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RESUMEN 

 
El ciervo de los pantanos (Blastocerus dichotomus) es el mayor cérvido autóctono de Sudamérica. Se 

distribuye desde el centro-oeste y sur de Brasil, Paraguay, este de Bolivia y una pequeña porción del 

sureste de Perú, hasta el noreste de Argentina, estando extinto en Uruguay. En la Argentina se distribuía 

históricamente a lo largo de los ríos Paraguay, Paraná, algunos de sus afluentes y el bajo río Uruguay, 

incluyendo los esteros del Iberá y el delta del río Paraná. Actualmente, a causa de la caza y la 

modificación de su hábitat, se encuentra restringido a algunas localidades de las provincias de Formosa, 

Chaco, Corrientes, Entre Ríos, Buenos Aires y Santa Fe. El estudio de la estructura genética de 

poblaciones naturales presenta una fuerte tradición dentro de la Genética para la Conservación. La 

diferenciación entre poblaciones se inicia por la restricción al flujo génico: al eliminarse el intercambio 

de genes, el nivel esperado de divergencia entre poblaciones será proporcional a la cantidad de tiempo 

que ha pasado desde que compartieron un ancestro común. Es particularmente desafiante la tarea de 

determinar si una población constituye un linaje evolutivo independiente, especialmente en grupos 

compuestos por linajes que se han separado recientemente. Esto es importante para determinar si se ha 

reducido el potencial evolutivo de la especie en esas poblaciones, y determinar el riesgo de extinción 

local para elaborar pautas de manejo. La Ecología Molecular utiliza los loci microsatélites para una 

amplia gama de estudios que van desde el análisis de baja diferenciación genética entre subpoblaciones 

hasta la taxonomía. Antiguamente, los microsatélites se desarrollaban mediante bibliotecas genómicas 

de E. coli; desde hace una década y de forma creciente, mediante secuenciación genómica por NGS 

(Next Generation Sequencing). Las plataformas de secuenciación de NGS son de muy alto rendimiento, 

lo que ha agilizado enormemente el diseño de microsatélites. Hasta hace poco tiempo, 

independientemente del método de diseño, sólo una pequeña parte de los loci hallados podía 

caracterizarse. Amplicon Sequencing permite el análisis simultáneo de un número significativamente 

mayor que lo que normalmente puede permitirse un proyecto de investigación que prueba y optimiza 

los marcadores por PCR. La Filogeografía surgió en respuesta a la búsqueda de un marco espacial y 

temporal en el cual dilucidar la historia evolutiva de las especies. Su objetivo principal es el estudio de 

los principios y procesos que gobiernan la distribución geográfica de los linajes, especialmente 

intraespecíficos. En el presente trabajo de tesis se diseñaron 18 marcadores microsatélites y 6 

mitocondriales, y se estudió genéticamente a B. dichotomus con el objetivo de aportar información útil 

para la conservación de la especie en Sudamérica, en particular la población más austral y más 

amenazada, la del Delta del Paraná, utilizando muestras no invasivas colectadas en el campo. Los 

resultados muestran la existencia de estructura genética en Argentina que separa las poblaciones Esteros 

del Iberá, Formosa y Delta del Paraná. Esta última está compuesta por 3 núcleos poblacionales que 

conforman una metapoblación. Además, a nivel de Sudamérica se observa un patrón de expansión 

reciente desde Brasil con una concordancia geográfica total de los haplotipos. La población del Delta 

habría permanecido aislada de las poblaciones del norte durante el último máximo glacial, resultando 

en un proceso evolutivo diferente que actualmente se refleja en una mayor divergencia con respecto al 

resto de las poblaciones. Los resultados aquí presentados, especialmente los hallados en la población 

del Delta del Paraná, podrán ser utilizados para el diseño de estrategias de conservación de la especie 

de estudio, emblema de los humedales sudamericanos que además se considera “especie paisaje” por 

su gran porte y capacidad de movimiento. 
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ABSTRACT 

 

The marsh deer (Blastocerus dichotomus) is the largest native deer in South America. It is distributed 

from west-center and south of Brazil, Paraguay, east of Bolivia and a small portion of the southeast of 

Peru, to northeast Argentina, and is considered extinct in Uruguay. In Argentina it was historically 

distributed along the Paraguay and Paraná rivers, some of their tributaries and the lower Uruguay river, 

including the Iberá estuaries and the Paraná River delta. Currently, due to hunting and the modification 

of its habitat, it is restricted to some localities in the provinces of Formosa, Chaco, Corrientes, Entre 

Ríos, Buenos Aires and Santa Fe. The study of the genetic structure of natural populations has a strong 

tradition within Conservation Genetics. Differentiation between populations begins with restriction to 

gene flow: when gene exchange is interrupted, the expected level of divergence between populations 

will be proportional to the amount of time that has passed since they shared a common ancestor. The 

task of determining whether a population constitutes an independent evolutionary lineage, which has 

achieved an irreversible evolutionary separation from another population, is particularly challenging, 

especially in groups composed of lineages that have diverged recently. It is important to analyze if the 

evolutionary potential of the species has been reduced in these populations, and to determine the risk of 

local extinction in order to develop management guidelines. Molecular Ecology uses microsatellite loci 

for a wide range of studies from analysis of low genetic differentiation between subpopulations to 

taxonomy. In the past, microsatellites were developed using E. coli genomic libraries; during the last 

decade is has been increasingly achieved by genomic sequencing by NGS (Next Generation 

Sequencing). NGS sequencing platforms are very high throughput tools, which have greatly streamlined 

microsatellite design. Until recently, regardless of the design method, only a small part of the found loci 

could be characterized. Amplicon Sequencing enables the simultaneous analysis of a significantly 

greater amount of markers than a research project can normally afford when testing and optimizing 

markers by PCR. Phylogeography arose in response to the search for a spatial and temporal framework 

in which to elucidate the evolutionary history of species. Its main objective is the study of the principles 

and processes that govern the geographic distribution of lineages, especially intraspecific ones. In this 

thesis, 18 microsatellite markers and 6 mitochondrial markers were designed, and B. dichotomus was 

genetically studied with the aim of providing useful information for the conservation of the species in 

South America, in particular the southernmost and most threatened population, the one from the Paraná 

Delta, using non-invasive samples collected in the field. The results show a genetic structure in 

Argentina between Esteros del Iberá, Formosa and Delta del Paraná. The latter is composed of 3 

population nuclei that constitute a metapopulation. In addition, at the South American level, a recent 

expansion pattern is observed in Brazil with a total geographic concordance of the haplotypes. The 

population of the Paraná Delta seems to have been isolated from the northern ones during the Last 

Glacial Maximum, based on its greater genetic divergence from the rest of the populations. The results 

presented here, especially those found for the population of the Paraná Delta, may be used to design 

conservation strategies for the study species, an emblem of South American wetlands that is also 

considered a “landscape species” due to its large size and ability to move. 
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GLOSARIO 

 

-Alelos falsos: artefactos ocurridos durante la amplificación de un microsatélite en los que la señal 

muestra un alelo que no es verdadero. 

 

-Allelic dropout: error de genotipado que ocurre cuando uno de los alelos en un heterocigota es excluído 

azarosamente al tomar alícuotas de templado para la reacción de PCR. Este error es más común en 

muestras de baja cantidad y calidad de ADN. 

 

-Alelos nulos: error ocurrido por la imposibilidad de amplificar un alelo que tiene mutaciones en las 

regiones flanqueantes. Como consecuencia, algunos individuos parecerán homocigotas, cuando no lo 

son. 

 

-Contig: secuencia consenso de ADN formada por dos o más segmentos que fueron secuenciados y 

superpuestos. 

 

-Indel: abreviación de “inserción o deleción” que se aplica a la diferencia observada entre dos o más 

secuencias en las que no se puede aseverar cuál de esas dos mutaciones ha ocurrido.  

 

-Large allele dropout: error de genotipado que ocurre cuando un individuo heterocigota presenta un 

alelo considerablemente mayor a otro y se produce una amplificación preferencial del alelo más corto. 

 

-MIDs: abreviación para “Molecular Identifiers”. Son secuencias cortas de 6-8 pares de bases que se 

adicionan por PCR a los extremos de los fragmentos a secuenciar. Los fragmentos pertenecientes a cada 

individuo recibirán la combinación única de un “índice 1” en un extremo y un “índice 2” en el otro 

extremo. De esta manera, todos los individuos de un proyecto pueden mezclarse en la misma placa de 

secuenciación. 

 

-Read: secuencias cortas producidas a partir de la secuenciación de un fragmento de ADN que tiene 

adaptadores ligados en sus extremos. 

 

-Tartamudeo: patrón observado en la señal de un microsatélite, que se forma por la presencia de 

fragmentos amplificados de manera incompleta, y por lo tanto más cortos que el fragmento del alelo 

buscado. 
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-2x250 paired ends: se refiere al procedimiento que realiza un secuenciador Illumina, en el que los 

fragmentos de ADN son secuenciados por ambos extremos en reads de 250 pares de bases. Esta 

información es retenida y luego el fragmento puede reconstruirse. Existen diferentes secuenciadores 

que tienen la capacidad de generar reads de diferentes tamaños. Por ejemplo, 2x150 paired ends.  
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ANTECEDENTES 

 

 

 
 

 

Foto: Cristian Durante  
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El ciervo de los pantanos  

  

El ciervo de los pantanos (Blastocerus dichotomus, Illiger, 1815) es el único representante de 

su género y se distribuye en Sudamérica, donde existen otros cuatro géneros de cérvidos: Ozotocerus, 

Hippocamelus, Pudu y Mazama. B. dichotomus es la especie sudamericana de mayor tamaño (Cabrera 

y Yepes, 1940), contando con una altura de aproximadamente 120 cm, una longitud de hasta 170 cm, y 

un peso en adultos de hasta 150 kg (Pinder y Grosse, 1991). Este ciervo se distingue de los otros ciervos 

sudamericanos especialmente por sus orejas grandes y conspicuas, sus largas patas adaptadas a 

ambientes pantanosos y, en los machos adultos, una robusta cornamenta con ramificación dicotómica 

(Hofman et al. 1976), (Figura 1). 

 

Figura 1. Ejemplar macho de Blastocerus dichotomus de Reserva el Bagual, Formosa. Foto: María 

de las Mercedes Guerisoli. 
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Típicamente, el ciervo de los pantanos habita zonas pantanosas tropicales y subtropicales como 

las planicies aluviales con pulsos de inundaciones, pajonales inundables, lagunas bien vegetadas y 

esteros con embalsados 

(Piovezan et al., 2010). 

Su distribución original 

abarcaba un área 

continua entre el sur de 

la selva amazónica y 

parte del sudeste 

brasileño, oeste y 

extremo norte de 

Uruguay, nordeste de 

Argentina, centro y este 

de Paraguay, norte y 

este de Bolivia y una 

pequeña parte del sur 

de Perú (Figura 2).  

Hoy en día su 

distribución se limita a 

algunas poblaciones 

ubicadas en la cuenca 

del Amazonas en el 

sudeste de Perú y 

nordeste de Bolivia, en 

el nordeste y sudeste de Brasil, en la zona del Pantanal que pertenece a Brasil, Paraguay y Bolivia y en 

la cuenca alta y Delta del Río Paraná en Argentina (Piovezan et al., 2010; Parera, 2002; D’Alessio et 

al. 2001; Chebez, 1994). Se lo considera extinto en Uruguay (Parera, 2002; Chebez, 1994) (Figura 2).  

Condicionados por los niveles variables de agua de estos ecosistemas, se desplazan 

estacionalmente. Además, son excelentes nadadores, lo que les permite cruzar ríos anchos y caudalosos, 

como el Paraná Guazú o el Paraná de las Palmas en el Delta del Paraná. Se alimentan principalmente 

de la vegetación acuática de estos ambientes que habitan, como pueden ser las Cyperaceas. Son muy 

hábiles para pasar desapercibidos al permanecer inmóviles recostados entre los pajonales. 

 Si bien escasean los estudios comportamentales, es bien sabido que es un animal solitario que 

ocasionalmente puede observarse en dúos macho-hembra, macho-macho o hembra-cría (Chebez et al., 

2005; Beccaceci, 1994; Tomas, 1986; Schaller y Vasconcelos, 1978; Nogueira Neto, 1973; Cabrera y 

Yepes, 1940; Miller, 1930) (Figura 3). 

 

Figura 2. Distribución histórica (en rojo) y actual (en amarillo) de B. 

dichotomus en Sudamérica. Fuente: Duarte et al., 2016.  
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Figura 3. Una hembra junto a su cría recorre un predio forestal en el Delta del Paraná. Foto: 

Diego Varela  

 

 

La especie en Argentina 

 

En la Argentina, B. dichotomus se distribuía a lo largo de los ríos Paraguay, Paraná, algunos de 

sus afluentes y el bajo río Uruguay, incluyendo los esteros del Iberá y el delta del río Paraná. 

Actualmente, a causa de la caza y la modificación de su hábitat, se encuentra restringido a algunas 

localidades de las provincias de Formosa, Chaco, Corrientes, Entre Ríos, Buenos Aires y Santa Fe, 

siendo las poblaciones de los Esteros del Iberá (Corrientes), este de Formosa y Delta del Paraná (Buenos 

Aires y Entre Ríos) las más importantes del país (De Angelo et al., 2011; Lartigau et al., 2009; Varela, 

2003; D’Alessio et al., 2001) (Figura 4). 
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 Algunas de las poblaciones actuales de la especie se encuentran total o parcialmente dentro de 

áreas protegidas. En Corrientes, el 

ciervo de los pantanos se encuentra en 

el Parque Nacional Iberá y Parque 

Nacional Mburucuyá, dependientes de 

la Administración de Parques 

Nacionales (APN, MAyDS). En 

Buenos Aires, dentro de la Reserva de 

Biosfera de San Fernando, 

dependiente del Municipio de San 

Fernando y en el Parque Nacional 

Ciervo de los Pantanos (APN). En 

Formosa se encuentra en la Reserva 

Privada El Bagual. En Chaco y Santa 

Fe se lo puede encontrar en dos sitios 

RAMSAR: Humedales de Chaco, 

dependiente de la Provincia de Chaco, 

y en Santa Fe en el Sitio Ramsar 

Jaaukanigas, dependiente de la 

provincia de Santa Fe. La Red de sitios 

RAMSAR está formada por aquellos 

humedales considerados de 

importancia internacional en el marco 

de la Convención sobre Humedales 

firmada en el año 1971 en Irán 

(https://www.argentina.gob.ar/ambiente/agua/humedales/sitiosramsar). Finalmente, la provincia de 

Entre Ríos no posee actualmente áreas protegidas con presencia de la especie. 

 La especie ha sido declarada Monumento Natural en Corrientes (decreto 1555/92), Chaco 

(decreto 4306/97), Entre Ríos (Resolución 852/15) y Buenos Aires (decreto 12209/98, aún sin 

reglamentar). La categoría de Monumento Natural confiere a la especie el máximo nivel de protección 

legal. La especie también está protegida a nivel nacional por la Ley de Protección y Conservación de 

Fauna Silvestre (Ley. 22.421/81 SAyDS-Decreto reglamentario 666/97 y Resol. 513/97 SAyDS), 

mediante la cual se prohíbe en todo el territorio nacional su caza, captura y comercialización, así como 

también la comercialización de sus productos y subproductos, y está declarada como especie en peligro 

de extinción por la Resolución 1030/04 de la SAyDS. Sin embargo, la aplicación de estas normativas 

se ve seriamente afectada por la falta de recursos económicos y humanos que se requieren para 

garantizar su cumplimiento (D’Alessio, 2016). 

Figura 4. Distribución histórica aproximada (verde) y actual 

(gris) de B. dichotomus en Argentina: 1) Esteros del Iberá y 

áreas aledañas, 2) Formosa, 3) Paraná Medio (Santa Fe-

Chaco-Corrientes), 4) Delta del Paraná. Imagen elaborada en 

base a D’Alessio et al., 2018. 
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La Lista Roja de los mamíferos de Argentina, categorizados en el año 2019, posee detalles 

acerca de las distintas poblaciones, en particular su estado de conservación y las acciones de manejo 

que se están llevando a cabo en las mismas (http://cma.sarem.org.ar/es/especie-nativa/blastocerus-

dichotomus). Entre otras cosas, determina cuáles son las principales amenazas para la especie, siendo 

las principales la pérdida y fragmentación del hábitat, la caza ilegal y las inundaciones (Pereira et al., 

2019). 

  

 

Antecedentes de investigación y conservación sobre la especie en el Delta del Paraná 

 

El Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de la Nación está liderando la creación de 

un Inventario Nacional de Humedales, con el fin de gestionar estos ecosistemas, en el marco de lo 

establecido por la Ley General del Ambiente (25675) y la Convención sobre los Humedales (Ley 23919 

y modif.). Nuestro país posee seis grandes regiones de humedales: Cuenca del Plata, Chaco, Pampas, 

Patagonia, Puna y Zona Costera Patagónica. Dentro de estas regiones, 22 humedales están incluidos 

como sitios RAMSAR, es decir, de importancia internacional. Uno de ellos es el Delta del Paraná.  

Los primeros estudios de B. dichotomus en la zona del Delta del Paraná se hicieron en el año 

1989, y tuvieron como objetivo la localización de los núcleos poblacionales (Pereira et al., 2018). Estos 

trabajos se realizaron dentro del marco más general de estudio del estado de todas las poblaciones 

argentinas de ciervo de los pantanos para identificar los problemas de conservación que pudieran estar 

afectándolas.  

En 1995, la Asociación para la Conservación y el Estudio de la Naturaleza (ACEN) crea el 

Proyecto Ciervo de los Pantanos (PCP). Este proyecto llegó a contar con el apoyo de la Dirección 

Nacional de Fauna y del Conservation Leadership Programme. PCP estudió la distribución de la especie 

en el bajo Delta del Paraná, estimó abundancias relativas y determinó las mayores amenazas para la 

especie en el área (Varela, 2003; D’Alessio et al. 2002; Varela et al. 1998; D’Alessio et al. 1997): la 

caza furtiva y las inundaciones extraordinarias (Varela, 2003; D´Alessio et. al, 2002; Dellafiore y 

Maceira, 1998). Una descripción más exhaustiva sobre la distribución de la especie en el Delta se realiza 

en el Capítulo 2 de esta Tesis.   

Encuestas realizadas entre 1997 y 1999 por integrantes del PCP revelaron que el 60% de la 

población isleña no sabía que el ciervo de los pantanos era una especie amenazada de extinción ni 

tampoco que su caza estaba penada por la ley. La caza de ciervos obedece en la cultura isleña a 

costumbres profundamente arraigadas a través de las generaciones, siendo el consumo de su carne una 

motivación menor a la hora de ejercer esta práctica. Sumado a esto, la probabilidad de un ciervo de ser 

cazado aumenta durante las inundaciones extraordinarias, ya que se refugian de las crecidas en las zonas 

más altas, lo cual los deja más expuestos ante los cazadores. Durante la gran inundación de 1998, se 

determinó, también por estas encuestas, que más de 200 ejemplares habían sido cazados en un período 

http://cma.sarem.org.ar/es/especie-nativa/blastocerus-dichotomus
http://cma.sarem.org.ar/es/especie-nativa/blastocerus-dichotomus
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/ley-25675-79980
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/ley-23919-319
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/ley-25335-64959
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de sólo 6 meses. Bajo este escenario, comenzaron varias iniciativas que incluyeron la creación de áreas 

protegidas (por ejemplo, la Reserva de Biósfera Delta del Paraná MAB-UNESCO, de 900 km2) (Pereira 

et al., 2018). Sin embargo, el impacto real de estas medidas sobre la población de ciervos no pudo ser 

evaluado. 

Los humedales son ecosistemas fundamentales para el ser humano, dado que son proveedores 

de numerosos bienes y servicios ecosistémicos. Sin embargo, uno de los principales problemas que 

enfrentan los humedales en la actualidad es la continua modificación e intervención antrópica, a veces 

irreversible, y por ello son considerados los ecosistemas más amenazados del planeta (Blanco y Méndez 

(eds.) 2010). 

Sumado a las amenazas más tradicionales a las que fue sometido el ciervo durante el siglo XX, 

en las últimas décadas se agregó la expansión de los sistemas masivos de producción por endicamiento 

(Varela, 2003; D´Alessio et. al, 2002; Dellafiore y Maceira, 1998), el ingreso de gran cantidad de 

cabezas de ganado para el desarrollo de sistemas netamente ganaderos o silvopastoriles (Sica et al. 

2016), la quema de grandes pajonales y bosques y la presencia del ciervo invasor asiático Axis axis 

(Giraudo et al., 2006).  

Los endicamientos constituyen una de las formas más extendidas de intervención, y se 

relacionan con el cambio de actividades económicas de la región. Procuran eliminar las inundaciones 

periódicas, provenientes mayoritariamente del río Paraná. Del total de la superficie del Delta, los 

endicamientos debidos a la producción forestal de grandes empresas (ya que en general la producción 

familiar está asociada a zanjas y canales) crecieron del 2% en 1970 al 7% en el año 2000. La superficie 

endicada responde en un 70%, aproximadamente, a la actividad forestal de grandes empresas (Kandus 

y Minotti, 2010). La ganadería es la segunda actividad en cantidad de hectáreas endicadas, mientras que 

el crecimiento urbano no genera significativamente este tipo de intervención.  Los endicamientos 

modifican los pulsos de agua del régimen hidrológico y modifican drásticamente el funcionamiento del 

humedal, dado que impide la entrada de agua al interior de las islas, disminuyendo la capacidad de 

amortiguación de las inundaciones que originalmente tenían los ambientes de pajonal, sino que también 

afectan a las especies que los habitan (Quintana y Bo 2010). 

Desde 2006, el Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), en particular la 

Estación Experimental Agropecuaria Delta del Paraná de ese organismo, está trabajando en el territorio 

del Delta para la creación de estrategias de manejo sustentable de los humedales y la implementación 

de actividades productivas compatibles con la conservación de los bienes y servicios de este ecosistema 

(Fracassi et al., 2017). Estas estrategias incluyen la creación de pautas de manejo forestal a nivel predial 

y de paisaje para la protección del ciervo de los pantanos, entre otras especies amenazadas (Fracassi et 

al., 2017). Los estudios realizados con este objetivo en la zona mencionada muestran que la especie 

utiliza todo tipo de forestaciones para movilización y forrajeo, pero sólo las forestaciones que mantienen 

sotobosques densos son utilizadas como refugio y zona de cría por los ciervos (Fracassi y Somma, 

2010). 
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Antecedentes de investigación y conservación sobre la especie en otras poblaciones 

 

-Población Esteros del Iberá y áreas aledañas. Casi Amenazada (NT). 

