de 1 clúster para la matriz analizada.  

El valor de endogamia hallado para el conjunto de muestras fue de 0,123. Este 

resultado, aunque cercano a 0, indica que hay un cierto exceso de homocigotas. 

Igualmente podemos decir que la población está cercana a un régimen de apareamientos 

al azar más que a un régimen de endogamia.  

Algunos de los factores que pueden contribuir a una menor heterocigosidad que la 

esperada son la consanguinidad, subdivisión de la población, presencia de alelos nulos, o 

falta de neutralidad relativa a la selección (Revidatti 2009). De los factores mencionados 

anteriormente, se descarta la presencia de alelos nulos o falta de neutralidad relativa a la 

selección, puesto que el primer caso se descartó luego de analizar la matriz de los 

genotipos con el programa Microchecker, y el segundo caso fue descartado luego de 

eliminar los loci que estaban fuera del equilibrio, dejando solamente para el análisis los 

que se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, considerándolos neutrales frente a 

la selección. Respecto a subdivisión poblacional, no hubo evidencias de que la haya, pero 

no se descarta, puesto que el análisis podría arrojar diferentes resultados si se aumenta el 

número de muestras. Podría existir algún nivel más bajo de sub estructuración como son 

los demes y eso explicaría que el valor de Fis sea levemente distinto de cero (Manisse 

2009). 

Se calculó el tamaño efectivo de la población, basado en que la especie es 

monógama. El resultado fue de 715 individuos. El área en el cual pueden vivir los zorros en 

el territorio uruguayo, se estimó en 173.230 km2, descartando cuerpos de agua lenticos, 

áreas urbanas, aeródromos y aeropuertos, áreas industriales, áreas portuarias y canteras 

de minería. Esto es lo mismo que un zorro reproductivamente activo cada 242 km2, 

Bartesaghi comm pers.  

Es importante aclarar que el tamaño efectivo de la población siempre es menor al 

tamaño poblacional, y que depende de éste, de la proporción de sexos y del régimen 

reproductivo. Sería posible sabiendo la proporción de sexos y el número efectivo de la 

población, calcular un estimativo del tamaño poblacional. 

Sabiendo que su densidad abarca entre 1 y 6 individuos por km2 (MacDonald & 

Courtenay 1996; Eisenberg et al. 1979), y aunque seguramente los zorros no se 

distribuyan por igual en todas las zonas del país, el resultado de 715 individuos 

reproductivamente activos, sugiere que el número está subestimado. England et al. (2006) 
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demostró que el resultado tiene un sesgo importante cuando el número de muestras es 

menor al tamaño efectivo real de la población de estudio. A pesar de que el programa 

realiza algunas correcciones para subsanar este error, probablemente se pueda obtener 

un número más ajustado aumentando el tamaño muestral. 
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CONCLUSIONES FINALES 

 Es posible amplificar microsatélites de zorro de monte con cebadores diseñados 

para amplificar microsatélites de perro doméstico. 

El set de 8 microsatélites (FH2140, FH2848, FH2535, FH2226, FH2018, FH2328, 

FH2001, FH2010), es suficientemente polimórfico para realizar análisis de ecología 

molecular en poblaciones de Cerdocyon thous.  

Respecto al estudio poblacional realizado, es recomendable realizar el mismo 

estudio ampliando el número de muestras para tener resultados más ajustados. Se puede 

considerar este estudio como un primer acercamiento al estado genético de C. thous en 

nuestro país, el cual puede servir como guía para posteriores estudios. 

Es inminente estudiar el estado de conectividad del paisaje uruguayo, y realizar 

planes de manejo y pautas para el ordenamiento territorial, con el objetivo de conservar 

la biodiversidad de nuestro territorio. Para ello será importante el estudio de las 

diferentes especies de nuestro país, entre ellas Cerdocyon thous. El set de microsatélites 

caracterizado en esta tesis demostró ser una herramienta poderosa para el análisis de 

poblaciones uruguayas de esta especie, para lograr un mayor entendimiento de su 

dinámica poblacional, al momento de tomar decisiones adecuadas para la conservación 

de la naturaleza.  
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ANEXOS 

Anexo 1: Protocolo de Medrano para extracción de ADN de tejidos 

 
DIA1 

 
EXTRACCIONDEADN(tejidosMedranoetal.,1990) 
 

1.    Cortartejidocon materialestéril 
2.    Colocareneppendorf 
3.    Centrifugo1min.sila muestrafue conservadaenalcoholparaeliminarlo. 
4.    Se lavaconbufferSTE1ml. 
5.    Centrifugo1 min. 
6.    DescartoelSTE 
7.    Agregarbufferdelisis(550ul)+proteinasaK(10mg/ml)(20ul) 
8.    Dejarenbañoa 55 °C conagitacióndoshoras,oa 37°Cportodalanoche 

 
Bufferde lisis 
50mMTrisHCl,pH8,0;50mMEDTA,pH8,0;1%SDS;100mMNaCl;1%betamercaptoetanol 

 
BufferSTE 
VerManiatis 

 
DIA2 
1.    Adicionar5,5 ul.RNAsaAydejarincubando1 horamasa 55°C 
2.    Centrifugar14.000rpmpor10min. 
3.    Transferirsobrenadanteaotroeppendorffymedir(ul.) conla pipeta 
4.    AgregarNaCl,lotenemosa5M,ylotengoque llevara 2M 

 
Vi =Vf(Sobrenadante)x2(Concentraciónfinal)=x 

5 (Concentracióninicial) 

Hacertabla 
 

N° individuo V.ini V.iniX0.66 V.ini+V.NaCl (V.ini+V.NaCl)/2 V.c/tubo*2 
  V.NaCl  c/tubo V.Etanol 
 p.3 p.4  p.7 p.8 

 

5.    Vortexear5seg.cadamuestra 
6.    Centrifugar14000rpmdurante30min. 
7.    Distribuírelsobrenadanteen dostubosependorff(aprox.400ul.cada uno) 

8.    Adicionarel  doble  en volumende Etanol  absoluto  frío  (aprox.  800ul.)  en  este momentose 
deberíaobservarelADN 

9.    Se dejaprecipitandoenlaheladeratoda la noche 
 

DÍA3 
1.    Centrifugar30 min.amáximarpm 
2.    Desecharsobrenadante 
3.    Adicional1mlde Alcohol70% 
4.    Centrifugar5min.a6000 rpm-descartarsobrenadante 
5.    Adicional1mlde Alcohol70% 
6.    Centrifugar5min.a6000 rpm-descartarsobrenadante 
7.    Incubar30min.a 37°Cohasta secar 
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8.    Agregar50ul1xTE(TrisEDTAo aguadestilada) 

 

Anexo 2: Matriz generada del genotipado de 36 individuos de Cerdocyon thous, en la que se puede observar 

el tamaño de los dos alelos de cada locus para cada individuo. 

 

 