El Parque Nacional Esteros del Iberá y zonas aledañas albergan la población más grande de 

ciervos del pantano de la Argentina (Giraudo et al, 2006; Parera et al. 2004; Soria et al., 2003; 

Beccaceci, 1994). Hace algunas décadas se estimó que la región albergaba entre 1100 (Beccaceci, 1994) 

y 2800 (Soria et al., 2003) ciervos. Luego de establecerse la reserva en 1983 y la primera seccional de 

guardaparques en Colonia Carlos Pellegrini se incrementaron los avistamientos (D’Alessio, 2016). 

En la actualidad, la Fundación Rewilding posee cerca de 135.000 ha destinadas a la 

conservación de la naturaleza, dentro de la Reserva Provincial de las Lagunas y Esteros del Iberá, que 

incluye hábitat de muy buena calidad para los ciervos. La vigilancia para evitar la cacería furtiva y las 

bajas o nulas cargas ganaderas de la zona permiten un incremento en la abundancia en esta zona 

(D’Alessio, 2016). Entre los años 2006 y 2008 se realizaron censos aéreos a lo largo de la reserva en 

los que el ciervo de los pantanos fue una de las especies focales, y se estimó que la población llegaría a 

cerca de 5000 individuos (Di Giacomo, 2009).  

El último relevamiento llevado a cabo en la Reserva Iberá determinó unos 6000 individuos (De 

Angelo et al., 2011), con una tendencia al crecimiento comparando con los conteos previos (Di 

Giacomo, 2009), y los cálculos para la reserva entera (incluyendo áreas no relevadas) estimaron un total 

de 8000 individuos. También se relevaron áreas adyacentes (PN Mburucuyá, esteros Santa Lucía, 

Aguapey, Miriñay, Batel y Riachuelo), a partir de lo cual se estimó que habría al menos 10.000 

individuos maduros en toda la región (Pereira et al., 2019). Las acciones de protección implementadas 

durante las tres últimas décadas evidentemente han logrado mejorar el estado de conservación de la 

población.  

Sin embargo, el tamaño de la población puede estar fluctuando debido a aumentos transitorios 

de la mortalidad. En el año 2007 se encontraron varios ciervos muertos en diferentes zonas de la reserva. 

Orozco et al. (2013) concluyeron que se debía a una alta carga de parásitos gastrointestinales, 

incluyendo el nematode Haemonchus contortus, el cual produce grandes pérdidas de sangre por 

hematofagia y es considerado como un patógeno particularmente severo en ciervos. Esto estaría 

respondiendo a una regulación en la población por enfermedades, ya que carecen de predadores y la 

caza está controlada (Orozco et al., 2013). Luego, en 2017 se encontraron muertos 400 ciervos con 

relación a una inundación extraordinaria y condiciones climáticas adversas, menor disponibilidad de 

alimento y el aumento de la carga de ganado, siendo este el mayor episodio de mortalidad en los últimos 

30 años (Argibay et al. 2018; Orozco et al. 2017). La población de B. dichotomus de Corrientes está 

categorizada como Casi Amenazada (Pereira et al., 2019). 

 Con respecto a las restantes poblaciones, en el año 2007 se realizó una recopilación de 

información colectada por varios investigadores que permitió conocer la distribución y situación de la 
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especie en el resto del rango en Argentina (Lartigau et al., 2009). También fue importante que todos los 

participantes (PCP, las autoridades de las provincias, organizaciones e investigadores de Chaco, 

Formosa, Santa Fe y Corrientes) lograron coordinar criterios comunes de registro de datos. 

 

-Población Formosa. En peligro (EN). 

La distribución y el estado de la especie en la provincia de Formosa han sido documentados 

escuetamente (Parera, 2002; D’Alessio et al., 2001; Chebez, 1994). Los núcleos actuales están ubicados 

en la ecorregión del Chaco Húmedo, donde pueden observarse mosaicos ambientales de selvas en 

galería y bosque chaqueño en matrices de sabanas, pastizales y humedales. Allí se mantiene un 

equilibrio dinámico de los cursos de agua, caracterizado por pulsos de inundaciones y fuego. Los cursos 

de agua comienzan en el límite occidental de la ecorregión y finalizan en el río Paraguay, en la 

ecorregión del Delta e Islas del Río Paraná. Entre estos ríos existen unas amplias extensiones ocupadas 

por esteros y bañados, que están ocupados por poblaciones importantes de ciervos del pantano. Esta 

población se encuentra categorizada como En Peligro, ya que se ha estimado una reducción de más del 

50% de su tamaño, considerando el pasado cercano (10 años) y proyectado hacia el futuro (15 años). 

Esta reducción se ha estimado a partir de los criterios de IUCN “extensión de presencia” (área 

construida a partir de todos los sitios de presencia conocidos) y “área de ocupación” (área contenida 

dentro de la extensión de presencia donde realmente se encuentra el taxón) como consecuencia de la 

pérdida de hábitat y la cacería (Pereira et al., 2019), la mayoría de los registros se dan en 

establecimientos privados en los que aún se desarrolla ganadería extensiva, donde probablemente se 

favorece su presencia debido al control de la caza. El único sitio protegido es la Reserva El Bagual, 

creada en 1985, ubicada en el núcleo que se encuentra más al sur en Formosa (Figura 4). Allí la especie 

se ha documentado desde 1989 y se ha registrado un aumento demográfico en esta zona (D’Alessio, 

2016). 

  

-Población Humedales del Paraná Medio (Santa Fe-Chaco-Corrientes). En Peligro Crítico (CR). 

 

En Santa Fe, la especie parece haber desaparecido de la mayor parte del valle del Paraná 

(Pautasso, 2008). La situación actual del ciervo en esa provincia es aún incierta, habiendo sido su último 

registro una población, posiblemente la última en la provincia, en el sitio Ramsar Jaaukanigás 

(Eberhardt et al. 2009; Giraudo y Arzamendia 2008), ubicado en la planicie de inundación del Río 

Paraná, Departamento de General Obligado. Se ha sugerido que existen entre 11 y 36 individuos en 

aproximadamente 100 km2 de hábitat disponible para la especie, en un área que además recibe mucho 

turismo y casi no hay controles de caza (Giraudio y Arzamendia, 2008). Esta población se encuentra 

En Peligro Crítico, con menos de 250 individuos maduros y se estima una reducción de la población 
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por encima del 25% en la próxima generación y una reducción mayor al 80% en las próximas tres 

generaciones, de mantenerse el estado de amenaza actual (Pereira et al., 2019). 

Dos núcleos poblacionales fueron detectados en el este chaqueño, ocupando parte de la planicie 

de inundación del eje fluvial Paraguay – Paraná. La más austral se halla en una zona de comunidades 

florísticas con sabanas inundables y palmeras, mientras que la otra ocupa bosques ribereños o selvas en 

galería e islas con montes de quebrachales, alternando con esteros y bañados. La situación de la especie 

en la provincia de Chaco está precariamente documentada (Giraudo y Arzamendia, 2008). Entre las 

amenazas que se conocen se encuentra la caza y el avance de la frontera agrícola. Además, no se cuenta 

con áreas protegidas que funcionen adecuadamente. La población de Santa Fe probablemente no tenga 

conexión con el núcleo del sur de Chaco 

 

 

Proyecto Pantano 

  

En el año 2015 surge “Proyecto Pantano”, un esfuerzo integral y multidisciplinario con el 

objetivo de diagnosticar el estado de conservación la población del Delta del Paraná, e identificar las 

prácticas en el desarrollo de plantaciones forestales que son más compatibles con la continuidad de la 

existencia de B. dichotomus. Esta iniciativa, integrada por becarios e investigadores de CONICET e 

INTA, además de otros organismos no gubernamentales y productores forestales, contó inicialmente 

con un respaldo financiero importante al firmarse un convenio en diciembre de 2014 entre CONICET 

y la Unidad para el Cambio Rural del entonces Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca de la 

Nación, mediante el cual recibió un fondo GEF para implementar su plan de trabajo. Este plan, en el 

cual se encuentra enmarcado este trabajo de tesis, consta de varias líneas (Pereira et al., 2018), las cuales 

hoy en día llevan diferente grado de avance. 

Se ha determinado mediante estudios de Ecología Nutricional que las especies comerciales 

comprenden una porción menor de la dieta de B. dichotomus, lo que es muy útil para trabajar la 

percepción de los productores sobre los ciervos (Marin et al., 2020). Por otra parte, los estudios de 

distribución realizados en 2015 y 2016 confirmaron el mismo patrón observado en los años ’90 en 

cuanto a la fragmentación de la población en tres núcleos (datos no publicados). La línea de Ecología 

Espacial puesta en marcha por el proyecto mediante el uso de radiocollares, permitirá estimar las áreas 

de acción e identificar los patrones de movimiento a escala fina, lo que junto a los análisis genéticos 

realizados en esta tesis se determinará la mejor estrategia en términos de conectividad entre núcleos e 

identificación de barreras para la dispersión. 

El ciervo de los pantanos viene demostrando una inesperada capacidad para adaptarse a 

cambios drásticos en el Delta. Sin embargo, el futuro de la especie sigue dependiendo de que logremos 

integrar el manejo forestal a la estrategia de conservación y de que generemos prácticas de producción 

compatibles con el mantenimiento de la biodiversidad. 
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Genética para la Conservación 

 

 La diversidad genética es una de las tres formas de biodiversidad (McNeely et al., 1990) que 

se han reconocido como objetivos a conservar, junto con los ecosistemas y las especies (Dahl, 2013). 

La diversidad genética es moldeada por los diferentes procesos evolutivos (selección natural, migración, 

mutación y deriva génica) y, por lo tanto, los factores genéticos son importantes para la conservación 

de la diversidad de especies y ecosistemas (Dahl, 2013). 

 La Genética para la Conservación es un campo interdisciplinario que aplica métodos genéticos 

a la conservación y restauración de biodiversidad. Incluye conceptos de Ecología y Genética de 

Poblaciones, y se basa en considerar que la actual variabilidad genética de cualquier población ha sido 

moldeada por la evolución e influenciada por factores como la historia demográfica o la biología 

reproductiva de la especie (Frankham, 1995). En poblaciones pequeñas, la diversidad genética se pierde 

a través de la deriva genética más rápido de lo que es creada por mutaciones, ya que la pérdida de 

diversidad es inversamente proporcional al tamaño poblacional (Willi et al., 2006). A la vez, la deriva 

genética produce otros efectos como la fijación de alelos deletéreos por azar. A esto se suma la 

endogamia, que reduce aún más la diversidad genética de la población (reducción de la heterocigosis) 

(Frankham, 2005). En consecuencia, las poblaciones pequeñas y aisladas se enfrentan a un elevado 

riesgo de extinción debido a una disminución en la adaptabilidad potencial al ambiente (Frankham, 

2005) y disminución del potencial evolutivo de los individuos. (Frankham, 2003). 

 El flujo génico contrarresta los efectos de la endogamia y la deriva génica homogeneizando las 

frecuencias alélicas entre las poblaciones (Slatkin, 1985). Cuando una población se fragmenta en 

subpoblaciones, la migración entre ellas es esencial para mantener la variabilidad genética en 

contraposición al efecto negativo de haberse creado poblaciones pequeñas (Keller y Waller, 2002). Sin 

embargo, este flujo génico puede ser limitado por barreras geográficas (Hoeck et al., 2010), poca 

capacidad de dispersión (Louy et al., 2007), filopatría de uno de los sexos (Greenwood, 1980), entre 

otras razones. 

 El objetivo principal de la Genética para la Conservación es el mantenimiento y la restauración 

de la variabilidad genética, especialmente de las especies que se encuentran amenazadas de extinción 

(Frankel et al., 1995). El conocimiento de la variabilidad genética y sus niveles jerárquicos es clave 

para la identificación de unidades de manejo y conservación, así como para la conservación de los 

procesos evolutivos dentro y entre poblaciones (Moritz, 1994, 1999). Moritz definió los términos de 

Unidad de Manejo (MU) y Unidad Evolutivamente Significativa (ESU), donde las MU son grupos de 

individuos o poblaciones que difieren en sus frecuencias alélicas, y ESU son aquellos grupos que 

muestran monofilia recíproca para haplotipos mitocondriales, y difieren significativamente en las 

frecuencias alélicas de alelos nucleares (Mortiz, 1994, 1999). La distinción entre ambas categorías es 

muy importante: conservar la biodiversidad implica conservar aquellos procesos evolutivos de las 
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especies (es decir, conservar ESUs), mientras que procesos que hayan sido consecuencia de la 

intervención antrópica deberían ser revertidos (MUs). 

 El análisis de los patrones genéticos y procesos dentro de poblaciones fragmentadas puede 

identificar poblaciones bajo riesgo de extinción. Para ello se utilizan marcadores altamente 

polimórficos, mediante los cuales se pueden caracterizar los patrones antes descriptos. La información 

obtenida con estos marcadores es también útil para entender las características biológicas de especies 

que son difíciles de estudiar, tales como la dispersión, el sistema de apareamiento y el éxito reproductivo 

(Ford et al., 2011; Brøseth et al., 2010; Fedy et al., 2008). 

 Adicionalmente, la identificación de individuos a partir de las muestras de ADN puede 

utilizarse para estimar el tamaño censal de la población (NC) y el tamaño poblacional efectivo (NE), 

mediante el uso de la técnica de “captura-recaptura genética” (Schwarz y Seber, 1999) Este último es, 

sobre todo en poblaciones amenazadas, mucho más importante que el NC, ya que refleja el número de 

individuos que contribuyen con sus alelos a la siguiente generación. En la mayoría de las poblaciones 

naturales, NE es mucho más pequeño que NC (Palstra y Fraser, 2012; Palstra y Ruzzante, 2008). Se ha 

establecido que es necesario un NE de 50 para que una población no se vea severamente afectada por la 

endogamia, y de 500 para que logre mantener su potencial evolutivo (Soulé et al., 1987). 

 El impresionante desarrollo que han tenido las técnicas de laboratorio ha permitido la extracción 

de ADN de muestras no invasivas (pelos, plumas, piel, huesos, fecas), las cuales pueden colectarse sin 

atrapar o ver al animal, lo que permite estudiar especies elusivas sin causarles riesgo de daño o estrés 

(Swanson et al., 2006). 

El objetivo de esta Tesis fue analizar la variabilidad y estructura genética de las poblaciones de 

ciervo de los pantanos en Argentina y la historia evolutiva de la especie en Sudamérica, con una 

perspectiva de conservación. Para este fin, se desarrollaron marcadores de tipo microsatélites y 

mitocondriales específicos a través de la construcción de bibliotecas genómicas (Capítulo 1). Para 

determinar las características genéticas de las poblaciones de Argentina, e inferir su estado de 

conservación, en particular en el Delta se utilizó el análisis por NGS de los microsatélites utilizando la 

técnica “Amplicon Sequencing” (Capítulo 2). Por último, la historia evolutiva de la especie en el sur de 

Sudamérica se analizó utilizando los marcadores mitocondriales desarrollados, con énfasis en los 

procesos filogeográficos espacio-temporales (Capítulo 3). 
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INTRODUCCIÓN 

 La Ecología Molecular ha utilizado los loci microsatélites, desde que fueron descubiertos en 

los años ’70, para una amplia gama de estudios que van desde el análisis de bajos niveles de 

diferenciación genética entre subpoblaciones hasta taxonomía (Morin et al., 2012). También se han 

utilizado para análisis de parámetros demográficos como el tamaño efectivo poblacional, la detección 

de migración, parentescos y la inferencia de cuellos de botella recientes (Morin et al., 2012). Hace poco 

más de una década, esta disciplina empezó a incorporar el uso de SNPs  (Single Nucleotide 

Polymorphisms) a los estudios de variabilidad genética, siendo que presentaban una serie de ventajas 

frente a los microsatélites, como requerir menos trabajo previo de laboratorio para su desarrollo y 

optimización (Weinman et al., 2015), tener menores tasas de error de genotipado (Jones et al., 2010) y 

poder combinar fácilmente diferentes sets de datos sin necesidad de calibración (Morin et al., 2012). 

También se argumentó como ventaja adicional que las secuencias blanco de los SNPs eran 

apreciablemente más cortas (50-70pb) que en los microsatélites (100-300pb), haciendo que proyectos 

que usan ADN degradado fueran mucho más fáciles de realizar. Además, son los marcadores 

polimórficos más abundantes de los genomas (Morin et al., 2004) y sus patrones de evolución están 

bien descriptos por modelos estadísticos simples (Helyar et al., 2011). Desde entonces, numerosos 

trabajos han demostrado el similar o incluso mayor poder de resolución que tiene un determinado set 

de SNPs frente a un determinado set de microsatélites para los análisis de variabilidad genética de 

diversas especies (Giangregorio et al., 2018; Weinman et al., 2015; Sellars et al., 2014; DeFaveri et al., 

2013; Trong et al., 2013; Morin et al., 2012; Hauser et al., 2011; Glover et al., 2010; Tokarska et al., 

2009; Coates et al., 2009; Smith and Seeb, 2008).  

A pesar de todas estas ventajas de los SNPs, los microsatélites se han seguido empleando en 

trabajos de análisis poblacionales, probablemente debido a que son marcadores relativamente fáciles de 

transferir a otras especies (Dawson et al., 2013). Además, las plataformas usualmente utilizadas para 

genotipar SNPs requieren equipos especializados muy costosos (Andrews et al., 2018). Por otra parte, 

al ser bialélicos, son peores predictores de la variabilidad genética a nivel genómico que los 

microsatélites, que son multialélicos (Smitz et al., 2016; Ljungqvist et al., 2010). Estudios previos 

demostraron que la cantidad de SNPs que se necesitan para inferencias de estructura poblacional que 

tengan un poder estadísticamente equivalente al de un microsatélite es entre cuatro y doce veces mayor 

(Liu et al., 2005). Por ejemplo, para especies con alta capacidad de dispersión se necesita un mínimo 

de 80 SNPs para detectar un nivel bajo de diferenciación (Smitz et al., 2016; Morin et al., 2009c; Ryman 

et al., 2006). Sumado a esto, los SNPs tienen un mayor riesgo de resultar monomórficos al ser 

transferidos a poblaciones diferentes de las que fueron diseñados, debido a que su tasa de mutación 

suele ser menor (Giangregorio et al., 2018). 

Los microsatélites son loci ampliamente distribuidos en los genomas de los eucariotas y han 

sido aplicados como marcadores sin mayores dificultades en muchas especies (por ejemplo, Méndez-
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Rodríguez et al., 2018; Qu et al., 2016; Costa et al., 2015; Crowhurst et al., 2013; Shi et al., 2013; Popa 

et al., 2011; Gagliardi et al., 2011; Kothera et al., 2009; Sun et al., 2009; Nicot et al., 2008; Blair et al., 

2007; Griffith et al., 2007; Ruiz García et al., 2006; Spinsanti et al., 2006; Pérez et al., 2006; 

Calcagnotto et al., 2005; Steinfartz et al., 2004; Caparroz et al., 2003). Pero en muchas otras no ha sido 

fácil o aún no ha sido posible el desarrollo de marcadores microsatélites que funcionen exitosamente. 

(Bailie et al., 2010). Por ejemplo, el diseño de marcadores microsatélites ha fallado en camarones 

(Weetman et al., 2007), langostinos (Brooker et al., 2000), gastrópodos (McInerney et al., 2010) e 

insectos (Anderson et al., 2007; Van’t Hof et al., 2007; Meglécz et al., 2004). En este último grupo se 

ha reportado la presencia de secuencias muy parecidas entre regiones flanqueantes de loci microsatélites 

diferentes dentro de la misma especie (Meglécz et al., 2007; Van’t Hof et al., 2007), por lo cual es 

imposible diseñar cebadores específicos para cada locus. Esta situación podría explicarse por eventos 

de duplicación de regiones que contienen microsatélites, inserciones en regiones minisatélites, eventos 

de recombinación y/o asociaciones de microsatélites a elementos móviles (Meglécz et al., 2007; Van’t 

Hof et al., 2007). Este último evento fue reportado en plantas (Rabello et al., 2005; Temnykh et al., 

2001; Ramsay et al., 1999) y en vertebrados (Nadir et al., 1996; Arcot et al., 1995; Alexander et al., 

1995).  

Antiguamente, los microsatélites se desarrollaban mediante bibliotecas genómicas de 

plásmidos clonados en E. coli con previo enriquecimiento de los fragmentos de interés (por hibridación 

selectiva o sondas biotinizadas). Desde hace una década y de forma creciente, el desarrollo mediante 

secuenciación genómica o transcriptómica por NGS (Next Generation Sequencing) ha sido más común, 

tendencia que se aceleró a partir del año 2015 (Vieira et al., 2016), debido a su alto rendimiento y 

agilización del trabajo de laboratorio (Bailie et al., 2010). Existen numerosos trabajos que han utilizado 

esta tecnología (por ejemplo, Aguillon et al., 2020; Latorre-Cardenas et al., 2020; Dietrich et al., 2019; 

Medolago et al., 2018; Wang et al., 2017; Adamson et al., 2016; Eo et al., 2016; Cleary et al., 2016; 

Papetti et al., 2016; Ritchie et al., 2016; Wei et al., 2015; Trapnell et al., 2015; Rodrigues et al., 2015; 

Li et al., 2015; Barthelmess et al., 2013). Estos avances en las metodologías de diseño proporcionan 

una mejor alternativa que podría evitar muchos de los problemas característicos detallados en el párrafo 

anterior (Bailie et al., 2010). Mientras que con el abordaje de clonado en E. coli era posible el barrido 

de apenas algunas decenas de colonias con sondas específicas, el abordaje NGS permite analizar miles 

de loci de microsatélites en apenas un día, eligiéndolos bajo condiciones de selección mucho más 

exigentes, como lo es un software que busca loci con parámetros configurados por el usuario. Además, 

y probablemente más relevante, la obtención de datos también permite la comparación de forma cruzada 

de diferentes secuencias, por ejemplo, de las regiones flanqueantes de microsatélites, para evaluar su 

singularidad (Bailie et al., 2010). 

Esta posibilidad de comparar datos de forma cruzada ya ha dado resultados interesantes. Se ha 

observado, al comparar reads obtenidos por secuenciación Illumina en 32 especies diferentes, que las 

11 clases representadas en el estudio diferían en la cantidad de “Loci Potencialmente Amplificables” 
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(PALs), entendidos como aquellos loci que tienen secuencias flanqueantes con características que 

permiten diseñar primers a ambos lados del microsatélite blanco (Lance et al., 2013). A su vez, cada 

clase difirió en el porcentaje de premium PALs (pPALs) (Lance et al., 2013) (Figura 1), que son 

aquellos loci para los cuales ambos primers del par diseñado se encuentran una sola vez entre los 

millones de reads obtenidos. Es decir, se espera que cada uno de esos pares de primers no amplifique a 

múltiples loci, sino sólo al que se desea. Los mamíferos son la clase con mayor porcentaje de pPALs, 

lo cual hace relativamente fácil y exitoso el diseño de marcadores. 

Algunos trabajos han intentado con cierto éxito aumentar la cantidad de loci en el set final de 

marcadores a utilizar, haciendo otro tipo de 

análisis in silico (por ejemplo, controlando por 

la calidad de los reads o descartando loci 

repetidos en el genoma) (Martin et al., 2019; 

Combe et al., 2018), lo que estaría asegurando 

un mejor éxito de amplificación con 

marcadores elegidos más estrictamente, pero 

esto no necesariamente implica un aumento 

significativo de marcadores útiles, ya que no 

se incluye un análisis de esos loci para 

verificar que sean polimórficos. El próximo 

desafío será, entonces, lograr obtener una 

cantidad de microsatélites polimórficos 

suficiente como para tener una buena 

resolución en especies con variabilidad 

genética muy baja. Se ha propuesto que 

podrían utilizarse dos individuos 

genéticamente contrastantes para la búsqueda 

de microsatélites, aumentando la posibilidad de estar muestreando alelos diferentes que luego pueden 

compararse haciendo alineamientos de las secuencias obtenidas, y por lo tanto evitar el testeo de primers 

que no sirvan (Vieira et al., 2016). En particular, en mamíferos resultaría sumamente útil contar con un 

método para encontrar marcadores polimórficos, aprovechando que en este grupo el contenido 

genómico de microsatélites está entre los más altos de los vertebrados (Adams et al., 2016). Además, 

como ya se mencionó, los mamíferos tienen una alta proporción de pPALs (Lance et al., 2013).  

Más recientemente, las tecnologías de NGS también han avanzado hacia técnicas de 

genotipado. La técnica Amplicon Sequencing se basa en utilizar productos de PCR para realizar una 

secuenciación masiva. Esto difiere en muchas maneras de la secuenciación tradicional de Sanger. Para 

que los amplicones puedan ser secuenciados en una plataforma NGS, se les debe agregar unos 

oligonucleótidos doble cadena llamados “adaptadores de secuenciación” a ambos extremos, de forma 

Figura 1. a) Número promedio de Loci Potencialmente 

Amplificables en las 11 clases analizadas. b) Porcentaje 

promedio de premium PALs en cada clase. Imagen 

tomada y modificada de Lance et al., 2013. 



34 
  

de crear bibliotecas de amplicones (Andrews et al., 2018). Adicionalmente, los productos de PCR de 

cada individuo deben llevar un índice único de identificación (MID) para que los amplicones de 

múltiples individuos puedan secuenciarse simultáneamente, lo que reduce sustancialmente el costo de 

la secuenciación (Andrews et al., 2018). La aplicación de esta técnica en microsatélites ha sido probada 

para algunas especies de vida silvestre y se ha encontrado que tiene muchas ventajas con respecto a la 

manera tradicional de análisis del largo del fragmento, como una mayor precisión, eficiencia y 

consistencia en el genotipado (De Barba et al. 2017; Zhan et al. 2017; Darby et al. 2016; Suez et al. 

2016; Vartia et al. 2016).   

Más específicamente, estas ventajas significan una identificación no ambigua de alelos, más 

información en relación a la variación de las secuencias (indetectable en el análisis tradicional del largo 

de fragmentos), y compatibilidad de los genotipos analizados entre plataformas y laboratorios diferentes 

debido a que se trabaja directamente con la secuencia (Andrews et al., 2018). Al momento, un solo 

trabajo ha utilizado NGS para amplicones de microsatélites en muestras no invasivas y ha reportado 

mejoras significativas en el éxito de genotipado y tasas de error en pelos y fecas de osos (De Barba et 

al., 2017). 

Hasta hace poco tiempo, independientemente del método de diseño, sólo una pequeña parte de 

los loci hallados en la biblioteca podía caracterizarse (es decir, ser descriptos en cuanto a motivo, 

número de repeticiones, tamaño, etc.) (Vieira et al., 2016). Sumado a esto, siempre existe la posibilidad 

de que los loci sean monomórficos o inconsistentes (Vieira et al., 2016), por lo que el número de loci 

seleccionados para evaluar puede reducirse aún más. La aplicación de las técnicas de NGS al diseño y 

al genotipado de microsatélites podría saldar algunas de las desventajas mencionadas al compararlos 

con los SNPs. Amplicon Sequencing permite el análisis simultáneo de un número significativamente 

mayor que lo que normalmente puede permitirse un proyecto de investigación al probar y optimizar los 

marcadores por PCR, debido al tiempo, esfuerzo y costo que insume. Pueden probarse varias decenas 

o incluso más de un centenar de loci a la vez. Incluso pueden utilizarse secuencias blanco mucho más 

cortas (desde 40/50pb) que el mínimo requerido anteriormente para observarse en una electroforesis y 

en un cromatograma. 

 En el caso de los SNPs, la técnica de NGS más utilizada para el genotipado es RADseq 

(Restriction site-associated DNA), que consiste en secuenciar regiones adyacentes a cortes de enzimas 

de restricción que ocurren tanto en regiones codificantes como no codificantes del genoma (Andrews 

et al., 2018). Los protocolos de RADseq ligan adaptadores con MIDs únicos para cada individuo en 

una etapa temprana, lo cual ahorra mucho tiempo y costo de preparado de las bibliotecas al poder 

hacerse un pool con todos los individuos (Andrews et al., 2018). Pero esta técnica probablemente no 

pueda ser utilizada en muestras de baja calidad, como las muestras no invasivas, ya que la digestión del 

ADN degradado puede resultar en fragmentos demasiado pequeños como para generar suficiente 

información (Andrews et al., 2018). Podría usarse en este caso otra técnica de capturas con sondas 

específicas. Sin embargo, el costo de estas sondas es sumamente alto. 
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En muchas especies de vertebrados, el decrecimiento poblacional rápido que vienen sufriendo 

comenzó en el siglo XIX, cuando comenzó un acelerado crecimiento en el uso de la tierra, y hoy en día 

el tamaño poblacional de especies amenazadas de vertebrados es en promedio un 5% del tamaño 

ancestral (Li et al., 2015). La consecuencia lógica de la reducción en la distribución de una especie es 

el decrecimiento de su variabilidad genética, como se ha visto al comparar el promedio de número de 

alelos por locus microsatélites de especies amenazadas con especies no amenazadas de vertebrados 

(Willoughby et al., 2015). En este contexto, al trabajar con vertebrados amenazados que han pasado por 

severos cuellos de botella, surge la necesidad de contar con enfoques genéticos de alta resolución que 

puedan usarse para diferenciar a los individuos, incluidos los parientes cercanos, con alta confianza 

(Sacks et al., 2016). Un ensayo eficiente requiere múltiples marcadores que sean tanto polimórficos 

como amplificables (Sacks et al., 2016). Por todo lo dicho anteriormente, los microsatélites parecerían 

estar volviendo a cobrar cierta importancia en los estudios de Ecología Molecular. Seguirán siendo una 

buena alternativa para especies elusivas y amenazadas, de las que sólo pueden obtenerse muestras no 

invasivas para los análisis demográficos. 

El objetivo de este capítulo es desarrollar un grupo de marcadores microsatélites específicos 

para Blastocerus dichotomus. Tomando en cuenta lo discutido hasta aquí, para alcanzar este objetivo se 

siguieron estas pautas: (1) diseño por NGS para agilizar el armado de la genoteca, (2) realización de un 

análisis in silico (modelización de los marcadores) para aumentar el número de marcadores 

polimórficos candidatos, (3) caracterización del set de microsatélites candidatos por la técnica Amplicon 

Sequencing, de manera de poder probar una mayor cantidad de marcadores. 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El procedimiento consistió en dos etapas diferentes, Fase 1 y Fase 2. Durante la Fase 1, llevada 

a cabo en el Laboratorio de Biodiversidad Molecular de la Universidad Federal de Rio de Janeiro, se 

realizó la secuenciación parcial de dos genomas de ciervo de los pantanos a partir de muestras de sangre 

de dos individuos. Uno de esos individuos pertenece a la población del Delta del Paraná, mientras que 

el otro pertenece a una población brasileña, la de Porto Primavera (Figura 2), que se extinguió luego de 

la construcción de una represa hidroeléctrica en el Rio Paraná entre los estados de São Paulo y Mato 

Grosso do Sul. El objetivo de utilizar individuos de poblaciones muy distantes entre sí fue facilitar la 

detección de marcadores polimórficos por comparación de los loci coincidentes. La Fase 2, llevada a 

cabo en el Laboratorio de Herramientas Moleculares del Museo Argentino de Ciencias Naturales y en 

el departamento de Biología de la Universidad de Dalhousie (Halifax, Canadá), consistió en poner a 
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prueba los marcadores seleccionados en la Fase 1 mediante una 

segunda secuenciación de amplicones de muestras poblacionales. 

 

 

Fase 1 

 

 El ADN genómico de las muestras de sangre se extrajo con un 

kit de la marca comercial Zymo Research (Quick DNA Microprep 

kit). La sonicación del ADN se realizó con Covaris M220 Focused-

Ultrasonicato durante 120 segundos. Para armar las bibliotecas 

genómicas se utilizó el kit Illumina TruSeq siguiendo su protocolo 

(armado de bibliotecas y preparación previa a la secuenciación). 

Dicho protocolo puede resumirse de la siguiente manera. El ADN 

fragmentado con extremos sobresalientes se dejó incubando con 

una solución reparadora (Figura 3a). Luego se añadió un nucleótido 

A en los extremos romos 3’ (Figura 3b) para evitar que se adhieran 

entre sí en el siguiente paso de la ligación de adaptadores de 

secuenciación: un nucleótido T en el extremo 3’ de los adaptadores funciona entonces como un extremo 

sobresaliente complementario (Figura 3c). Dos tipos diferentes de adaptadores se unen a cada extremo 

del fragmento, lo que después permite que los mismos puedan funcionar correctamente en la placa de 

secuenciación. Luego se realizó un enriquecimiento de fragmentos por PCR amplificando 

selectivamente aquellos que se hayan ligado a ambos adaptadores (Figura 3c). Como resultado, cada 

fragmento tiene dos colas de unión a la placa de secuenciación, dos índices que combinados de manera 

única permiten asociar esa secuencia a la muestra de la que provienen, y una secuencia de iniciación de 

la secuenciación (Figura 3d). Cada fragmento es secuenciado en la placa por ambos extremos, llamados 

respectivamente read 1 y read 2, por lo que cada genoma tiene su set de reads 1 y reads 2. 

La secuenciación se realizó en un secuenciador Illumina MiSeq 2x250 paired ends, utilizando 

el kit MiSeq Reagent kit v2 e indicaciones de su protocolo. Luego de la secuenciación, el software 

Illumina Base Space realizó el demultiplexado (identificación de las muestras por su combinación de 

índices, clasificación y eliminación de esas secuencias en la secuencia final) y un filtro de calidad de 

los reads. El 98% de los reads resultante, con formato de salida FASTQ, se utilizó para hacer un 

ensamble de los genomas parciales con el programa ABySS (Simpson et al., 2009). La cobertura del 

genoma, entendida como el porcentaje del genoma que tuvo al menos un nucleótido secuenciado, se 

estimó con el Sequencing coverage calculator de Illumina 

(https://support.illumina.com/downloads/sequencing_coverage_calculator.html). La profundidad 

media, entendida como la cantidad de veces que un nucleótido fue secuenciado en promedio (Sims et 

al., 2014), se calculó como L*N/G, siendo L el largo de los reads, N el número total de reads y G el 

Figura 2. Las estrellas indican las 

poblaciones de las que fueron 

extraídas las dos muestras 

utilizadas en la Fase 1. Al sur: 

Delta del Paraná; al norte: Porto 

Primavera. 

https://support.illumina.com/downloads/sequencing_coverage_calculator.html
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largo del genoma analizado. Se tomó como referencia un tamaño de genoma de 3.364 Mb (Caparroz et 

al., 2015). 

El genoma del Delta se usó como input para la búsqueda de microsatélites con el programa 

MSATCOMMANDER 1.0.8 versión Mac (Faircloth, 2008). Se buscaron dinucleótidos con mínimo de 

7 repeticiones, trinucleótidos con mínimo de 7 repeticiones, y tetranucleótidos con mínimo de 5 

repeticiones. Luego de esta búsqueda se realizó el diseño de primers, con el mismo programa. Se 

estableció el tamaño del producto total entre 30-150pb, los oligos tamaño 18-23pb, la temperatura de 

melting 57-62 °C, el contenido de GC 30-70% y se seleccionó la opción GC clump, que aumenta la 

estabilidad de la unión del primer al ADN. 

 El set completo de primers fue alineado con ambos genomas con el programa GENEIOUS 

PRIME 2020 (Kearse et al., 2012, utilizando la función “mapear a la referencia”, con los contigs como 

referencia. Se plantearon dos situaciones posibles: 

• Caso 1: ambos primers del par se alinearon con un solo contig. Cuando esto sucedió por 

separado en cada genoma con el mismo par de primers, los contigs de los genomas fueron 

alineados para compararlos. Si al compararlos se observaron dos potenciales alelos diferentes, 

se registró ese locus como “marcador basado en dos genomas” (Figura 4). Si las secuencias 

eran diferentes o se observaba un monomorfismo, el par de primers no fue seleccionado. 

• Caso 2: dentro de un mismo genoma, un primer del par se alineó con un contig, mientras que 

el otro primer del par se alineó a otro contig diferente. Ambos contigs fueron alineados para 

compararlos. Si al compararlos se observaron dos potenciales alelos diferentes, se registró ese 

locus como “marcador basado en un genoma” (Figura 5). Si las secuencias eran diferentes o se 

observaba un monomorfismo, el par de primers no fue seleccionado. 

Situaciones diferentes a estos casos no fueron consideradas: por ejemplo, tres primers de tres pares 

diferentes alineados en un mismo contig, o un solo primer del par alineado a un contig y el otro no 

alineado a ningún contig). La Figura 6 muestra un esquema que resume las reglas de decisión adoptadas. 

Una vez obtenida la selección de marcadores, las secuencias de estos loci se cruzaron con la base de 

datos de REPEAT MASKER (Chen, 2004). La salida del programa es una anotación detallada de las 

repeticiones que están presentes en las secuencias ingresadas, así como también de versiones 

modificadas de las mismas. La constatación de que los loci postulados son marcadores de buena calidad 

(amplificar en un solo locus, ser consistentes, etc.) se realizó en la Fase 2.  

 Para la fase 2 se creó un grupo de 80 marcadores compuesto por: a) un grupo de marcadores 

polimórficos según lo analizado previamente y b) un grupo elegido al azar dentro de la lista completa 

de marcadores encontrados por MSATCOMMANDER. Para elegir marcadores al azar, se utilizó la 

función “random” de Excel sobre la salida de este último. En ambos grupos de marcadores se 

priorizaron los productos finales de alrededor de 130pb o menores, ya que los reads producidos por el 

secuenciador son de 150pb, y si hubiera alelos que superaran ese tamaño, quedarían excluídos.  
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Nótese que la lista completa de marcadores encontrados por MSATCOMMANDER incluye a 

todos los pares de primers que no fueron seleccionados en el proceso descripto en la Figura 6 (es decir, 

todos aquellos de los que no se tiene evidencia de que sean polimórficos) pero también incluye a los 

marcadores que sí fueron seleccionados como polimórficos, ya que de lo contrario se estaría generando 

un sesgo dentro de los elegidos al azar 

 

 

 

  

Figura 3. a) El ADN sonicado con extremos sobresalientes es reparado: la actividad exonucleasa elimina los 

extremos 3’ sobresalientes y la polimerasa rellena los extremos 5’. b) Adición de nucleótido A en el extremo 

3’ que se complementa con el adaptador que se agrega en el siguiente paso. c) Se ligan los adaptadores 

mediante la enzima ligasa. Los extremos 3’ se unen a un adaptador y los extremos 5’ a otro adaptador 

diferente. Luego una PCR incorpora al fragmento las secuencias necesarias para el proceso de secuenciación. 

d) El templado terminado contiene las secuencias de reconocimiento de unión a la placa de secuenciación (P5 

y P7), los índices 1 y 2, que identifican a cada muestra/individuo, y las secuencias de iniciación de la 

secuenciación. 

b) a) 

d) 

c) 



39 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ejemplo de potencial marcador polimórfico con origen en un solo genoma. Cada primer del par es 

complementario de un contig diferente. En algunos casos, como este, al alinearlos se observa que podrían ser 

dos alelos del mismo locus. 

Figura 4. Ejemplo de potencial marcador polimórfico con origen en ambos genomas. Los primers del par son 

complementarios del mismo contig dentro de cada genoma. En algunos casos, como este, al alinear estos dos 

contigs, se observa que podrían ser dos alelos del mismo locus. 



40 
  

Figura 6. Procedimiento de búsqueda de potenciales marcadores polimórficos. Los primers fueron 

diseñados en el genoma del Delta y luego alineados con los contigs de ambos genomas. La 

configuración con la que se alinean los primers de cada par determina los contigs a comparar. 

Algunas comparaciones se dan entre contigs de los dos genomas (Caso 1), mientras que otras 

comparaciones se dan entre contigs de uno de los dos genomas (Caso 2). 
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Fase 2 

 

 Se extrajo ADN de muestras de 333 fecas y 41 tejidos de diferentes localidades. Además, se 

extrajo ADN de dos individuos de Axis axis y de tres individuos de Mazama gouazoubira, los cuales 

también fueron incluidos en la secuenciación. Esto se hizo porque estos dos cérvidos comparten algunas 

áreas de su distribución con B. dichotomus. Si bien las fecas no son exactamente iguales y con práctica 

se llegó a diferenciarlas, puede haber ocurrido alguna confusión. Como no se contaba con una 

identificación de especie por medio de ADN mitocondrial de todas las muestras, los genotipos de 

microsatélites podrían ser útiles revelando alelos completamente diferentes a los de la especie de estudio 

si se tratara de otro cérvido. Las extracciones se realizaron en el Laboratorio de Herramientas 

Moleculares del Museo de Ciencias Naturales. El ADN de tejidos se extrajo según el protocolo de Miller 

et al. (1988). El ADN de fecas fue extraído con un protocolo desarrollado por nuestro laboratorio (ver 

capítulo 2). En la secuenciación se incluyeron ambos tipos de muestras, pero para la prueba de 

efectividad del diseño de primers descripta en este capítulo sólo se usaron los tejidos. En total en esta 

fase se utilizaron 384 muestras: 374 de B. dichotomus, 5 de los otros dos cérvidos y 5 repetidas de B. 

dichotomus. 

El número de 80 marcadores utilizados obedece a la cantidad de información que produce el 

tipo de secuenciador utilizado en esta fase (ver más adelante). Existe una relación entre la cantidad de 

reads que se producen (22 millones) y la cantidad de muestras y marcadores incluidos. Esta relación 

es: 22 millones de reads = N marcadores*N de muestras*profundidad. Disponiendo de un total de 384 

muestras a utilizar y fijando una profundidad objetivo de un mínimo de 700 (que es la que utilizan en 

Dalhousie), la cantidad máxima de marcadores que se pueden incluir es 80. 

Los 80 pares de primers se sintetizaron con el agregado de una cola sobresaliente que funciona 

como adaptador en los pasos subsiguientes (cola primer derecho: 

GTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT, cola primer izquierdo: 

CCCTACACGACGCTCTTCCGATCT) (Figura 7a) y fueron divididos en 4 multiplexes de 20 

marcadores cada una. Para esta división de los pares de primers en multiplexes se analizó la posibilidad 

de heterodímeros con el programa AutoDimer v1 (Vallone y Butler, 2004). El primer paso de la 

biblioteca, la amplificación de las multiplexes, se realizó con el kit de reactivos Qiagen Multiplex, 

escalado a un volumen final de 5µl por reacción: 2,5µl de master mix, 0,25µl de la mezcla de primers, 

1,25µl de agua ultrapura y 1µl de ADN. Luego de esta primera PCR con estos oligos (94°C por 15m, 

20 ciclos de 94°C por 30s, 57°C por 180s, 72°C por 60s, y una extensión final a 68°C por 30m), los 

productos fueron diluidos con 20µl de agua ultrapura para la preparación del siguiente paso (ver Zhan 

et al., 2017, para más detalles). Estos productos diluidos se utilizaron como templado de una segunda 

PCR que agrega los MIDs, la PCR de indexado (Figura 7b): 95°C por 120s, 20 ciclos a 95°C por 20s, 

60°C por 60s, 72°C por 60s, y 72°C de extensión final por 10 minutos. La PCR de indexado se llevó a 

cabo con volumen final de 5µl por reacción, con las siguientes condiciones: 1,95µl de agua ultrapura, 
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0,5µl de buffer 10x, 0,5 mM de cada dNTP, 0,5µM de cada oligo indexado, 0,5µl de producto diluido 

de PCR, y 0,25U de TSG DNA polimerasa (Bio Basic, Markham, ON, Canada). Los productos se 

mezclaron en iguales proporciones y luego se purificaron usando una relación 1.8:1 de Sera-Mag 

Speedbeads (GE Healthcare, Little Chalfront, UK) en un sistema de separación magnética. La 

cuantificación de la biblioteca se realizó con el kit Kapa Library Quantification, para su uso en la 

plataforma de Illumina, siguiendo su protocolo. La biblioteca se diluyó a 15pM y se secuenció en un 

secuenciador Illumina MiSeq con 2x150 paired ends, utilizando el kit de reactivos MiSeq 150 cycle V3 

para doble indexado. Se hizo una revisión de todas las PCRs observando las bandas de algunas muestras 

por electroforesis en geles de agarosa 2% teñidos con gel green. 

Luego de la secuenciación, las secuencias indexadas fueron demultiplexadas automáticamente 

usando el programa MiSeq Sequence Analysis. Esto resultó en la creación de un archivo FASTQ para 

cada individuo que contiene las secuencias de todos los microsatélites. Esta información luego fue el 

archivo de entrada del programa MEGASAT (Zhan et al., 2017), el cual generó los histogramas de 

tamaños de los alelos para verificación manual de la asignación y consistencia de cada genotipo. Estos 

gráficos representan el tamaño del alelo con una barra, cuya altura o frecuencia depende de la cantidad 

de reads que están representando a dicho alelo (Figura 8). Se configuró una profundidad mínima de 20  
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reads. Cuando no se alcanzó este umbral, el programa señaló las barras pintándolas de gris y el genotipo 

se consideró dato faltante. 

Además de analizar los histogramas de alelos de MEGASAT, se analizaron algunos reads de 

cada marcador utilizando “individuos testigo”. Esto es, al mirar los histogramas e identificar todos los 

alelos del marcador, se seleccionaron algunos individuos heterocigotas en los que estuvieran 

representados la totalidad de los alelos para poder verificar que se trate de verdaderos polimorfismos 

basados en la cantidad de repeticiones. Podría ocurrir que los gráficos de MEGASAT indiquen que un 

marcador es polimórfico, cuando en realidad la diferencia de tamaño se debe a indels en las regiones 

flanqueantes. Otras veces se trata en realidad de un marcador monomórfico con mucho tartamudeo que 

se confunde con diferentes alelos.  

Para esta verificación entonces se realizaron alineamientos de las secuencias de los potenciales 

alelos utilizando el programa GENEIOUS PRIME 2020. El análisis de los gráficos complementando  

 

 

Figura 7. Proceso de armado de biblioteca genómica de amplicones. a) El primer paso es la generación de 

los amplicones de interés, en este caso los microsatélites. Los primers específicos de cada locus tienen 

asociada en su extremo 5’ una secuencia que funciona como adaptador en el paso siguiente. b) Una segunda 

PCR incorpora los dos índices de identificación de la muestra y la cola de unión a la placa de secuenciación. 

a) 

b) 
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los alineamientos de reads permitió la clasificación de los marcadores en “Polimórfico”, 

“Monomórfico” e “Inadecuado”. La última categoría incluye tres subcategorías: 

-Inconsistente: marcador con mucho tartamudeo que imposibilita la identificación precisa de alelos, o 

bien todos los individuos son heterocigotas con los mismos dos alelos cercanos entre sí (posiblemente 

marcador monomórfico con tartamudeo pronunciado). 

-Más de un locus: todos los individuos son heterocigotas, cada uno con dos grupos de secuencias 

flanqueantes que son claramente diferentes. 

-Indels en las secuencias flanqueantes: el histograma muestra más de un alelo, pero al inspeccionar las 

secuencias se ve que la diferencia de tamaño se debe a indels en las secuencias flanqueantes y no a 

diferencias en el número de repeticiones en tándem. 

-Indels en el medio de las repeticiones en tándem. 

Se realizaron tablas de contingencia y pruebas de Chi Cuadrado para poner a prueba la 

homogeneidad de las frecuencias entre marcadores seleccionados y marcadores elegidos al azar en 

cuanto a su utilidad, considerando cumplir la condición de que no más del 20% de las frecuencias 

esperadas de la tabla sea menor a 5. Estas pruebas tuvieron como objetivo verificar si el método 

diseñado para encontrar marcadores polimórficos difiere de buscarlos por azar, y estudiar si algunas de 

las categorías asignadas a los marcadores presentan un sesgo en alguna de las dos maneras de selección 

de los marcadores.  

La Figura 9 resume todos los pasos hasta aquí explicados. 

Figura 8. Histograma generado por MEGASAT.  Se muestran las frecuencias de los reads de los alelos de un 

microsatélite en dos individuos. Los genotipos se señalan debajo del eje X (length). La profundidad de los 

alelos se señala en el eje Y (depht). En el margen superior izquierdo, el número de arriba indica el nombre 

de la muestra, y el número debajo de éste indica la profundidad total (suma de todos los reads mostrados en 

el gráfico). a) El individuo 381 es heterocigota con alelos 100 y 104. b) El individuo 382 es homocigota con 

alelo 100. 
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Caracterización de los marcadores 

 

Se utlizó Arlequin v3.5 (Excoffier et al., 2010) para calcular heterocigosis observada, 

heterocigosis esperada, el número de alelos y el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg. Esta 

descripción se hizo para todos los marcadores polimórficos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Resumen esquemático de los pasos seguidos para el desarrollo de marcadores en este trabajo 
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RESULTADOS 

 

Fase 1 

 

La sonicación del ADN dio como resultado fragmentos de tamaño promedio de 950pb. La 

secuenciación produjo 34.193.314 reads (8,5gb), de los cuales 18.225.858 pertenecieron al genoma de 

Porto Primavera y 15.967.456 al genoma del Delta.  La calidad promedio de los reads según la posición 

en los mismos se puede observar en la Figura 10. El Quality Score (Q-score) es una predicción de la 

probabilidad de que haya un error en la asignación de cada nucleótido. Un alto valor de esta medida 

implica una mayor confiabilidad. Por ejemplo, un Q-score de Q40 quiere decir que habrá un error de 

asignación de base cada 10.000 bases. Con un valor de Q30, una base en 1000 se predice que será 

incorrecta. Como suele suceder, la calidad de la secuenciación disminuye hacia el final del read a 

medida que los reactivos se van consumiendo y/o perdiendo sensibilidad con el tiempo. La cobertura 

de ambos genomas fue del 8,2%, y la profundidad media fue de 1.35 para Porto Primavera y 1.18 para 

el Delta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Quality score de los reads para ambos genomas. En el eje X se muestra la posición en el read 

dividida en intervalos. En el eje Y el valor de Q-score. a) Porto Primavera, read 1. b) Porto Primavera, read 

2. c) Delta, read 1. D) Delta, read 2. 

 

 

a) b) 

c) d) 
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El ensamble del genoma del Delta produjo 1.032.298 contigs. El tamaño de los mismos varió 

entre 150pb y 42.014pb. El ensamble del genoma de Porto Primavera produjo 1.650.379 contigs y el 

tamaño de los mismos varió entre 150pb y 40.446pb. La búsqueda realizada con MSATCOMMANDER 

sobre el genoma del Delta encontró 12.658 microsatélites, a partir de los cuales pudo diseñar 2.487 

pares de primers con las condiciones establecidas. 

El alineamiento de los primers sobre el genoma de Porto Primavera produjo 1028 casos en los 

que los primers del par se alinearon cada uno a un contig diferente (los denominados “Caso 2” en la 

sección de Métodos). Los dos contigs diferentes correspondientes a cada par se alinearon para 

compararlos. Se encontraron 8 potenciales marcadores polimórficos. De las 1020 comparaciones 

descartadas, 1015 mostraron ser secuencias diferentes, y 5 fueron monomórficas. 

El alineamiento de los primers sobre el genoma del Delta produjo 158 casos en los que los 

primers del par se alinearon cada uno a un contig diferente (los denominados “Caso 2” en la sección de 

Métodos). Los dos contigs diferentes correspondientes a cada par se alinearon para compararlos. Se 

encontraron 13 potenciales marcadores polimórficos. De las 145 comparaciones descartadas, 139 

mostraron secuencias diferentes, y 6 fueron monomórficas. 

 En el genoma de Porto Primavera se encontraron 104 casos en los que ambos primers del par 

se alinearon con el mismo contig (los denominados “Caso 1” en la sección de Métodos). En el genoma 

del Delta se encontraron 925 de estos casos. Al alinear los contigs que en ambos genomas se 

emparejaron con el mismo par de primers, se encontraron 17 potenciales polimórficos, de un total de 

coincidencias entre genomas de 83 pares de primers. De las 66 comparaciones descartadas, 64 se 

debieron a monomorfismos y 2 a secuencias diferentes. 

 Sumando, el total de marcadores polimórficos encontrados fue 38, de los cuales se 

seleccionaron 29 para seguir adelante, priorizando aquellos con un tamaño de alrededor de 130pb o 

menor (5 obtenidos de Porto Primavera, 10 de Delta y 14 de ambos genomas). No se encontraron 

coincidencias con la base de datos de REPEAT MASKER. 

 Además de los marcadores seleccionados durante este proceso, se seleccionaron al azar 54 

marcadores más. De estos, tres ya estaban dentro de los 38 seleccionados, los cuales, debemos recordar, 

no fueron removidos de la lista para no generar un sesgo dentro en los elegidos al azar. Por lo tanto, se 

conservaron y fueron considerados como marcadores seleccionados y al azar a la vez. En total se contó 

con 80 marcadores (Tabla 1).  
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Tabla 1. Pares de primers utilizados en el trabajo. Los señalados con gris oscuro son los seleccionados 

(potenciales polimórficos). Los blancos son los tomados al azar. Los grises claros fueron seleccionados y 

también tomados al azar. Tm = temperatura de melting. 

Nombr

e  
Primer izquierdo Tm  % GC Primer derecho Tm % GC  

Producto 

(pb) 

Bdi1 
TGCACAAAGAGA

AGGAAAGGG 
59,18 47,62 

GTGAGGTATTA

GGCTCTGAACC 
58,70 50 117 

Bdi2 
CTGAGGCAATCT

GAGGGAAC 
58,72 55 

CCCTTCTGTGC

CTTTGGTTAG 
59,60 52,38 137 

Bdi3 
ACAGAGAACAGT

ATGGAGAGTC 
57,44 45,46 

GCTGCTGGGTC

GTATGGTAG 
61 60 83 

Bdi4 
TATCCCACCTGC

CTCTCAAC 
59,57 55 

CTGTTTCATAC

CACTCACCCTG 
59,42 50 101 

Bdi5 
GCTCCATCCTTG

CAGTTTCC 
59,94 55 

GCACCACCAA

GACTGATTG 
57,26 52,63 87 

Bdi6 
CTTCTGGCAATG

CAGGAGAC 
59,66 55 

TGTCAGGCAGC

ATTCTCTTTC 
59,33 47,62 104 

Bdi7 
GGAAGGAGGCA

GGAGAGC 
59,85 66,67 

CTGCTGGCTGG

ATGTGGG 
61,19 66,67 116 

Bdi8 
AAGAGCCAGCGT

TACCAAAG 
59,23 50 

TCGAGAGTTCA

GAAGCTAGAT

G 

57,87 45,46 127 

Bdi9 
CCTGGGAAGTAT

CTTTGGTTCC 
59,15 50 

AGTGGACAGA

ATGAGAGGGC 
59,86 55 118 

Bdi10 
TCAGCCCAGGAT

AACACAGG 
59,86 55 

GCACATGAGT

ATCTATGCGCG 
60,35 52,38 79 

Bdi11 
ACCACCTCCTTC

TGTCATGG 
59,79 55 

ACATCTTTGAG

CTGCGGTTC 
59,59 50 127 

Bdi12 
ACACAGAGAAGT

CCAACAAGC 
59,19 47,62 

GGAGATTCCCA

TTTACGGTCC 
58,91 52,38 116 

Bdi13 
TCCACGCTCCAG

AGATTCAG 
59,94 55 

AATCATGAAA

GCACCTTCGC 
57,82 45 116 

Bdi14 
GGATTTCTTCAT

CTTTCCTGGG 
57,50 45,46 

GGAAGGGTCT

AGGGAGTCAT

G 

59,73 57,14 94 

Bdi15 
CGCAGTAACAAA

GACCCAGC 
60,22 55 

CCCAGGAGAA

GATTGTATTTG

C 

57,85 45,46 79 

Bdi16 
GAGACAGGGAA

GCCTAGTGG 
59,94 60 

AAACTCCACCC

TTGATTACATG 
57,09 40,91 116 

Bdi17 
GGAGAGCACTTA

TGATGACTGC 
59,63 50 

CTTCAAGATTG

GGCTAGAACA

C 

57,80 45,46 117 

Bdi18 
TCCAGTGAGTCT

TCCCTGAG 
58,84 55 

GTGACTTAACC

TACACGCAC 
57,23 50 90 

Bdi19 
CAGTTCATGTGG

GTGTTCGC 
60,50 55 

CAGGAAGGCT

GCAAGGAAAG 
59,87 55 140 

Bdi20 
GCTGCGCCTTAG

GTTAGAGC 
61,90 60 

TGAGGACAAT

CTGAGGGAGC 
59,57 55 130 

Bdi21 
TGCCCAGGTAAT

CAATAAGCTC 
58,95 45,46 

TTCACTGAGAT

ATGAGCCCTC 
57,37 47,62 101 

Bdi22 
GGCCTGGAGAAT

ATGGGAGTG 
60,70 57,14 

GATCCATCTCC

ACTGAACAAA

G 

57,53 45,46 130 

Bdi23 
GGACATGACTGA

GCGACTTC 
59,10 55 

GCAGGGCCGTT

AGATATTGG 
59,23 55 62 

Bdi24 
TGAGAGCTACTT

TGGCCTTTG 
58,98 47,62 

GTTGGACACG

ACTGAGCAAC 
60,15 55 63 
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Bdi25 
CACCTGTATGCC

TTCGTTGG 
59,66 55 

AACAGTTCATG

CAGCTCAAC 
57,67 45 118 

Bdi26 
TAACCCAGGGAT

CGGAACTG 
59,57 55 

GACAACAAAC

AACAGTGGTA

GC 

59,06 45,46 118 

Bdi27 
CCATACTGAGAC

CCGACCAC 
60,29 60 

TCCAGAGTCAA

GGGATGTCC 
59,20 55 97 

Bdi28 
TGGAAGAGAAA

CCACGATGAAC 
59,36 45,46 

GCAAACGACA

AATGGTAGCC 
58,76 50 84 

Bdi29 
TGACTCTTGCCA

CTTCCTCC 
60,08 55 

TGCCTAGAACA

CCGTAGCTC 
59,94 55 98 

Bdi30 
ACGAAGGCACCT

GGTTTAAC 
59,15 50 

GCAGGGATGA

GCTGACCAG 
60,91 63,16 120 

Bdi31 
ACAACAACATGA

ATCAGCCG 
57,75 45 

GGGTGGAAGA

CTCAAGAGGG 
60,15 60 74 

Bdi32 
CCCAGAGTTTGC

CCAAGTTC 
59,79 55 

GAACGGATAA

AGAAGATGAG

GG 

57,08 45,46 109 

Bdi33 
GGCCAAATTTCA

ACATCGCTG 
59,75 47,62 

GTCAGGTGGC

AGACTTAATCC 
59,12 52,38 111 

Bdi34 
GCCAGAGGAGTA

CCTTGCACAC 
60,08 55 

CCCTCAAAGTC

AGGCCCACAT

G 

59,79 50 70 

Bdi35 
CTCAAGACAGAT

GTGGTTTGGG 
59,95 50 

CTGGAAAGAC

AATGCAATAG

GG 

58,12 45,46 94 

Bdi36 
ACCTGTGATAAA

CCACAGTGGG 
59,59 55 

TGGACAGCAA

AGTGATTCAGT

G 

59,88 45,46 143 

Bdi37 
ATCAGCCAGACA

TTGCCATC 
59,07 50 

TGAGAGCAGC

TGGAATCGG 
60,23 57,90 113 

Bdi38 
AGTCTCATGTGC

ATTGTGGC 
59,58 50 

TGTTGCATTGT

ACCTCTGTGTG 
59,88 45,46 132 

Bdi39 
TGGAAAGAGGA

GCCTTGGAG 
59,79 55 

TGAGCAACAG

TCCATTGTGTG 
59,81 47,62 124 

Bdi40 
AAGTGTTCCCAG

CAGAAGTG 
58,79 50 

AAAGGCAGCA

GGGAGAGAC 
60,08 57,90 116 

Bdi41 
TAAGACAGGCCC

AGGAACAG 
59,79 55 

AGAGCACTCC

ATCATGCAGG 
60,58 55 98 

Bdi42 
CTGGCTTGATCA

GGGTTCC 
58,57 57,90 

CAACATCTTGA

CTGTGTGGC 
58,05 50 114 

Bdi43 
CAGACTGGAGTA

ATGAGGCC 
58,14 55 

TCTTTACGGTG

ATGCAGGAG 
58,08 50 115 

Bdi44 
GGTCTCTACTTC

CTTACTAGCC 
57,58 50 

CTGGCTTGCTA

CAGTCCAAC 
59,59 55 102 

Bdi45 
GCTCTACTAGTC

CTTCCTTCCC 
59,81 54,55 

GATCAACAGA

GAGACGGCAC 
59,10 55 76 

Bdi46 
ATAAGCCATGCC

GAGGGAC 
60,31 57,90 

TCCATCTTTGA

GGCGTGAGG 
60,51 55 133 

Bdi47 
AGAAGAGGGTTG

ACAGTGAC 
57,55 50 

TCCCATCTCCA

ACAGGAAGC 
60,15 55 68 

Bdi48 
CCTGTATGCCTT

CGTTGGAG 
59,09 55 

CTCATGCAGCT

CAACATTTGC 
59,48 47,62 114 

Bdi49 
CTCATCACATGG

AAACGGCC 
60,01 55 

ACCATAGCTCT

TGTTTGTCTGC 
59,69 45,46 89 

Bdi50 
CAGTCATTTCCC

TCTAAACAGG 
57,19 45,46 

GTTCTGCTTCC

TCTACCATTGG 
59,49 50 110 

Bdi51 
CAAAGGAGCAA

GGCACAGAG 
59,87 55 

GGAACATCCC

ATCATCACCC 
58,78 55 83 
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Bdi52 
CAGTTTACATAG

GGCAGGCC 
59,08 55 

GGCATGTTGAC

CCAAAGACG 
60,50 55 127 

Bdi53 
TGTACAACAAAG

GAAACCACAG 
57,79 40,91 

TCTCGCATTCC

ATAGGTTGTC 
58,58 47,62 82 

Bdi54 
TGGAGAGGGTGT

TGTGTATCG 
60,22 52,38 

CTACTGGCTGT

TCTTATGCCC 
59,19 52,38 85 

Bdi55 
GCAACTGGGCAC

AAACTC 
57,68 55,56 

TGCATTTCTGG

TCAAATCCC 
57,04 45 107 

Bdi56 
CAAGTATGGTGC

AAATGGGC 
58,45 50 

TGTGGTCTTCA

ACTTACAGGG 
58,28 47,62 87 

Bdi57 
TGGGCTTCTACT

CTTGCAGC 
60,80 55 

TGTCAGTGAAG

TAATGCCTCTG 
58,83 45,46 119 

Bdi58 
TGTGCTGAGTTT

CTTCATGGG 
59,26 47,62 

CCGTATGGTGG

CAGTGAAAC 
59,94 55 120 

Bdi59 
TACCCTTCACTC

TGCTTCCC 
59,50 55 

CAGTGTCAAGT

TTCTGGTTCTG 
58,21 45,46 82 

Bdi60 
TGCCCATCAACA

GACAATATG 
57,05 42,86 

TCTATCCACAT

TGCCACAAATG 
57,78 40,91 111 

Bdi61 
CTGGTGGGCTGC

TGTTTATG 
59,94 55 

TCAGGGAAGC

GTAGAATGGA

G 

60,01 52,38 124 

Bdi62 
CTACCCTCCTAA

CCACCCAC 
59,57 60 

GGAAGATAGA

GGGAGGGCTG 
59,42 60 73 

Bdi63 
TGATGGTTCCCT

CTGCATCC 
60,22 55 

CGTTCCCTCCT

CCCTACAAG 
59,94 60 80 

Bdi64 
GAGTGAGCTTGG

CAGGTTTC 
59,87 55,00 

AAACACACTTG

CTCCACCAG 
59,36 50 96 

Bdi65 
GGACATGATTGA

GCAGCTTAGG 
59,88 50 

TGGACGCCATT

TCTGCTTTG 
60,15 50 110 

Bdi66 
CCCATTTCCAAC

CACATGCG 
60,86 55 

ACCAGTTGAA

ATTCCAAGCCA

G 

60,14 45,46 92 

Bdi67 
GCTCCTAGTGAT

CCTCCTGG 
59,43 60 

TCCAAGCTAGC

CACAGTCAG 
60,15 55 86 

Bdi68 
AGTCGATGTACA

GGTCTCAC 
57,16 50 

ACCTCTGACCT

TAACCGCTG 
60,15 55 79 

Bdi69 
GGTCTCCACGCT

CCAGAG 
59,85 66,67 

AGCACCTTTGT

TCCATTAGAGC 
59,68 45,46 110 

Bdi70 
CCATGGGATTGC

ACAGAGTC 
59,37 55 

TTAAAGGGCA

GGGAAGTGAG 
57,89 50 101 

Bdi71 
CCCTGTTGTTGA

TGTGGGC 
59,78 57,90 

AGAGAAATCC

CATTGGCAGC 
58,99 50 94 

Bdi72 
GGCCACTATCAT

TTCACTGAAC 
58,13 45,46 

GATCCAAGCA

GCTTCCACAG 
59,66 55 118 

Bdi73 
GGCAGAGAAGT

GAGCACAAC 
59,87 55 

TCCAGTAGAGC

TTAGGTCCC 
58,32 55 120 

Bdi74 
GTCTTTGTACTC

AGGGCATCC 
59,12 52,38 

ACTGCAAGGG

ATCAGGGTTC 
60,44 55 108 

Bdi75 
AAGCAATGACCC

AACACAGC 
60,08 50 

CTAGCTCTTCG

ACTGGTAGC 
57,97 55 115 

Bdi76 
TGTCACTGCCCT

GATTAAGTC 
58,43 47,62 

AAGGAAAGCA

GTTGGGTAGC 
58,85 50 138 

Bdi77 
TGAATGATGCCC

ACTTTCCAG 
59,32 47,62 

GCAATGACTG

AGACCCTAGC 
58,80 55 112 

Bdi78 
GTTCCAAAGTGC

TGAGTGAGTG 
59,86 55 

GCAGCCTTCCC

ATCTGTCTG 
59,54 52,38 124 

Bdi79 
GGTGCGTGGAAC

AGGGCAC 
59,57 55 

AGATGTCCCTA

CCCGTCAAC 
59,29 50 120 
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Bdi80 
GAGATGTGGGCT

CTGGGTG 
60,53 63,16 

GAGCAGGACA

GGACACAGAC 
60,79 60 84 

 

 

Fase 2  

De las 384 muestras utilizadas, un total de 308 mostraron resultados en al menos uno de los 

marcadores (267 fecas y 41 tejidos). Lo obtenido para las fecas no fue suficiente para armar genotipos 

completos, ya que por tratarse de muestras no invasivas se requieren varias réplicas para armar un 

genotipo consenso (Taberlet et al., 1996). Por esta razón, para los análisis a nivel poblacional fueron 

necesarias una segunda y una tercera secuenciación. Las 3 secuenciaciones de las muestras de fecas se 

analizan en su totalidad en el Capítulo 2.  

 Se procedió a hacer un análisis de reads de los tejidos de esta primera secuenciación, 

seleccionando algunos “individuos testigo” para cada marcador, como se indicó en la sección de 

Métodos. Esta inspección de secuencias en complementación con el análisis de histogramas de 

MEGASAT llevó a la clasificación final de los marcadores (Tabla 2). Si bien esta clasificación se basó, 

como ya se explicó, sólo en los perfiles genéticos de los tejidos incluidos en la primera secuenciación, 

4 marcadores originalmente clasificados como polimórficos debieron ser reclasificados luego de 

procesar los datos de la segunda y la tercera secuenciación, ya que no mostraron un patrón coherente 

(ver Capítulo 2, sección de Resultados). 

 

Tabla 2. Clasificación de todos los marcadores utilizados. Los señalados con gris oscuro son los 

seleccionados (polimórficos a priori), los blancos son los tomados al azar, los grises claro fueron 

seleccionados y también tomados al azar. 

Marcador Clasificación Observaciones 

Bdi01 Monomórfico - 

Bdi02 Inadecuado Inconsistente 

Bdi03 Inadecuado Indels en las secuencias flanqueantes 

Bdi04 Polimórfico 2 alelos 

Bdi05 Monomórfico - 

Bdi06 Polimórfico 2 alelos 

Bdi07 Polimórfico 2 alelos 

Bdi08 Inadecuado Inconsistente 

Bdi09 Polimórfico 4 alelos 

Bdi10 Polimórfico 2 alelos 

Bdi11 Polimórfico 4 alelos 



52 
  

Bdi12 Polimórfico 2 alelos 

Bdi13 Inadecuado Indels en las secuencias flanqueantes 

Bdi14 Monomórfico - 

Bdi15 Monomórfico - 

Bdi16 Monomórfico - 

Bdi17 Monomórfico - 

Bdi18 Polimórfico 3 alelos 

Bdi19 Polimórfico 2 alelos 

Bdi20 Inadecuado Más de un locus 

Bdi21 Polimórfico 2 alelos 

Bdi22 Monomórfico - 

Bdi23 Monomórfico - 

Bdi24 Polimórfico 2 alelos 

Bdi25 Inadecuado Indel en el microsatélite 

Bdi26 Polimórfico 2 alelos 

Bdi27 Inadecuado Indels en las secuencias flanqueantes 

Bdi28 Monomórfico - 

Bdi29 Monomórfico - 

Bdi30 Polimórfico 3 alelos 

Bdi31 Inadecuado Más de un locus 

Bdi32 Inadecuado Más de un locus 

Bdi33 Inadecuado Inconsistente 

Bdi34 Monomórfico - 

Bdi35 Monomórfico - 

Bdi36 Polimórfico 3 alelos 

Bdi37 Polimórfico 6 alelos 

Bdi38 Monomórfico - 

Bdi39 Polimórfico 4 alelos 

Bdi40 Polimórfico  2 alelos 

Bdi41 Inadecuado Inconsistente 

Bdi42 Polimórfico 3 alelos 

Bdi43 Monomórfico - 

Bdi44 Polimórfico 2 alelos 

Bdi45 Monomórfico - 

Bdi46 Inadecuado No amplifica  
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Bdi47 Monomórfico - 

Bdi48 Inadecuado Indels en las secuencias flanqueantes 

Bdi49 Polimórfico 2 alelos 

Bdi50 Monomórfico - 

Bdi51 Polimórfico 4 alelos 

Bdi52 Inadecuado  Inconsistente 

Bdi53 Inadecuado Más de un locus  

Bdi54 Monomórfico - 

Bdi55 Polimórfico 2 alelos 

Bdi56 Monomórfico - 

Bdi57 Polimórfico 3 alelos 

Bdi58 Polimórfico 4 alelos 

Bdi59 Polimórfico 3 alelos 

Bdi60 Monomórfico - 

Bdi61 Inadecuado Indels en las secuencias flanqueantes 

Bdi62 Monomórfico - 

Bdi63 Monomórfico - 

Bdi64 Inadecuado Más de un locus 

Bdi65 Polimórfico 2 alelos 

Bdi66 Monomórfico - 

Bdi67 Monomórfico - 

Bdi68 Monomórfico - 

Bdi69 Inadecuado  Más de un locus 

Bdi70 Monomórfico - 

Bdi71 Monomórfico - 

Bdi72 Monomórfico - 

Bdi73 Inadecuado Indels en las secuencias flanqueantes 

Bdi74 Inadecuado Inconsistente 

Bdi75 Inadecuado Más de un locus 

Bdi76 Inadecuado Más de un locus 

Bdi77 Inadecuado Inconsistente 

Bdi78 Inadecuado Más de un locus 

Bdi79 Inadecuado Más de un locus 

Bdi80 Monomórfico - 
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La prueba de homogeneidad de los marcadores seleccionados comparados con los tomados al 

azar en cuanto a si fueron útiles (polimórficos) o no útiles (monomórficos o inadecuados) no mostró 

diferencias significativas (Tabla 3). Se realizó otra prueba de homogeneidad, pero desglosando la 

categoría en polimórficos, monomórficos e inadecuados. Esta prueba resultó significativa (Tabla 4), 

indicando un sesgo de los marcadores seleccionados hacia “inadecuados”, mientras que en los elegidos 

al azar hay un sesgo hacia “monomórficos”. Las comparaciones dentro de los marcadores 

seleccionados, entre las clases de “inadecuados” (“inconsistente”, “más de un locus” e “indels”) y entre 

marcadores provenientes de un genoma y de dos genomas, no pudieron realizarse porque se violaba el 

supuesto de que no más del 20% de las frecuencias esperadas sea menor a 5. Las características de cada 

uno de los marcadores seleccionados de todas maneras se muestran en una nueva tabla con el fin de 

facilitar un análisis descriptivo (Tabla 5). 

 

Tabla 3. Tabla de contingencia para la prueba de homogeneidad entre los marcadores seleccionados y 

tomados al azar, para la variable “utilidad”. Entre paréntesis los valores esperados, G.d.l = 1; χ² = 2,33; 

VC = 3,84; p>0,05. 

 
Útil No útil Totales 

Seleccionados 6 (9,08) 23 (19,91) 29 

Azar 20 (16,91) 34 (37,08) 54 

Totales 26 57 83 

 

 

Tabla 4. Tabla de contingencia para la prueba de homogeneidad entre los marcadores seleccionados y 

tomados al azar, para las categorías empleadas en su clasificación. Entre paréntesis los valores esperados, 

G.d.l= 2; χ² = 25,72; VC = 5,99; p<0,05. 

 
Polimórfico Monomórfico Inadecuado Totales 

Seleccionado 6 (9,08) 3 (10,13) 20 (9,78) 29 

Azar 20 (16,91) 26 (18,86) 8 (18,21) 54 

Totales 26 29 28 83 
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Tabla 5. Origen de los marcadores según cómo fueron diseñados y clasificación según su utilidad luego de 

observar los datos de secuenciación. 

Nombre Origen Clasificación 

Bdi2 Ambos Inconsistente 

Bdi08 Porto Primavera Inconsistente 

Bdi11 Ambos Polimórfico 

Bdi12 Ambos Polimórfico 

Bdi13 Porto Primavera Indel 

Bdi19 Ambos Polimórfico 

Bdi20 Porto Primavera Más de un locus 

Bdi22 Ambos Monomórfico 

Bdi25 Porto Primavera Indel 

Bdi31 Delta Más de un locus 

Bdi32 Delta Más de un locus 

Bdi33 Ambos Inconsistente 

Bdi34 Ambos Monomórfico 

Bdi36 Ambos Polimórfico 

Bdi38 Ambos Monomórfico 

Bdi39 Ambos Polimórfico 

Bdi41 Ambos Inconsistente 

Bdi46 Delta No amplifica 

Bdi48 Delta Indel 

Bdi52 Delta Inconsistente 

Bdi53 Porto Primavera Más de un locus 

Bdi58 Delta Polimórfico 

Bdi61 Delta Indel 

Bdi73 Delta Indel 

Bdi74 Ambos Inconsistente 

Bdi75 Delta Más de un locus 

Bdi76 Ambos Más de un locus 

Bdi78 Porto Primavera Más de un locus 

Bdi79 Ambos Más de un locus 
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Caracterización de los marcadores 

 

 El total de marcadores polimórficos fue de 26. Se trabajó con 26 muestras que tenían un máximo 

de 16% de datos faltantes para hacer la estadística de caracterización, en el caso de B. dichotomus. 

También se analizaron las 5 muestras de los otros cérvidos y se encontró que varios marcadores 

amplificaron exitosamente (Tabla 6). El marcador Bdi7 sólo se pudo genotipar en 5 muestras, por lo 

que no se incluyó en la estadística. 

 

 

Tabla 6. Caracterización de los marcadores polimórficos de B. dichotomus. NA: número de alelos del locus. 

Ho: Heterocigosis observada. HE: Heterocigosis esperada. P-valor H-W: significancia del ajuste a las 

proporciones de Hardy-Weinberg de cada locus. 

Locus NA 
Rango de 

tamaño (pb) 
Ho HE 

P-valor 

H-W 
Amplificación cruzada (NA, rango de tamaño) 

Bdi4 2 93-101 0,13 0,18 0,24 A, axis (1, 89); M, gouazoubira (2, 93-101) 

Bdi6 2 104-112 0,13 0,18 0,24 M, gouazoubira (3, 100-108) 

Bdi7 2 98-100 - - - - 

Bdi9 2 112-132 0,15 0,27 0,03 M, gouazoubira (2, 140-148) 

Bdi10 2 79-81 0,26 0,28 0,55 - 

Bdi11 2 127-131 0,24 0,29 0,25 A, axis (1, 133) 

Bdi12 2 114-116 0,27 0,45 0,04 A, axis (1, 117); M, gouazoubira (1, 114) 

Bdi18 2 90-92 0,11 0,22 0,03 A, axis (2, 112-120); M, gouazoubira (2, 92-102) 

Bdi19 3 140-144 0,32 0,51 0,16 - 

Bdi21 3 101-107 0,40 0,49 0,45 A, axis (1, 86); M, gouazoubira (6, 103-121) 

Bdi24 5 63-35 0,62 0,48 0,13 M, gouazoubira(2, 59-61) 

Bdi26 2 118-120 0,33 0,36 0,63 M, gouazoubira(4, 114-122) 

Bdi30 3 120-124 0,27 0,48 0,01 A, axis (2, 126-128); M, gouazoubira (3, 116-144) 

Bdi36 4 117-119 0,52 0,50 1,00 - 

Bdi37 3 109-119 0,73 0,76 0,05 A, axis (3, 111-123); M, gouazoubira (5, 111-129) 

Bdi39 2 124-138 0,67 0,66 1,00 A, axis (1, 130); M, gouazoubira (3, 122-128) 

Bdi40 2 112-116 0,35 0,51 0,21 A, axis (1, 98); M, gouazoubira (3, 86-116) 

Bdi42 4 114-118 0,66 0,56 0,02 M, gouazoubira (4, 112-118) 

Bdi44 2 102-116 0,17 0,16 1,00 M, gouazoubira (1, 102) 

Bdi49 4 87-91 0,34 0,51 0,09 A, axis (1, 77); M, gouazoubira (3, 83-117) 

Bdi51 3 83-91 0,47 0,51 0,79 A, axis (1, 75); M, gouazoubira (4, 81-95) 

Bdi55 2 105-107 0,31 0,27 1,00 A, axis (1, 123); M, gouazoubira (1, 107) 

Bdi57 2 113-119 0,04 0,11 0,06 M, gouazoubira (3, 116-125) 

Bdi58 4 96-120 0,83 0,54 0,02 M, gouazoubira (3, 132-144) 

Bdi59 2 80-94 0,40 0,54 0,07 M, gouazoubira (4, 76-98) 

Bdi65 4 108-110 0,21 0,29 0,16 A, axis (1, 108); M, gouazoubira (1, 108) 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Los microsatélites han sido siempre marcadores muy útiles en Genética de Poblaciones por ser 

codominantes y además altamente variables, con una amplia gama de utilidades. Hasta hace no mucho 

tiempo, existía la dificultad de no contar con datos de genomas en especies no modelo para poder 

diseñar marcadores, por lo que para encontrar dichos marcadores se preparaban bibliotecas genómicas 

de clones en Escherichia coli, en un procedimiento largo y laborioso. Un pequeño resumen de este 

proceso es útil para poner en contexto la metodología desarrollada en este capítulo. Los pasos para la 

preparación de una biblioteca genómica (Millán Márquez, 2010) son los siguientes: 

 

1-Corte del ADN en fragmentos de aproximadamente 500 pares de bases con enzimas de restricción o 

por sonicación 

2- Ligación de adaptadores. 

3- Amplificación de aquellos fragmentos correctamente ligados. 

4- Selección de secuencias con repeticiones en tándem usando sondas biotinizadas 

5- Añadido de partículas magnéticas con afinidad por la biotina 

6- Adherencia de las partículas magnéticas más las secuencias marcadas con biotina a las paredes del 

tubo bajo un campo magnético 

7- Lavados y centrifugaciones para eliminar todo aquello que no se encontrara adherido a las paredes. 

8- Separación de las partículas magnéticas de los fragmentos de ADN y precipitación de los mismos. 

9- Nueva ronda de amplificaciones para aumentar la concentración de los fragmentos seleccionados. 

10- Inserción de los fragmentos en un plásmido bacteriano resistente a la ampicilina 

11- Transformación con dicho plásmido de bacterias no resistentes a la ampicilina 

12- Cultivo de colonias 

13- Selección de colonias transformadas, o sea, resistentes a la ampicilina 

14- Extracción de los plásmidos de dichas colonias 

15- Secuenciación de los plásmidos. 

 

Como puede observarse, este protocolo es mucho más extenso y menos preciso que el utilizado 

en este capítulo (ver Materiales y Métodos). Al hacerse por NGS, la búsqueda de repeticiones en tándem 
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ya no es un procedimiento de laboratorio con sondas de hibridación, sino que se realiza in silico con un 

software en el que se pueden determinar las condiciones de búsqueda.  

Desde hace algo más de una década se han empezado a desarrollar avances en tecnologías NGS 

que han logrado superar la dificultad de tener una gran cantidad de datos iniciales a partir de los cuales 

diseñar primers para un gran número de marcadores, de modo de garantizar una buena resolución en 

los análisis de variabilidad y estructura genética, sobre todo en especies con poca variabilidad genética. 

Los métodos NGS para el desarrollo de marcadores han ido reemplazando la utilización de bibliotecas 

clonadas en E. coli (Castoe et al. 2010), no sólo por producir muchos más datos con menos esfuerzo y 

mayor precisión, sino que también los resultados se alcanzan por el mismo costo de secuenciar unos 

pocos cientos de clones de biblioteca de E. coli (Arthofer et al., 2011). 

En nuestro país, si bien numerosos grupos de investigación trabajan con NGS, no utilizan 

métodos de genómica para diseñar y analizar marcadores del tipo microsatélites. Pero en esta tesis hay 

razones importantes para utilizar estos marcadores. En primer lugar, se quiere analizar la variabilidad y 

estructura genética de un mamífero amenazado de extinción, el ciervo de los pantanos. Esta especie ha 

sufrido procesos de pérdida de hábitat y fragmentación que resultaron en una disminución muy 

importante de su distribución, así como de su tamaño poblacional. Algunas de las poblaciones 

remanentes posteriormente crecieron de forma significativa. Estos procesos demográficos hacen 

presuponer una baja variabilidad genética. Y, tal como se expuso en la Introducción, los microsatélites, 

al ser multialélicos, son más efectivos que otro tipo de marcadores de uso más extendido en la 

actualidad, como los SNPs. Por otra parte, al tratarse de una especie en riesgo, la mayoría de las muestras 

son no invasivas, lo que implica que el ADN que puede ser extraído de ellas tendrá baja calidad y estará 

en baja cantidad. Esto hace que otro tipo de marcadores utilizados con técnicas de diseño NGS, como 

RADseq o captura con sondas específicas, tampoco resulten eficaces, ya sea porque los fragmentos de 

ADN provenientes de muestras no invasivas son muy pequeños o bien por el costo asociado a la técnica. 

Por estas razones es que el objetivo general de este capítulo es desarrollar un grupo de marcadores 

microsatélites específicos para Blastocerus dichotomus. Este objetivo se llevó a cabo a través de las 

siguientes actividades: 

(1) Diseño de primers por NGS para agilizar el armado de la genoteca, técnica que ya está 

prácticamente instalada como método usual en otros países, pero no en Argentina. 

(2) Realización de un análisis in silico (modelización de los marcadores) como propuesta para 

aumentar el número de marcadores útiles. 

(3) caracterización del set de microsatélites candidatos por la técnica NGS Amplicon 

Sequencing, como forma de lograr el análisis de un número elevado de marcadores en un número 

elevado de muestras.  

(1) Arthofer et al. (2011) hicieron una revisión de la literatura sobre diseño de microsatélites para 

comparar los resultados obtenidos a partir de una biblioteca de E. coli con los obtenidos por NGS. En 

la comparación incluyeron por un lado todos los trabajos de diseño de marcadores microsatelites 
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publicados durante el año 2008 en Molecular Ecology Resources, ya que 2008 fue el último año en el 

que no se utilizaron técnicas NGS para el diseño de primers. En total fueron 238 trabajos. Para estudiar 

el abordaje con NGS se tomaron 22 trabajos, publicados en el año 2011, en los cuales se diseñaban 

marcadores y se los caracterizaba luego por el procedimiento tradicional de PCR y electroforesis capilar 

de Sanger. Como resultado se encontró que, mientras que en los trabajos con bibliotecas de E.coli el 

número de secuencias analizadas (clones) en búsqueda de repeticiones en tándem estaba por debajo de 

1000 en la mayoría de las publicaciones, los abordajes con NGS producían decenas de miles de 

secuencias (reads), conteniendo miles de microsatélites. Más concretamente, en promedio, 196,3 

secuencias por estudio fueron analizadas en las bibliotecas de clones, contra 167.747 en abordajes con 

NGS. En este último caso, 2,4% de los reads encontrados tuvieron microsatélites, mientras que con la 

librería de clones se encontraron en el 50,7% de las secuencias. La gran diferencia entre ambos 

porcentajes se atribuye a que el método convencional incluye un paso de enriquecimiento de secuencias 

repetitivas que no suele hacerse en el método con NGS. De todas formas, esto resulta en miles de loci 

candidatos en el caso de NGS (2,4% de 167.747) contra decenas en el caso del método convencional 

(50,7% de 196,3). De estos loci hallados fueron seleccionados para verificar polimorfismo y ser puestos 

a punto por PCR, el 85% (de decenas) en las bibliotecas de E. coli contra el 1,3% (de miles) en el caso 

de NGS. En definitiva, el resultado final es similar. Esto es así debido a las limitaciones de esfuerzo, 

tiempo y dinero que tienen los proyectos de investigación. En ambos abordajes, alrededor del 60% de 

todos los pares de primers probados fueron descartados por amplificación insuficiente o por ser 

monomórficos.  

Por lo tanto, las conclusiones que pueden sacarse al comparar ambos métodos de diseño son:  

a- Debido a la mayor producción de datos, NGS tiene la capacidad de producir los mismos resultados 

que las bibliotecas de E. coli con un menor esfuerzo (y costo) en el trabajo de laboratorio. Por ejemplo, 

no requiere un paso de enriquecimiento de secuencias en tándem de la biblioteca y la búsqueda de loci 

puede hacerse en sólo un día. 

b- El mayor rigor con el que se seleccionan los loci en las técnicas de diseño con NGS (software que 

busca secuencias en tándem versus sondas biotinizadas) no parece incrementar la eficiencia en la 

producción de marcadores útiles (mismo porcentaje de loci descartados). Es necesario sumar algún otro 

tipo de análisis. 

c- Si bien existen ventajas al diseñar marcadores por NGS, el procedimiento de prueba y puesta a punto 

de los mismos por PCR sigue constituyendo un cuello de botella que limita la cantidad de pares de 

primers a probar. 

 

(2) Este punto es especialmente importante: por tratarse de una especie amenazada de la que se 

reportaron reducciones drásticas de los tamaños poblacionales y rápidos crecimientos posteriores 

(probablemente resultando en una baja variabilidad genética), se intentó incrementar la relación 

marcadores útiles/no útiles para asegurar una buena resolución en los análisis genéticos. Sin embargo, 
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los resultados muestran que el procedimiento aplicado no fue exitoso. La selección para enriquecer con 

polimórficos al grupo de marcadores candidatos no mostró resultados significativamente distintos a 

aquellos obtenidos al trabajar directamente con marcadores seleccionados al azar.  

Al analizar en detalle cómo está compuesto el grupo de marcadores seleccionados, se observa 

que la mayoría de los que no son útiles pertenecen a la categoría “inadecuados” (inconsistentes, más de 

un locus o con indels), mientras que en el grupo de los elegidos al azar la mayoría de los que no son 

útiles son monomórficos. Esta diferencia entre marcadores seleccionados y marcadores tomados al azar, 

está indicando que el proceso de selección tuvo cierto impacto, y efectivamente sirvió para descartar 

marcadores monomórficos (que son la mayoría de los que no son útiles cuando los marcadores se toman 

al azar). Es decir, efectivamente se seleccionaron marcadores con diferentes variantes (aunque no 

necesariamente alelos).  Por lo tanto, puede constituir un primer paso para mejorar la eficiencia del 

trabajo previo a la utilización de los microsatélites. Es necesario continuar la puesta a punto del método 

para elaborar criterios que afinen la selección, detectando tempranamente microsatélites con 

tartamudeo, primers que amplifiquen más de un locus o presencia de indels. Las siguientes 

observaciones podrían contribuir a afinar los criterios de búsqueda. 

Debido a que las comparaciones dentro de las clases de “inadecuados” (indels, más de un locus 

o inconsistentes) y la comparación del uso de un genoma versus dos genomas no pudieron realizarse 

porque no se cumple el supuesto de no más del 20% de frecuencias esperadas menores a 5, a 

continuación se hará un análisis descriptivo.  

Dentro de los seleccionados-inadecuados, hay cuatro marcadores en los que se encontraron 

indels en las secuencias flanqueantes, y uno en el que hay un indel dentro de la secuencia del 

microsatélite (Bdi13, Bdi25, Bdi48, Bdi61, Bdi73). Estos cinco marcadores fueron seleccionados a 

partir de sólo uno de los dos genomas disponibles (3 del Delta y 2 de Porto Primavera). Por lo tanto, es 

posible postular que, en algunos de estos casos, de haberse hecho la comparación con el genoma de la 

otra población, se hubiera detectado este problema.  

Los seleccionados-inadecuados que amplifican más de un locus fueron 8. Si bien se procesaron 

los datos con el programa REPEAT MASKER, estas secuencias no fueron identificadas. Posiblemente 

se deba a que las bases de datos de especies no modelo, como son los cérvidos, no estén lo 

suficientemente completas. 

Con respecto a los marcadores que resultaron inconsistentes, este problema seguramente sea 

consecuencia de características particulares de algunos microsatélites, que debido a su secuencia 

producen el efecto de tartamudeo, o bien no tienen un alineamiento lo suficientemente efectivo con el 

templado (a pesar de las condiciones estrictas con las que fueron diseñados los primers), lo que no le 

permitan amplificar correctamente el locus blanco. Este tipo de problema es muy difícil de predecir y 

por lo tanto quizás no valga la pena invertir esfuerzo en tratar de controlarlo. 

Por lo tanto, en lo que respecta a eliminar o al menos reducir la selección de marcadores 

“inadecuados”, una alternativa sería analizar sólo aquellos marcadores encontrados en la comparación 
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entre dos genomas (de dos poblaciones distantes y que se supone diferentes genéticamente). Esto 

aumentaría la probabilidad de eliminar los loci con indels. Aunque sin duda, para poder obtener un 

número de marcadores que justifique este laborioso análisis de datos, la mejor alternativa sería 

incrementar la cobertura de los genomas, por lo menos a un 20% o 30%. Con esto, además, quizás 

también podría saldarse el problema de las secuencias multilocus no detectadas en bases de datos, ya 

que con una cobertura más amplia de los dos genomas se consigue una cobertura general más amplia 

por la suma de ambos, y esto podría ayudar a encontrar loci repetidos. 

Otra cosa a tener en cuenta es que en este trabajo se hizo la búsqueda de microsatélites sobre 

contigs en lugar de reads, pensando en reducir la información a analizar. Sin embargo, esto puede haber 

tenido consecuencias, dado que el ensamble de genomas siempre es problemático, en especial en este 

caso en el que la cobertura fue tan baja. Al existir secuencias repetitivas en los genomas, nunca se puede 

tener la certeza de que los ensambles realizados son fidedignos, y de esta manera el diseño de primers 

podría estar haciéndose sobre contigs que no representan la verdadera secuencia del genoma. 

 

(3) En cuanto a la caracterización de los microsatélites con la técnica de Amplicon Sequencing, el 

número de marcadores clasificados como útiles constituyen un 32,5% de los loci testeados (26 

polimórficos de 80 puestos a prueba). Este valor es similar al encontrado en la revisión de Arthofer et 

al. (2011), donde los primers diseñados por NGS luego eran caracterizados de forma tradicional con 

PCR y secuenciación Sanger. Sin embargo, en el caso de esta tesis, al analizar los marcadores con 

Amplicon Sequencing, el número de marcadores finalmente incluidos en los análisis es mayor al que se 

observa en los trabajos con la caracterización tradicional (ver, por ejemplo, Aguillon et al., 2020; 

Latorre-Cardenas et al., 2019; Méndez-Rodríguez et al., 2017; Gutiérrez et al., 2017; Cleary et al., 

2016; Eo et al., 2016; Barthelmess et al., 2013; Crowhust et al., 2012). 

Son poco comunes los trabajos en los que se obtienen números similares o mayores de 

marcadores, comparados con este trabajo (por ejemplo, Lee et al., 2017; Hung et al., 2016; Arcangeli 

et al., 2012). En una revisión de las publicaciones en mamíferos, no se han encontrado trabajos que 

desarrollen y además pongan a prueba marcadores microsatélites por NGS. Así que, basándonos en la 

idea lógica de que probar un mayor número de loci producirá un mayor número de loci útiles, y en la 

evidencia aportada por este trabajo, podemos sugerir que utilizar Amplicon Sequencing a tales fines 

incrementa notoriamente la efectividad de los resultados de búsqueda de marcadores. 

Por otra parte, una característica importante de esta técnica es que se obtienen las secuencias 

de los marcadores, mientras que con las técnicas tradicionales sólo se obtiene información sobre su 

tamaño. Un marcador verdaderamente polimórfico es aquel que posee alelos diferenciados en el número 

de repeticiones. Al tener las secuencias, la certeza sobre el polimorfismo es absoluta, lo cual no es el 

caso con el genotipado tradicional, en el que una diferencia de tamaño puede deberse, por ejemplo, a la 

existencia de indels en las secuencias flanquentes o entre las repeticiones en tándem. En un análisis 

convencional por Sanger se confundirían estos casos con alelos diferentes. Esto es una ventaja muy 
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significativa de Amplicon Sequencing, ya que tiene consecuencias directas en la interpretación de los 

resultados. 

En resumen, el análisis in silico realizado, basado en seleccionar a través de algoritmos aquellos 

marcadores con mayor probabilidad de ser polimórficos, no produjo resultados diferentes a los 

obtenidos seleccionando los marcadores al azar. Sin embargo, constituye una base sobre la que seguir 

trabajando en el futuro, ya que permitió identificar factores que permitirán mejorar la selección para 

polimorfismo, tales como incrementar la cobertura de los genomas y seleccionar los marcadores a partir 

de comparaciones entre genomas obtenidos de individuos de poblaciones diferenciadas. Diseñar un 

método de enriquecimiento de marcadores polimórficos es útil para optimizar la relación entre número 

de muestras y número de marcadores, optimizando el costo financiero y el esfuerzo de laboratorio. 

Los resultados expuestos en este capítulo apoyan la idea de que los microsatélites no deben ser 

descartados como herramienta útil en Ecología Molecular, sobre todo en especies no modelo de las que 

no se tiene el genoma completamente secuenciado como para obtener una cantidad suficiente de SNPs, 

y especialmente porque al trabajar con ADN degradado no es recomendable aplicar la técnica RADseq 

para el armado de la biblioteca.  

Un trabajo reciente de Eriksson et al., (2020) optimizó el protocolo de Amplicon Sequencing 

para el trabajo con muestras no invasivas. Si bien este trabajo es sumamente valioso desde el punto de 

vista metodológico, ya que el protocolo optimizado y aplicado a heces y pelos de coyote (Canis latrans) 

resultó en más de un 90% de éxito en las muestras genotipadas, los autores utilizan SNPs argumentando 

que son más útiles que los microsatélites. Esta elección la basan en un mayor éxito de amplificación y 

una menor tasa de error de los SNPs frente a los microsatélites. El número de SNPs que utilizan es 26, 

pero los mismos autores explicitan que para analizar parentesco, estructura genética y filogeografía 

(todos objetivos muy comunes en Ecología Molecular), se necesitarían muchos más marcadores.  

Por lo tanto, a pesar del éxito de este protocolo con muestras no invasivas, su utilidad para 

resolver cuestiones comunes y a la vez fundamentales en la Ecología Molecular y la Genética para la 

Conservación es reducida. El problema de utilizar SNPs con Amplicon Sequencing es que en algunas 

especies y para muchos análisis, será necesaria una cantidad de loci del orden de cientos o miles, y 

manipular este número de marcadores requiere aumentar la cantidad de marcadores en cada multiplex 

y a su vez la cantidad de multiplexes (en placas de 384 pocillos). Además de que el trabajo de laboratorio 

sería sumamente costoso en términos de tiempo y dinero, el efecto de interacción de muchos marcadores 

dentro de un mismo multiplex probablemente disminuiría la tasa de éxito de genotipado.  

En conclusión, se diseñó por NGS un set de microsatélites específicos para el ciervo de los 

pantanos, se probó un método de enriquecimiento de marcadores polimórficos que no resultó efectivo 

pero que expuso criterios a tener en cuenta para mejorarlo, y por último se obtuvo un número de 

marcadores por encima de la media de los que se utilizan para este tipo de trabajos con especies no 

modelo y muestras no invasivas. Este número de marcadores resultó suficiente para estudiar la 

variabilidad y estructura genética de la especie, tema que será desarrollado en el próximo capítulo.  
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CAPÍTULO 2:  

 

Diversidad y estructura genética de 

Blastocerus dichotomus en Argentina 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los humedales están disminuyendo rápidamente a escala mundial, tanto en tamaño como en 

número y calidad. Como consecuencia, sus servicios ecosistémicos se ven severamente afectados. Se 

ha estimado que durante el siglo XX se produjo una disminución de entre el 64% y el 71% en la 

extensión de los humedales, y que esta degradación va en aumento, estimándose que los humedales 

continentales han disminuido entre un 69% y un 75% y los costeros alrededor del 62% (Davidson et 

al., 2014). Esto a su vez ha producido una disminución de la biodiversidad de estos ambientes, que se 

ve afectada por amenazas como degradación de su hábitat útil, contaminación, regulación y extracción 

de los cursos de agua, sobreexplotación de la pesca e introducción de especies exóticas, a lo que se le 

están empezando a sumar los efectos del cambio climático (Strayer y Dudgeon, 2010). 

 La Ecorregión Delta e Islas del Río Paraná 

(Figura 1) está constituida por un conjunto de 

humedales que ocupa un área de 4.825.000 ha. en 

la llanura Chaco-Pampeana (Bo, 2006), 

incluyendo el corredor fluvial y planicie de 

inundación del Bajo Río Paraguay (donde 

desemboca en el Río Paraná), los tramos inferior y 

medio del Río Paraná, y el cauce del Río de la Plata 

(Burkart et al., 1999) y conteniendo sectores tanto 

insulares como continentales (Bo, 2006). Los ríos 

Paraná y Paraguay tienen una importancia como 

corredores biológicos, a través de los cuales se 

produce la migración de flora y fauna entre zonas 

tropicales y templadas (Kandus y Malvárez, 2002; 

Quintana et al., 2002; Johnson et al., 1999; 

Redford y da Fonseca, 1986). Además de esta 

importancia como corredores, los bosques en 

galería de los ríos grandes han servido 

históricamente como refugios biológicos durante 

períodos más secos (Aguiar et al., 2007; Ranzi, 2000). La importancia de estos ambientes riparios se ha 

vuelto muy evidente desde la expansión de las fronteras de la agricultura y la ganadería, lo que 

transformó drásticamente su vegetación, convertida en angostos mosaicos confinados a la orilla del río, 

rodeados de una matriz de pastura y plantaciones, que en muchos casos constituyen los únicos hábitats 

disponibles para algunas especies (Aguiar et al., 2007).  

Ya se ha descrito en la sección de Antecedentes de esta tesis cómo se ha reducido la distribución 

de B. dichotomus con respecto a su distribución original. Se ha sugerido que, aunque actualmente la 

Figura 1. Las zonas coloreadas de verde muestran 

la superficie de la Ecorregión del Delta e Islas del 

Río Paraná. 
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fragmentación es tal que impide la migración de ciervos entre poblaciones ubicadas en los márgenes 

del Paraná, hasta hace aproximadamente 300 años no habría habido barreras físicas para el movimiento 

entre las poblaciones que se reconocen hoy en día (Márquez et al., 2006): Delta del Paraná, Esteros del 

Iberá, Formosa, y Paraná Medio (Ver Antecedentes). 

La población de ciervos del bajo delta del Paraná constituye el límite austral de distribución de 

la especie y es singular por varios motivos. Por un lado, el hábitat típico de este cérvido lo constituyen 

pajonales inundables, lagunas abundantemente vegetadas y esteros con embalsados, que son islas 

flotantes de vegetación y materia orgánica (Piovezan et al., 2010). Sin embargo, en el delta su presencia 

está fuertemente ligada a paisajes bajo producción forestal con salicáceas (Salix spp), siendo, de todas 

las poblaciones existentes en la actualidad, la que probablemente ha logrado adaptarse y sobrevivir 

mejor al cambio drástico en la fisonomía de su hábitat.  

Por otro lado, las poblaciones periféricas revisten un interés particular, ya que tienden a ser más 

sensibles a las influencias antrópicas que las poblaciones centrales al estar más expuestas al aislamiento 

y a una mayor estocasticidad ambiental y demográfica (Chang et al., 2005). Típicamente, su 

distribución suele ser fragmentada (Vucetich y Waite, 2003), por lo que se espera que tanto las tasas de 

flujo génico como su tamaño poblacional efectivo sean menores que aquellas en las poblaciones 

centrales de la distribución (Lesica y Allendorf, 1995). En muchos casos, estas poblaciones poseen 

adaptaciones locales únicas (García-Ramos y Kirkpatrick, 1997).  

Por lo tanto, las poblaciones que ocupan los extremos del rango de distribución de especies 

amenazadas demandan especialmente planes de conservación, los que a su vez requieren un 

entendimiento claro de la estructura genética (Frankham et al., 2002). En particular para los ciervos del 

bajo delta del Paraná, que como se ha mencionado anteriormente, parecen haberse adaptado a los 

cambios en su hábitat, es importante determinar si dichos cambios han afectado su variabilidad y 

estructura genética.  

La presencia de este mamífero carismático a escasos 40 kilómetros de la Ciudad de Buenos 

Aires sugiere que su utilización como herramienta de conservación puede ser fundamental, tanto en el 

proceso de concientización de productores, isleños o habitantes de las grandes urbes, como en 

estrategias tendientes a conservar el patrimonio natural y cultural de delta. Por ejemplo, ha sido utilizado 

como “especie bandera” y “especie paraguas” durante el proceso de creación y consolidación de la 

Reserva de Biósfera Delta del Paraná, que actualmente protege relictos del paisaje original del delta y 

a otras innumerables especies de la flora y fauna nativa. Asimismo, por su gran porte y capacidad de 

movimiento constituye una “especie paisaje” (Sanderson et al., 2002), con las consiguientes 

implicaciones para la planificación de uso del suelo. También funciona como un excelente indicador de 

calidad ambiental, ya que su presencia informa sobre la existencia de atributos naturales y actividades 

humanas compatibles con la preservación del entorno natural.  

En el marco del Proyecto Ciervo de los Pantanos (“PCP”) mencionado en la sección de 

Antecedentes de esta tesis, se realizaron relevamientos de distribución y abundancia relativa de la 
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especie en todo el bajo Delta (Varela, 2003; D’Alessio et al., 2006). Estos relevamientos, realizados 

entre 1999 y 2004, permitieron determinar por primera vez la distribución y el estado de conservación 

de esta población de ciervo de los pantanos. De ellos se desprende la existencia de tres núcleos 

poblacionales (Figura 2). Uno de estos núcleos, denominado “Frente de Avance” (FA, Figura 2), se 

encuentra en la III Sección de Islas del delta bonaerense (Partido de San Fernando), entre los ríos Paraná 

Guazú y Barca Grande y a lo largo de una franja de costa variable de unos tres a cinco kilómetros de 

ancho, lindante al Río de la Plata. En esta área se destaca la presencia de pajonales flotantes o 

embalsados, y todavía se encuentran algunos relictos de “monte blanco”, es decir, selva en galería de 

gran diversidad específica y estructural (Burkart, 1957), ya que es la zona menos impactada por 

actividades humanas (Varela, 2003). Hay una baja alteración de los ambientes naturales en el interior 

de las islas, y plantaciones forestales de pequeños productores, con una distancia significativamente 

grande a los centros urbanos, encontrándose dentro de la Reserva de Biósfera Delta del Paraná. 

Un segundo núcleo se identificó en la IV Sección de Islas (partidos de Campana y San 

Fernando), en un área conocida como “Núcleo Forestal” (NF, Figura 2), que abarca grandes 

establecimientos productivos (>2000 ha.), como “El Oasis” (Arauco Argentina SA) y “Las Carabelas” 

(Papel Prensa SA). Este núcleo concentra la mayor cantidad de plantaciones de álamo y sauce del bajo 

delta, representando un 60% de la producción argentina de Salicáceas (Fracassi et al., 2014). Algunos 

productores están diversificando su producción incorporando ganado en sistemas silvopastoriles. 

Dentro de los predios se toman medidas para evitar la caza furtiva. A diferencia de lo que ocurre con el 

núcleo anterior, aquí los ciervos utilizan escasamente los hábitats de pajonales y ceibales de la zona, 

debido probablemente al mal estado de conservación de los mismos y a la elevada exposición que sufren 

en estos sitios frente a la caza ilegal y a los incendios. Las macrófitas nativas siguen siendo comunes 

de observar en los cursos de agua, pero plantas exóticas sin uso comercial también están ampliamente 

distribuidas por toda esta área (Marin et al., 2020). En la región  se observa una baja presencia humana, 

pero con numerosos y activos endicamientos y canales, construidos para aumentar el área apta para la 

forestación, que los ciervos utilizan para protegerse de las crecidas de los ríos. 

Finalmente, un tercer núcleo fue identificado en el delta entrerriano (ER, Figura 2), sobre una 

franja de islas próximas al río Uruguay, entre los ríos Gutiérrez y Paraná Guazú (D’Alessio et al., 2006). 

El estado de conservación de este último núcleo fue descripto como “extremadamente vulnerable”, en 

gran parte debido a su aislamiento, marginalidad y fuerte presión de caza (Javier Pereira, comunicación 

personal). El PCP estimaba para 2004 que, de no implementarse con urgencia medidas de protección 

en dicha zona, dicho núcleo podría desaparecer en poco tiempo.  

La Provincia de Buenos Aires otorgó al ciervo de los pantanos el máximo nivel de protección 

legal (“Monumento Natural”), pero la aplicación de esta normativa resulta limitada y condicionada por 

la insuficiente disponibilidad de recursos humanos y económicos destinados a acciones de control y 

fiscalización (D´Alessio et al., 2018).  
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No ha habido una estimación rigurosa de la densidad de ciervos en esta región.  Un análisis 

basado en encuestas durante la década de los ‘90 (Lartigau et al., 2012) sugirió un tamaño poblacional 

de 500 individuos para todo el delta, y por lo tanto una densidad de aproximadamente  0.53 ind/km2. 

En las últimas dos décadas se ha observado una tendencia al crecimiento demográfico (Varela et al. 

2018). Sin embargo, las amenazas como la caza furtiva, la depredación por perros y la intensa 

modificación del hábitat siguen representando una fuerte presión para la población (Pereira et al., 2018). 

Además, el impacto más grande sobre la dinámica de la población tiene que ver con los períodos de 

inundaciones extraordinarias, de frecuencia creciente debido el cambio climático. Todo este conjunto 

de presiones generan una alta mortalidad (Orozco et al., 2017a; Varela et al., 2017; Argibay et al., 2018; 

Pereira et al., 2018). 

Según la última categorización de los mamíferos realizada por la Sociedad Argentina para el 

estudio de los Mamíferos (SAREM), la población de ciervos del delta está considerada “En Peligro” 

Figura 2. Distribución de B. dichotomus en el Delta del Río Paraná. NF=Núcleo Forestal. FA=Frente de 

Avance. ER=Entre Ríos. Esta imagen fue elaborada en base al mapa de distribución publicado en D’Alessio 

et al., 2018. 
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(Pereira et al., 2019), dado que la extensión de ocupación se estima en menos de 2.700 km2, presenta 

menos de 5 localidades (sensu UICN) y puede sufrir fluctuaciones demográficas extremas debido a los 

efectos directos e indirectos de las inundaciones extraordinarias (criterios B1ac).  

Dada la categorización de esta población como “En Peligro”, y la descripción realizada de su 

subdivisión en tres núcleos, es imprescindible un estudio genético que permita mejorar el diagnóstico 

realizado hasta el momento. La posibilidad de que se haya perdido la conectividad entre los tres núcleos 

poblacionales, con los consecuentes problemas que enfrentan las poblaciones pequeñas (como ser 

endogamia, estocasticidad demográfica o alta susceptibilidad a catástrofes de escala local), debe ser 

evaluada, y los resultados de esta evaluación incluidos en eventuales pautas de manejo  de la especie o 

del hábitat. Desde el punto de vista genético, falta información científica básica que permita 

diagnosticar mejor la situación de la especie y priorizar las medidas de acción necesarias para garantizar 

su conservación. Esta información podría complementarse a los estudios de los efectos de la 

modificación del paisaje sobre la condición nutricional de la especie y la distribución y abundancia de 

los núcleos poblacionales para elaborar pautas de manejo. Pero además, existe consenso respecto de 

que cualquier estrategia dirigida a proteger al ciervo en el delta debe incluir necesariamente su 

interacción con la actividad forestal, ya que muchos de los ciervos que aún sobreviven en la región se 

encuentran en establecimientos forestales de sauce y álamo. Por lo tanto, un plan de manejo debe incluir 

la generación de prácticas de producción compatibles con el mantenimiento de la especie, ya sea a nivel 

de paisaje, de predio o de rodal. 

 Este capítulo tiene como objetivo analizar las consecuencias de la reducción y fragmentación 

del rango de distribución de B. dichotomus en Argentina sobre su variabilidad y estructura genéticas, 

con particular énfasis en la población más austral, el Delta del Paraná, para contribuir al planteo de 

pautas de manejo en el área.  

Las hipótesis de trabajo son: 

 

Hipótesis 1: Los bosques en galería de los ríos de la Ecorregión del Delta e Islas del Río Paraná, han 

actuado en la historia reciente del ciervo de los pantanos como refugios y corredores de dispersión. 

 

Predicción 1: Las poblaciones del Delta del Paraná, de los Esteros del Iberá y de El Bagual, aunque 

aisladas geográficamente, mostrarán evidencia genética de conectividad histórica reciente. 

 

Hipótesis 2: Los fragmentos de hábitat ocupados por el ciervo de los pantanos en el Delta del Paraná 

se comportan como una metapoblación. 

 

Predicción 1: Cada uno de los tres núcleos poblacionales se comportará como una población local, 

conectada a las otras dos por dispersión. 
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Hipótesis 3: A raíz de las presiones antrópicas que enfrenta el ciervo en el Delta del Paraná, los 

parámetros demográficos de la especie en esta zona han alcanzado niveles críticos que indican riesgo 

de extinción local.  

 

Predicción 1: Cada núcleo poblacional presentará un coeficiente de endogamia significativo.  

 

Predicción 2: El tamaño poblacional efectivo en el Delta del Paraná estará por debajo del nivel 

establecido para mantener su potencial evolutivo.  

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Muestreos 

 

Si bien este trabajo poblacional se basó principalmente en el uso de muestras no invasivas, se 

recibieron muestras de sangre u otros tejidos de 

ciervos muertos hallados en el campo por 

veterinarios o pobladores locales, decomisados de 

eventos de caza furtiva, capturas para estudios con 

radio collares de Proyecto Pantano y rescates de 

ciervos heridos por el Comité Científico-Técnico 

Ciervo de los Pantanos. Se colectaron muestras de 

fecas en cinco localidades diferentes: Reserva El 

Bagual (Formosa) en 2019, Esteros del Iberá 

(Corrientes) en 2019 y Delta del Río Paraná en sus 

tres núcleos (Buenos Aires y Entre Ríos) entre 2015 

y 2017 (Figura 3). Los recorridos se hicieron en 

camioneta, en barco o en kayak, según fuera 

necesario. La metodología de muestreo consistió en 

detenerse en lugares en los que potencialmente 

podían observarse ciervos (ej: un gran pajonal 

inundable), si lo permitían las condiciones de 

anegamiento del terreno. Luego de elegir un punto 

específico de muestreo durante el recorrido, se hizo un rastrillaje a pie durante 15 minutos en busca de 

fecas o de algún rastro del animal (plantas comidas, huellas, sendas, dormideros con pelo). De no 

hallarse fecas, pero sí algún rastro, se continuó la búsqueda por 10 minutos más. Cuando no se halló 

ningún rastro, se abandonó el sitio y se buscó otro punto de muestreo. Cuando se encontraron fecas, se 

Figura 3. Áreas de muestreo. Los puntos rojos 

muestran las localidades en donde se tomaron 

las muestras. De norte a sur: El Bagual, Esteros 

del Iberá y Río del Paraná en sus 3 núcleos. 
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marcó un punto en el GPS y se conservó la muestra en alcohol 96%, y al finalizar la campaña, además 

se conservaron todos los tubos de colecta a -4 °C. Cuando se encontraron bosteos a menos de 20 metros 

entre sí, sólo se colectó uno de ellos para evitar el riesgo de estar muestreando dos veces el mismo 

individuo. Estas campañas de muestreo fueron siempre integradas por un mínimo de cuatro personas.  

 

 

Procesamiento de muestras 

 

 Esta parte del trabajo se realizó en el Laboratorio de Herramientas Moleculares del Museo 

Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia. El ADN de los tejidos fue extraído mediante el 

protocolo de precipitación con sales (salting out) descripto por Miller et al. (1988). Para las muestras 

de fecas se realizó una doble digestión y luego una purificación con pastillas Inhibitex (Qiagen), según 

se indica en Costa et al. (2017), y posteriormente se siguió la extracción utilizando el kit Quick-DNA 

Fecal (Zymo Research), siguiendo su protocolo. El ADN fue eluído en un volumen de 50 µl.  

Se extrajo ADN de 374 muestras en total (Tabla 1).  

 

 

Tabla 1. Cantidades y tipos de muestras de cada una de las localidades muestreadas a partir de las cuales 

se extrajo ADN. 

 

Localidad Fecas Tejidos Totales 

El Bagual 39 1 40 

Esteros del Iberá 69 7 76 

Delta - Entre Rios 43 6 49 

Delta - Frente de avance 66 1 67 

Delta - Núcleo forestal 116 26 142 

Totales 333 41 374 

 

 

Secuenciación 

 

 El procedimiento se realizó en el Departamento de Biología Marina de la Universidad de 

Dalhousie en Halifax, Canadá. Dado que al momento de inicio del trabajo de laboratorio de este capítulo 

sólo existía un estudio en el que se genotipan muestras no invasivas con Amplicon Sequencing (de 

Barba et al., 2017), se utilizó el protocolo ya puesto a punto en Dalhousie, que usualmente es empleado 

en tejidos de peces (por ejemplo, Ruzzante et al., 2020), para facilitar la dinámica de trabajo. Para la 

obtención de los perfiles genéticos de las muestras se debieron realizar tres secuenciaciones, de las 

cuales se combinaron los resultados. A su vez, el genotipo consenso de los individuos se obtuvo 
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realizando entre tres y siete réplicas en el caso de las fecas, aplicando estrictamente el protocolo de 

tubos múltiples (Taberlet et al. 1996) para el genotipado de muestras no invasivas. 

 El protocolo estándar para el armado de las bibliotecas de amplicones fue descripto en el 

Capítulo 1. Luego en las sucesivas secuenciaciones se incorporaron algunas modificaciones para 

intentar mejorar los resultados. 

-Primera secuenciación: se utilizaron 384 muestras en total. Esto es, todas las muestras indicadas en la 

Tabla 1, más 5 muestras de otros dos cérvidos, como ya se explicó en el Capítulo 1, más 5 muestras de 

B. dichotomus repetidas, para completar los 384 lugares de la placa de PCR y los 80 marcadores 

descriptos en el Capítulo 1, en 4 multiplexes de 20 microsatélites cada uno. Esta etapa sirvió para probar 

las muestras de fecas y testear polimorfismo en los marcadores. La profundidad fue de 700. 

-Segunda secuenciación: se conservaron 192 muestras seleccionadas según lo observado en los datos 

de la primera secuenciación (ver resultados). Cada muestra se hizo por triplicado (192*3=576). Se 

utilizaron diluciones de 1:50 después de analizar diluciones seriadas en geles de agarosa 2%. Además, 

se agregaron ciclos de PCR al primer programa del procedimiento según fueran necesarios (generación 

de amplicones). Se reevaluaron los marcadores seleccionados en la etapa anterior al observar los 

resultados (según performance y coherencia de alelos). La cantidad de muestras incluidas, así como la 

cantidad de réplicas, a incluir en esta secuenciación se determinaron apuntando a aumentar la 

profundidad por encima de 1000. 

-Tercera secuenciación: se utilizó el mismo set de muestras que en la secuenciación anterior, se 

agregaron ciclos de PCR según fuera necesario y al analizar los datos se reevaluaron los marcadores 

utilizados.  

Sumando los datos de las 3 secuenciaciones, se obtuvo la planilla de datos final con los perfiles 

genéticos consenso para los análisis poblacionales. Los genotipos de los marcadores que no obtuvieron 

un consenso fueron dejados como dato faltante en esas muestras. Se excluyeron las muestras con más 

de 50% de datos faltantes en el perfil genético total. 

 

 

Estimación de errores y probabilidad de identidad 

 

Para evaluar las tasas de allelic dropout y falsos alelos y para identificar genotipos repetidos se 

utilizó el programa GIMLET v1.3 (Valière, 2002). Para la tasa de alelos nulos, de large allele dropout 

y tartamudeo se utilizó el MICROCHECKER v2.2 (Van Oosterhout et al., 2004). Para la curva de 

probabilidad de identidad acumulada se utilizó el programa GENALEX v6.51b2 (Peakall et al., 2006). 

Se calculó la probabilidad de identidad teórica (P(ID), Paetkau et al., 1995) y la probabilidad de identidad 

entre hermanos (P(ID)sib, Evett y Weir, 1998; Waits et al., 2001). Estas métricas permiten estimar la 

probabilidad de que dos individuos de la población presenten por azar el mismo genotipo multilocus 

para el grupo de microsatélites analizado, lo que generaría un error al asumir que varias muestras con 
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el mismo genotipo multilocus pertenecen al mismo individuo cuando en realidad provienen de 

individuos diferentes. La probabilidad de error real se encuentra entre la P(ID)sib y la P(ID), siendo la P(ID)sib 

mayor que la real debido a que se calcula en base a hermanos (los cuales tienen mayor probabilidad de 

presentar el mismo genotipo multilocus). Siguiendo un enfoque conservador, se consideró a la P(ID)sib 

como representativa de la probabilidad de error real y se evaluó si la misma alcanzó un valor menor a 

0,01 (umbral propuesto por Waits et al., 2001).  

 

 

Variabilidad y estructura genética en Argentina 

 

Se utilizó el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2010) para estudiar la estructura 

genética. Se realizaron 10 corridas para cada k entre 1 y 7, con un burn in de 1x106 iteraciones y 4 x 

106 cadenas de Markov adicionales utilizando como prior la localidad de origen de la muestra. Esta 

misma estructura de corrida se realizó una vez más, sin priors. Se evaluó la estacionalidad de la cadena 

observando los cambios finales en la probabilidad posterior y observando las fluctuaciones de dicha 

probabilidad en el gráfico proporcionado por el programa. La selección del número de agrupamientos 

genéticos (k) óptimo se realizó con el programa online STRUCTURE SELECTOR (Li et al., 2018), 

que calcula los estimadores MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK y MaxMedK. Estos estimadores 

funcionan mejor que el tradicional ΔK (Evanno et al., 2005) en el caso de muestreos desiguales entre 

localidades (Puechmaille, 2016). Finalmente se utilizó el programa en línea CLUMPAK (Kopelman et 

al., 2015) para el gráfico consenso de barras del valor Q de pertenencia de los individuos a los grupos 

genéticos.  

Se utilizó ARLEQUIN v3.5 (Excoffier et al., 2010) para evaluar el ajuste de los microsatélites 

a las proporciones de Hardy-Weinberg, AMOVA, FIS, diversidad alélica, comparaciones de FST de a 

pares y desequilibrio de ligamiento entre marcadores de a pares. Para los últimos dos casos se utilizó la 

corrección de Bonferroni para α=0,05. Se calculó el número de alelos por locus y la riqueza alélica 

rarefaccionada con el programa HP RARE v1.1 (Kalinowsi et al., 2005).  

Se realizó un análisis de agrupamientos con el Análisis Discriminante de Componentes 

Principales (DAPC) del paquete de R ADEGENET v2.0 (Jombart, 2008). Este análisis usa 

combinaciones lineales de alelos para maximizar las diferencias entre poblaciones, haciendo una 

representación gráfica de los grupos formados. Se conservaron 60 componentes para el entrenamiento 

inicial, un k=4 (menor Criterio de Información Bayesiano (BIC)) y luego para el análisis de grupos se 

guardaron los primeros 25 PCs y los primeros 2 autovalores. Se evaluó la eficacia de clasificación con 

respecto al entrenamiento inicial con la herramienta proporcionada por el programa. La utilidad de este 

procedimiento radica en la obtención de un sistema discriminante que permita clasificar individuos de 

origen desconocido. 
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Se calculó el tamaño poblacional efectivo (NE) con el programa LDNe (Waples y Do, 2008), 

para aquellas localidades con un N mayor a 50 (Waples, 2006) y que pudieran considerarse cerradas 

(Palstra y Ruzzante, 2008). El programa utiliza el método de estimación basado en el desequilibrio 

gamético (Hill, 1981), es decir, la asociación no azarosa de alelos en cada locus. En poblaciones estables 

con panmixia, sin selección, migración ni mutación, este desequilibrio debería ser igual a cero. Sin 

embargo, en poblaciones finitas siempre hay desviaciones, aunque sea mínimas, de las probabilidades 

esperadas (Waples, 2006). La ventaja de utilizar este método es que sólo requiere un muestreo de la 

población, a diferencia del método temporal, que requiere al menos dos muestreos separados en el 

tiempo (Waples, 2006). Se configuró el programa en “apareamiento al azar” y los umbrales mínima 

frecuencia de alelos en 0,05. 

 

 

Dinámica y estructura genética en el Delta del Paraná 

 

 Se hicieron análisis específicos para las hipótesis planteadas en relación a los núcleos 

poblacionales del Delta del Paraná. Con el programa ALLELES IN SPACE v1.0 (Miller, 2005) se hizo 

un análisis de interpolación espacial para evaluar la posible presencia de barreras al flujo génico, 

utilizando las opciones “distancias genéticas crudas” y “red de conexión de a pares”, con una grilla de 

x=200 e y=100. En una interpolación espacial se calculan valores desconocidos de una variable espacial 

a partir de otros valores conocidos de la misma variable. En este caso, la variable conocida es la distancia 

genética entre pares de individuos. Como resultado se crea un mapa con la superficie estadística de 

todos los valores estimados, en donde pueden observarse zonas de alta y de baja variabilidad genética. 

Para visualizar y editar el mapa se utilizó DIVA GIS v7.5 (Hijmans et al., 2005). 

Se realizó un análisis Espacial de Componentes Principales (sPCA) con el paquete de R 

ADEGENET v2.0. Este análisis utiliza la función de autocorrelación espacial “I de Moran”, y la 

variable utilizada son las frecuencias alélicas (x), con las que se evalúa la estructura genética en el 

espacio: el I de Moran será altamente positivo cuando los valores de x observados entre individuos 

vecinos tiendan a ser similares (autocorrelación espacial positiva, o bien “estructura global”), mientras 

que será fuertemente negativo cuando los valores de x entre vecinos sean diferentes (autocorrelación 

espacial negativa, o bien “estructura local”). Para ello, se utilizó la red de conexión “distancia por 

vecindarios” con un rango de 0 a 8 km, teniendo en cuenta la distancia que puede recorrer un ciervo 

dentro de su área de acción (Javier Pereira, comunicación personal). Se evaluó la presencia de estructura 

global y local con un test de Monte Carlo (función “randtest”) utilizando 1000 permutaciones (Montano 

y Jombart, 2017). Se conservaron los dos primeros componentes principales espaciales (sPC) para los 

gráficos representativos de la estructura hallada. 

 Se utilizó el “Paradigma Ecológico” como marco teórico (Waples y Gaggiotti, 2006): en la 

distribución de la especie, las unidades se definen previamente como “un grupo de individuos que viven 
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en un mismo parche de hábitat y por lo tanto interaccionan entre sí” (Hanski y Gilpin, 1996), y las 

mismas se consideran demográficamente independientes cuando la tasa de migración (m) entre ellas, 

medida como la fracción de un núcleo que viene de otro núcleo, asume valores menores a 0,1 (Hastings, 

1993). Se siguieron estas indicaciones recomendadas por Waples y Gaggiotti para cuando el estudio se 

enfoca en las consecuencias de la fragmentación local. De acuerdo a este enfoque, se utilizó el programa 

BAYESASS, que calcula este tipo de tasa de migración entre pares de unidades previamente definidas. 

Se utilizaron 5x106 iteraciones con 1 x106  para el burn in e intervalos de thinning de 1000, y se ajustaron 

los parámetros de mezcla de las tasas de migración (m=0,36), de las frecuencias alélicas (a=0,35) y 

coeficiente de endogamia (f=0,4). Se chequeó la convergencia con el programa TRACER v1.7 

(Rambaut et al., 2018). 

 

 

RESULTADOS 

 

Secuenciaciones 

 

Con los datos de la primera secuenciación, 30 loci fueron clasificados como polimórficos. El 

resto fueron monomórficos o inconsistentes y por lo tanto fueron descartados. Las muestras de fecas 

fueron ordenadas de acuerdo al porcentaje de datos faltantes teniendo en cuenta los 30 marcadores 

relevantes, y aquellas con un 70% o más de datos faltantes fueron descartadas, dejando un total de 192 

muestras para la siguiente secuenciación. Con respecto a los tejidos, sólo aquellas muestras con menos 

de 20% de datos faltantes (26 del total de 41) fueron conservadas como resultados finales. 

 Para la segunda secuenciación, se armaron dos multiplexes de 15 marcadores. La secuenciación 

tuvo una profundidad de 1200. Entre las 576 (192*3) fecas utilizadas, sólo un 25% llegó a sumar 

(incluyendo los datos de la secuenciación anterior) las 3 réplicas estrictamente necesarias para el 

genotipo consenso. El 75% restante, o bien no tuvo 3 réplicas, o las tuvo pero no fueron suficientes 

como para armar un genotipo consenso, y fue necesaria una tercera secuenciación. Se decidió excluir 

de esta tercera secuenciación a 5 loci polimórficos porque tuvieron un muy bajo éxito de amplificación, 

de manera de capitalizar mejor el espacio en la placa para los marcadores más exitosos. 

 La tercera secuenciación tuvo una profundidad de 1500 (el aumento con respecto a la 

secuenciación anterior tiene que ver con los cinco loci descartados), y fue realizada con el mismo set 

de muestras que la segunda secuenciación y 25 marcadores polimórficos divididos en 5 multiplexes. 

Tres marcadores polimórficos con menos del 70% de eficiencia sumando las 3 secuenciaciones, fueron 

descartados, y también otros 4 que finalmente no mostraron consistencia a lo largo de las 

secuenciaciones.  

Recapitulando, la primera secuenciación mostró un total de 30 marcadores polimórficos, de los 

cuales 4 debieron ser reclasificados luego de la tercera secuenciación. Entonces, se obtuvo un total 
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definitivo de 26 marcadores polimórficos (descriptos en el capítulo 1), de los cuales 18 fueron utilizados 

para los análisis poblacionales (Tabla 2), ya que los 8 restantes no fueron lo suficientemente eficientes. 

 Se conservaron sólo las muestras de fecas que tuvieron al menos un 50% de datos completos luego de 

armar el perfil genético consenso. El total, sumando los tejidos, fue de 119 muestras efectivas.  

 

 

Estimación de errores y probabilidad de identidad 

 

La presencia de alelos nulos no pudo ser descartada en el caso de Bdi30, Bdi51, Bdi57, Bdi59 

y Bdi65. La tasa de allele dropout varió entre 0,01 y 0,014, y la tasa de alelos falsos entre 0,01 y 0,20 

entre réplicas, lo que señala la importancia de hacer estas repeticiones cuando se trabaja con muestras 

no invasivas. La tasa promedio de positividad de las PCRs fue del 62%. La probabilidad de identidad 

acumulada máxima, ordenando a los marcadores desde más hacia menos informativo, fue de 6,71*e-08 

en el caso de la P(ID) y 3,68*e-04 en el caso de P(ID)sibs, siendo apropiado asumir que la probabilidad de 

identidad real no excede el umbral de 0,01 propuesto por Waits et al. (2001) (Tabla 2). 

 

 

Variabilidad y estructura genética en Argentina 

 

Considerando el conjunto de las localidades muestreadas, 6 marcadores mostraron desviaciones 

significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 2). Cinco de ellos corresponden a los que 

presentan evidencias de alelos nulos. El sexto es Bdi04. Sin embargo, todos los marcadores, incluidos 

estos seis, mostraron evidencias de ajustarse a las proporciones de Hardy-Weinberg al considerarse las 

5 localidades por separado, de manera que todos ellos pueden considerarse en equilibrio. 

No se encontró evidencias de desequilibrio de ligamiento en ninguna de las comparaciones de 

a pares entre marcadores (153 comparaciones, todos los valores de p fueron mayores a αBonferroni = 

0,0003). Seis individuos aparecieron remuestreados en la misma localidad, por lo que se incluyó en el 

análisis sólo uno de los genotipos de cada uno de ellos. Hubo dos muestras del Núcleo Forestal que 

mostraron, para dos marcadores, alelos que estaban en el rango de Axis axis, por lo que fueron 

descartadas.  

Finalmente, el número total de muestras utilizadas en este trabajo fue 111 (Tabla 3). Este set de 

datos estuvo completo en un 86,54% (13.46% de datos faltantes), y estuvo compuesto por 29 individuos 

del Núcleo Forestal (NF), 11 de Entre Ríos (ER), 24 del Frente de Avance (FA), 11 de El Bagual (EB) 

y 36 de Esteros del Iberá (EI). El número medio de alelos por locus fue de 2,38. FA fue la localidad con 

mayor riqueza alélica, mientras que EB fue la localidad con mayor diversidad alélica y FA y EB las 

localidades con mayor heterocigosis esperada. Todas las localidades muestreadas, incluyendo cada uno 
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de los núcleos del Delta, presentaron alelos privados. El mayor número de alelos privados se encontró 

en EI (Tabla 3). 

 

 
Tabla 2. Estadísticas para cada locus. An: Número neto de alelos. Ho: Heterocigosis observada. HE: 

Heterocigosis esperada. p(H-W): valor de p para el test de equilibrio de Hardy-Weinberg (valores 

significativos señalados con *). AD: Tasa de allelic dropout promedio entre réplicas. FA: Tasa de alelos 

falsos promedio entre réplicas. %PCR+: Tasa promedio de positividad de las PCRs entre réplicas. P(ID): 

Probabilidad de identidad teórica. P(ID)SIB: Probabilidad de identidad entre hermanos. 

Locus n A HO HE p(H-W) AD FA %PCR+ P(ID) P(ID)SIB 

Bdi4  106 4 0,18 0,2 0,01* 0,05 0,06 0,69 6,7e-01 8,2e-01 

Bdi6  99 2 0,08 0,1 0,21 0,03 0,01 0,65 8,1e-01 9,0e-01 

Bdi10 96 2 0,23 0,25 0,41 0,07 0,07 0,68 6,0e-01 7,8e-01 

Bdi12 91 2 0,37 0,46 0,1 0,1 0,09 0,54 4,0e-01 6,2e-01 

Bdi21 101 2 0,41 0,48 0,15 0,03 0,18 0,62 3,9e-01 6,1e-01 

Bdi24 107 2 0,55 0,5 0,33 0,11 0,13 0,77 3,8e-01 6,0e-01 

Bdi26 93 2 0,37 0,41 0,31 0,01 0,09 0,56 4,3e-01 6,5e-01 

Bdi30 97 4 0,34 0,57 0,00* 0,03 0,13 0,6 2,8e-01 5,4e-01 

Bdi36 80 3 0,44 0,47 0,76 0,1 0,11 0,47 3,9e-01 6,2e-01 

Bdi37 95 6 0,75 0,74 0,74 0,08 0,2 0,63 1,1e-01 4,1e-01 

Bdi42 105 3 0,6 0,59 0,22 0,14 0,1 0,75 2,6e-01 5,2e-01 

Bdi44 100 3 0,11 0,11 1 0,03 0,04 0,68 8,1e-01 9,0e-01 

Bdi49 104 4 0,45 0,5 0,42 0,1 0,1 0,67 3,5e-01 5,9e-01 

Bdi51 79 4 0,44 0,59 0,01* 0,08 0,21 0,49 2,3e-01 5,2e-01 

Bdi55 95 2 0,15 0,17 0,18 0,04 0,02 0,59 6,9e-01 8,4e-01 

Bdi57 92 3 0,12 0,16 0,02* 0,03 0,04 0,6 7,0e-01 8,4e-01 

Bdi59 94 7 0,44 0,64 0,00* 0,11 0,12 0,57 1,9e-01 4,8e-01 

Bdi65 95 3 0,28 0,39 0,02* 0,03 0,12 0,62 4,4e-01 6,7e-01 

Promedio 96,06 3,22 0,35 0,41   0,06   0,62 4,5e-01 6,6e-01 

D.E. 7,74 1,44 0,18 0,2   0,04   0,08 0,21 0,15 

 

  
 

Tabla 3. Estadística para cada localidad.  N: número de individuos. Ān: Número neto de alelos por locus 

promedio. Ar: Riqueza alélica rarefaccionada. Ap: Número de alelos privados. D: Diversidad alélica. Ho: 

Heterocigosis observada. HE: Heterocigosis esperada. 

Población N Ān Ar Ap D HO HE 

Delta del Paraná 64 2,72 2,64 4 0,30 0,37 0,42 

Núcleo Forestal 29 2,44 2,21 1 0,32 0,35 0,4 

Entre Ríos 11 2,22 2,19 1 0,29 0,4 0,42 

Frente de Avance 24 2,50 2,31 2 0,27 0,4 0,43 

Esteros del Iberá 36 2,67 2,24 6 0,26 0,38 0,41 

El Bagual 11 2,06 2 3 0,32 0,43 0,43 
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La corrida de STRUCTURE sin la localidad como prior detectó un k óptimo de 3: Delta del 

Paraná (incluyendo sus tres núcleos), EI y EB (Figura 4). Los individuos de EB muestran los valores 

más altos de pertenencia (Q>0,9 en casi todos los casos), mientras que los individuos de Esteros del 

Iberá y el Delta muestran ancestrías más mezcladas con todos los grupos genéticos. El 46,87% de los 

individuos en el caso del Delta del Paraná y el 47,22% en el caso de EI mostraron pertenencias menores 

a 0,7 al grupo genético al que pertenecen la mayoría de los individuos de su localidad, que en el Delta 

es el azul y en EI es el naranja (Tabla 4). 

 

 

Figura 4. Resultados del análisis de STRUCTURE incluyendo todos los sitios de muestreo. a) Los 4 

estimadores muestran que la estructura primaria es k=3. b) Cada individuo está representado por una 

barra, y cada color muestra la pertenencia a cada grupo genético (Q). El patrón de mezcla revela flujo 

reciente entre EI y el Delta del Paraná, y una diferenciación mayor para EB: Qs promedio del grupo azul: 

DP=0.62, EI=0.18, EB=0.03. Qs promedio del grupo naranja: DP=0.25, EI=0.63, EB=0.04. Qs promedio del 

grupo negro: DP=0.13, EI=0.19, EB=0.93. 

 

 

Tabla 4. Valores de pertenencia (Q) a los tres grupos genéticos (indicados con los colores que utilizó 

CLUMPAK) de los individuos con una pertenencia a su localidad de origen menor a 0,7. Los mayores 

valores de Q se señalan en negrita.  

 

Individuo 

nro. Azul Naranja Negro 

Delta del Paraná 
1 0.5799 0.3277 0.0924 

2 0.1162 0.3357 0.5481 

a) 

b) 
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3 0.5391 0.1702 0.2907 

6 0.5675 0.2783 0.1542 

10 0.5614 0.3394 0.0992 

11 0.3946 0.3482 0.2572 

12 0.3069 0.6015 0.0916 

17 0.4355 0.4143 0.1502 

27 0.4962 0.4656 0.0382 

31 0.2228 0.533 0.2442 

32 0.5073 0.2572 0.2354 

34 0.1744 0.3825 0.4431 

40 0.5376 0.2686 0.1938 

41 0.54 0.3104 0.1496 

44 0.5402 0.2211 0.2387 

45 0.644 0.3078 0.0482 

46 0.2864 0.692 0.0216 

47 0.154 0.7014 0.1446 

48 0.3656 0.1424 0.492 

49 0.2162 0.1322 0.6516 

50 0.6016 0.1621 0.2363 

51 0.2932 0.657 0.0498 

52 0.2958 0.5772 0.127 

53 0.1324 0.8262 0.0414 

57 0.1118 0.8409 0.0472 

60 0.081 0.444 0.475 

61 0.543 0.3445 0.1126 

62 0.0628 0.0968 0.8404 

63 0.3163 0.6607 0.023 

65 0.0668 0.922 0.0112 

Esteros del Iberá 

68 0.0462 0.4745 0.4793 

70 0.154 0.5144 0.3316 

72 0.1717 0.6889 0.1393 

75 0.1621 0.6721 0.1657 

78 0.6018 0.1836 0.2146 

80 0.4367 0.4737 0.0896 

81 0.4954 0.4558 0.0488 

82 0.6385 0.2935 0.068 

83 0.0632 0.6657 0.2711 

85 0.5734 0.2701 0.1565 

89 0.2075 0.3077 0.4848 

90 0.0466 0.5152 0.4382 

92 0.192 0.4115 0.3965 

95 0.1018 0.3596 0.5386 

97 0.0398 0.1114 0.8488 

99 0.056 0.6812 0.2628 
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100 0.3085 0.5559 0.1356 

 

  

Las corridas independientes para cada población no hallaron ninguna subestructura. Sin 

embargo, al utilizar la localidad como prior, el k óptimo fue 4, separando claramente FA de NF, 

mientras que los individuos en ER muestran una pertenencia mezclada entre FA y NF (Figura 5). Con 

respecto a ese núcleo poblacional, 7 de las 10 corridas con k óptimo 4 mostraron un Q medio que 

relaciona a ER con NF, mientras que en tres corridas ER está más relacionado con FA. Sin embargo, 

de acuerdo con los estimadores, K=5 también podría ser válido. 

 

 

Figura 5. Resultados del análisis de STRUCTURE usando la localidad de origen como prior. a) Todos los 

estimadores muestran una estructura secundaria de k=4. b) Cada individuo está representado por una 

barra, y cada color muestra la pertenencia a cada grupo genético (Q).  

 

 

Considerando cada una de las cinco localidades, ninguna de ellas mostró evidencias de 

endogamia de acuerdo a los índices FIS (p(NF)=0.19; p(ER)=0.8; p(FA)=0.99; p(EI)=0.95; 

p(EB)=0.75).   

El Análisis Molecular de Varianza entre los cinco sitios de muestreo encontró diferencias 

significativas entre localidades (FST=0.07, p<0.05). Las comparaciones de a pares entre localidades 

fueron contradictorias, ya que no hubo diferencias significativas entre NF y ER ni entre FA y ER, 

aunque sí se encontró que FA fue significativamente diferente a NF (Tabla 5). Cuando se consideraron 

b) 

a) 
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cuatro localidades (agrupando ER con FA o con NF alternativamente), la configuración FA+ER fue la 

que mejor minimizó la varianza intragrupo y maximizó la varianza entre grupos. (Tabla 6).  

 

 

Tabla 5. Cálculo de FST de a pares considerando cinco localidades. Por encima de la diagonal, los valores 

de FST. Por debajo de la diagonal, los valores de p. Se señalan con un asterisco los valores significativos. Se 

aplicó la corrección de Bonferroni. αBonferroni=0,005 (diez comparaciones).  

 NF FA ER EB EI 

NF - 0,03* 0,01 0,14* 0,07* 

FA <0,005 - 0,01 0,13* 0,03* 

ER 0,20 0,11 - 0,17* 0,09* 

EB <0,005 <0,005 <0,005 - 0,13* 

EI <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 - 

 

 

Tabla 6. Cálculo de FST de a pares agrupando ER con FA. Por encima de la diagonal, los valores de FST. 

Por debajo de la diagonal, los valores de p. Se señalan con un asterisco los valores significativos. Se aplicó 

la corrección de Bonferroni. αBonferroni=0,008 (seis comparaciones). 

 
NF ER-FA EI EB 

NF  - 0,02* 0,07* 0,14* 

ER-FA <0,008 - 0,05* 0,14* 

EI <0,008 <0,008 - 0,13* 

EB <0,008 <0,008 <0,008 - 

 

 

El número de grupos con menor BIC en el análisis DAPC fue 4. La selección de los primeros 

25 componentes principales fue eficiente en un 98,5% de las clasificaciones con respecto al 

entrenamiento inicial, aunque este último no fue eficiente al clasificar las muestras en sus localidades 

originales (Tabla 7). Sin embargo, se podría tener una perspectiva de cómo estos grupos están 

compuestos y relacionarlos a resultados de otros análisis, ya que la representación gráfica proporcionada 

permite hacer interpretaciones sobre la conectividad entre los distintos grupos genéticos (Jombart et al., 

2010). Los grupos 1 y 3 están compuestos mayormente por individuos de EI y FA, el grupo 2 

mayormente por individuos de NF y el grupo 4 prácticamente sólo por individuos de EB. ER no 

caracteriza ningún grupo en particular, y está mezclado con EI y FA, coincidiendo con los resultados 

de STRUCTURE (Figura 6). 
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Tabla 7. Composición de grupos formados por DAPC. Los grupos están formados por una mezcla de 

diferentes localidades.  

 1 2 3 4 

NF 3 22 4 0 

ER 1 6 4 0 

FA 9 2 12 1 

EI 11 0 23 2 

EB 0 0 1 10 

 

 

Figura 6. Resultados del análisis DAPC. a) Grupos definidos a partir de los dos primeros vectores 

discriminantes (varianza explicada: 9,63% el eje x y 7,6% el eje y). Cada punto representa el genotipo de 

una muestra asociada al centroide del grupo al que fue asignado de acuerdo con el score del DAPC. b) Los 

individuos están representados en barras ordenadas de acuerdo a su localidad original y coloreadas según 

pertenencia a cada grupo determinado. Algunos individuos muestran un patrón de mezcla, pero fueron 

asignados a cada grupo con un Q > 0,5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 
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Dinámica y estructura genética en el Delta del Paraná 

 

El análisis de interpolación espacial en la población del Delta resultó en áreas de diferente 

variación génica (Figura 7). Los individuos de NF aparecen en su mayoría en una zona de baja 

variabilidad genética indicada por una matriz amarilla. Es decir, la distancia genética entre pares de 

individuos en esa zona es baja. Los individuos de FA se encuentran en una zona de alta variabilidad 

genética, indicada por una matriz roja. Es decir, los individuos en esa zona son, relativamente, mucho 

más diferentes entre sí. Además, esta matriz roja se extiende al área entre FA y NF (donde no hay 

individuos), indicando una posible barrera al flujo génico. Esta interpretación tiene que ver con una 

diferencia muy alta en la distancia genética al comparar los individuos de ambos núcleos. Los 

individuos de ER están en una matriz de color intermedia a las de los otros dos núcleos. Esta matriz 

naranja muestra, por lo tanto, una distancia genética intermedia entre individuos del núcleo. Además, 

parecería haber una distancia genética menor con los individuos de FA que con los de NF. 

Figura 7. Análisis de interpolación espacia. Cada punto corresponde a una muestra: Rosa: NF, azul: FA, 

verde: ER. El color rojo representa las áreas en las que la diferenciación genética entre individuos es alta, 

mientras que el color amarillo representa las áreas en las que la diferenciación genética entre individuos es 

baja. La zona roja entre NF y FA podría estar indicando la presencia de una barrera al flujo génico. 
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Las tasas de migración ubican a ER como un área de conexión entre NF y FA (Figura 8). La 

migración directa entre estas dos últimas subpoblaciones es relativamente baja (m<0,1), y por lo tanto 

pueden considerarse unidades separadas (Hastings, 1993; Wapples y Gaggiotti, 2006). Sorprende el 

hecho de que la migración entre FA y ER parece ocurrir casi exclusivamente desde la segunda hacia la 

primera.  

El test de Monte Carlo en el análisis sPCA indicó la presencia de estructura global y la ausencia 

de estructura local (Robs=0,35, valor de p=0,02; Robs=0.34, valor de p=0,24). Los primeros dos sPCs se 

retuvieron para su interpretación (Figura 9). El primer sPC reveló una estructura que separa NF de 

FA+ER. Un suave gradiente entre las dos áreas sugiere que podría existir un patrón de aislamiento por 

distancia. El segundo sPC no agregó ninguna información útil y no se muestra. 

El cálculo de tamaño poblacional efectivo se realizó para el Delta del Paraná como una única 

unidad, ya que existe migración entre núcleos, y se encontró un tamaño poblacional efectivo de 

44,1±25,8. EB y EI fueron excluidas del análisis por tener menos de 50 muestras. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema 

que muestra tasas de 

migración entre 

subpoblaciones del 

Delta del Río Paraná. 

Las tasas se calculan 

considerando la 

proporción de 

individuos en cada 

subpoblación que 

migraron desde otra 

subpoblación. El 

grosor de las flechas 

indica mayor o 

menor magnitud de 

migración.  
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DISCUSIÓN 

 

 Al momento de decidir el protocolo a utilizar en esta tesis para el análisis genético, un solo 

trabajo había utilizado microsatélites con Amplicon Sequencing en muestras no invasivas (de Barba et 

al., 2017). Ese trabajo fue de carácter exploratorio, ya que utilizó unas pocas muestras. Más adelante, 

Eriksson et al. (2020) lograron poner a punto un protocolo de alta eficiencia para el trabajo con muestras 

no invasivas y esta técnica. La fortaleza del mismo radica en la utilización de dos purificaciones con 

esferas magnéticas, una después de cada PCR en el procedimiento de la biblioteca, con lo que se alcanza 

Figura 9. Resultados del análisis sPCA en el Delta del Paraná. La imagen es un gráfico del 

primer sPC, mostrando un patrón claro de estructura entre los individuos de NF (cuadrados 

oscuros, a la izquierda) y FA+ER (cuadrados claros, a la derecha). También se observa un 

gradiente de este a oeste que sugiere un patrón de aislamiento por distancia. 
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una eficiencia mayor al 90% para muestras no invasivas. Sin embargo, al momento de realizar este 

trabajo, todavía no se había publicado este procedimiento. Aún teniendo en cuenta ambas publicaciones, 

el presente trabajo es el primero que ha utilizado la técnica con muestras no invasivas a nivel 

poblacional, constituyendo un antecedente, con buenos resultados, para futuros estudios en mamíferos 

sudamericanos amenazados. El conjunto de datos de las tres secuenciaciones, con entre 3 y 7 réplicas 

positivas por muestra, dio como resultado un perfil genético confiable para 111 individuos de ciervo de 

los pantanos, con tasas bajas para los errores allelic dropout y alelos falsos.  

Los índices de variabilidad genética (Tabla 3) fueron bajos y similares entre todas las 

localidades. Esto se relaciona a una drástica reducción de los tamaños poblaciones y luego un 

rápido y reciente crecimiento como el que se registró en las tres poblaciones estudiadas (ver 

Antecedentes). 

 El análisis de estructura caracterizó con un patrón de mezcla al Delta del Paraná y a los Esteros 

del Iberá, indicando flujo génico relativamente reciente, es decir, en el orden de cientos de años atrás, 

entre ambas regiones y reivindicando el valor de los ambientes riparios en los ríos grandes como 

corredores biológicos. A la vez, EB (El Bagual, Formosa), mostró un patrón mucho más homogéneo 

entre sus individuos, caracterizados casi prácticamente por un único grupo genético. En las dos primeras 

poblaciones, el patrón de mezcla contiene a los tres grupos genéticos definidos por STRUCTURE. Todo 

esto también puede observarse en la composición de grupos del DAPC. En particular, en el Frente de 

Avance (FA) se encuentra la mayor proporción de individuos con una mezcla similar a la de la mayoría 

de los individuos de los Esteros del Iberá (EI) (Tabla 4, individuos 41-65). Asumiendo que no existe 

actualmente migración entre el Delta y el Iberá, este patrón podría sugerir que esa localidad refleja el 

estado genético más ancestral y menos alterado por la acción antrópica. FA se encuentra dentro de la 

reserva de Biósfera Delta del Río Paraná, territorio que se ha decidido proteger ya que aún conserva 

zonas prístinas con vegetación nativa y monte blanco. Es esperable que desde el punto de vista genético 

también se haya conservado el estado previo al avance de la antropización más fuerte del Delta, que 

comenzó en el Siglo XIX y se profundizó hace pocas décadas.  

  El Bagual constituye un grupo genético homogéneo, con la mayoría de sus individuos con alta 

pertenencia a dicho grupo. La distancia entre esta localidad y los Esteros del Iberá es de 

aproximadamente 250 km., mientras que esta última se ubica a aproximadamente 700 kms del Delta 

del Paraná.  Es llamativo, entonces, que las poblaciones del Delta y del Iberá, con más del doble de 

distancia geográfica entre ellas que entre Iberá y Formosa, muestren evidencias de conexión reciente. 

Una posible interpretación a este resultado podría surgir de asumir que luego de haber quedado aisladas 

estas poblaciones entre sí, El Bagual haya sido la más diezmada (por caza y degradación ambiental), 

pasando de esta forma por el cuello de botella más fuerte de las tres poblaciones analizadas.   

 Dentro del Delta del Paraná se observó una subestructura en la que no queda del todo claro si 

Entre Ríos debería agruparse con Frente de Avance o con Núcleo Forestal. Pareciera haber un efecto 

del tipo de estadística empleada, ya que la estadística clásica de los FST y sPCA agrupó a ER con FA, 



97 
  

mientras que el análisis bayesiano de STRUCTURE sugirió lo contrario. Sin embargo, si bien el índice 

FST se sigue utilizando como un índice de rutina, actualmente ha perdido soporte ya que se ha 

demostrado su dependencia de la variabilidad intrapoblacional (Meirmans y Hedrick, 2011). Y el sPCA 

podría estar respondiendo a otro tipo de patrón, como se verá más adelante. 

Según los estimadores calculados con STRUCTURE SELECTOR, también existe la 

posibilidad de que ER no necesariamente tenga que agruparse con una u otra localidad. Parece ser que 

el límite es muy fino dentro del contexto de esta subestructura, lo que también queda evidenciado al ver 

el esquema de las tasas de migración de BAYESASS (Figura 8) junto con el mapa del ALLELES IN 

SPACE (Figura 7): las tasas de migración son relativamente altas entre ER y las otras dos localidades.  

Con una barrera al flujo génico entre FA y NF, que se observa en el mapa (área roja sin individuos), ER 

funciona como una zona de conexión para la migración entre ambas localidades. En el mapa, además, 

la distancia genética entre los individuos de ER y las otras dos localidades (áreas naranjas) es menor 

comparada con la que se interpone entre NF y FA.  

El sPCA mostró un patrón compatible con un agrupamiento de FA y ER. Sin embargo, también 

puede observarse un gradiente suave de diferenciación en sentido este-oeste, que podría asociarse a un 

patrón de aislamiento por distancia. Considerando que se está analizando un patrón que está por debajo 

del nivel de estructura, la diferencia entre ambas situaciones probablemente sea indistinguible. 

Teniendo en cuenta que la migración efectivamente parece suceder sobre todo en sentido este-oeste, 

ambos patrones globales tienen sentido.  

En particular, la migración de individuos entre ER y FA sucede casi de manera unilateral, desde 

la primera hacia la segunda, mientras que entre ER y NF el intercambio es bilateral. Según el enfoque 

ecológico de Waples y Gaggiotti (2006), NF y FA son dos unidades demográficamente independientes, 

pero se detecta migración entre algunas de las tres unidades poblacionales. Esto nos permite definir al 

Delta del Paraná como una metapoblación. A la vez, es interesante intentar examinar esta metapoblación 

dentro de la teoría de fuente-sumidero (Pulliam, 1988). Originalmente planteada a partir de variables 

demográficas, una “fuente” fue definida como un parche de hábitat en el que la tasa de reproducción de 

una determinada especie supera la tasa de mortalidad, produciéndose la emigración de individuos hacia 

otros parches. En contraste, un “sumidero” es un parche en el que la relación de estas variables es 

inversa. Con el desarrollo del modelado de hábitat se mejoró el entendimiento de los factores que 

determinan la presencia y ausencia de especies, y los factores humanos que llevan a modificaciones 

drásticas de los hábitats (Manly et al., 1993). A partir de esto, pudo definirse al hábitat como un área 

con suficientes recursos y condiciones para permitir la ocupación, incluyendo supervivencia y 

reproducción (siempre correlacionadas positivamente), de una determinada especie (Hall et al., 1997). 

Es decir, se ligaron explícitamente las variables demográficas a la calidad de hábitat. Esto permitió 

definir otras categorías: refugio y sumidero atractivo (Naves et al., 2003; Delibes et al., 2001a). 

Si bien en este trabajo no hemos medido tasas de reproducción/mortalidad ni realizado un 

modelado de hábitat, observando cómo son las migraciones y teniendo conocimiento previo sobre la 
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especie y el Delta, podemos proponer como hipótesis que el Núcleo Forestal está actuando como fuente, 

con la siguiente evidencia. Al comparar los datos de ocupación y abundancia relativa obtenidos en 2000 

con los de 2015-2016, se observa un crecimiento del 114% en términos de abundancia y un incremento 

mayor al 100% en la ocupación (Varela y Lartigau, datos no publicados). Dado que NF no parece estar 

recibiendo una migración significativa que lo justifique, este crecimiento tiene más sentido en un 

contexto de relación positiva entre reproducción y mortalidad. Se han incrementado los avistajes de 

ciervos en zonas periféricas en las que jamás se habían observado en el pasado reciente, además de 

observarse un mayor número de crías que nacen por año a finales del invierno y principios de la 

primavera (Javier Pereira, comunicación personal). Si bien esta área del bajo Delta ha sido enormemente 

modificada, se ha visto que muchas de las especies nativas de la dieta de los ciervos no han desaparecido 

y siguen constituyendo un 60% de su dieta, y algunas de las especies exóticas que consumen son 

nutricionalmente similares a algunas de las nativas (Marin et al., 2020), lo que describe a B. dichotomus 

como una especie ecológicamente plástica y el aspecto nutricional no parece estar limitando la 

reproducción. 

Desde el punto de vista genético de las metapoblaciones con dinámicas fuente-sumidero, 

Gaggiotti (1996) planteó posibles modelos en los que una fuente envía migrantes a diferentes sumideros, 

y realizó simulaciones. En el modelo determinístico, todos los sumideros reciben un número fijo de 

migrantes por generación. A grandes rasgos, aunque también hay que tener en cuenta otros factores 

como el nivel de declive local en cada subpoblación, este modelo es el que mejor mantiene la 

variabilidad genética. Situaciones diferentes a esta, en las que varían tanto el tiempo de las migraciones 

desde la fuente como el tamaño del propágulo hacia los diferentes sumideros, irían en detrimento del 

mantenimiento de la variabilidad genética y a favor de la extinción local, siendo el peor de estos casos 

aquel en el que hay generaciones en las que alguno o todos los sumideros no reciben ningún migrante. 

Debido a su alta tasa de mortalidad, los sumideros son extremadamente dependientes de la fuente tanto 

para evitar el efecto de la deriva génica y la diferenciación entre los diferentes sumideros, como para 

favorecer el aumento de la variabilidad genética por el ingreso de nuevos alelos. La conexión entre 

sumideros tiene un efecto menos importante en el aumento de la variabilidad genética dentro de cada 

uno de ellos, al menos que el aporte desde la fuente no sea tan regular. 

En el caso de la población de ciervos del Delta, desde NF, que suponemos actúa como fuente, 

están migrando individuos solamente a ER. No se cuenta con suficiente información como para poder 

plantear una hipótesis asociada a la relación entre reproducción y mortalidad en ER y FA, como se hizo 

con NF. Sin embargo, desde el punto de vista genético, los resultados obtenidos señalan que generar 

una conexión de NF con FA sería una acción necesaria y urgente. De esta forma, ambas subpoblaciones 

estarían recibiendo migrantes desde NF, aumentando la variabilidad genética dentro de cada núcleo y, 

por lo tanto, de la población total. Resulta de suma importancia aumentar los esfuerzos en proteger a la 

población de ER ya que está actuando como la única conexión entre FA y NF. Por otra parte, si el 

declive local en ER aumenta (por alguna presión como la caza), la población podría llegar a perder su 
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dinámica propia y estar compuesta meramente por migrantes recientes de NF, lo que disminuiría la 

variabilidad genética de la metapoblación. 

Detectar la ausencia de conectividad entre subpoblaciones de forma temprana es muy 

importante ya que, cuando persiste la fragmentación, el potencial reparador del flujo génico puede 

reducirse debido a la divergencia entre subpoblaciones como consecuencia de diferentes presiones de 

selección sobre genes cuantitativos (Hendry 2004, Nosil et al., 2005). Las subpoblaciones del Delta FA 

y NF, separadas por una barrera que parece ser casi total, están posiblemente sometidas a presiones 

diferentes. Por lo tanto, la comunicación entre ambos núcleos resulta imperante. 

Las rutas migratorias que utilizan los animales silvestres son generalmente lo primero que se 

pierde como consecuencia de las actividades humanas (Bolger et al., 2008). En el Delta, la barrera al 

flujo génico descripta parece estar asociada a un canal artificial que pasa por el medio de ambos núcleos, 

creado hace aproximadamente cien años, y a partir del cual la zona ha ido adquiriendo un mayor grado 

de antropización (Javier Pereira, comunicación personal). Un estudio de genética del paisaje 

complementaría la información encontrada por este capítulo, aportando mayor claridad sobre los 

elementos específicos que están actuando como barrera al flujo génico. Además, identificar y 

comprender cómo son las rutas de migración (itinerario, distancia recorrida, tiempo en realizar el 

recorrido) es fundamental para fortalecer las rutas existentes entre NF y ER, priorizando su 

conservación (Sawyer et al., 2013; Bolger et al., 2008). Este tipo de estudios se ha realizado 

anteriormente en otros ciervos mediante el uso de collares con GPS (por ejemplo, Lindberg, 2013; Long 

et al., 2010).  La importancia de esto desde el punto de vista genético es que no sólo es necesario el 

restablecimiento del flujo génico entre áreas previamente conectadas, sino también fortalecer y proteger 

las rutas ya existentes, considerando que el aumento del tamaño censal de los sumideros también 

favorece la migración entre ellos (Gaggiotti, 1996). Varios estudios muestran que, dentro de los 

ungulados, muchas especies utilizan diferentes rutas dependiendo de la estación del año, por lo que el 

desafío de conservarlos puede resultar particularmente complejo porque significa realizar un manejo 

sobre grandes áreas (Lindberg, 2013). Actualmente está en marcha un estudio de Proyecto Pantano con 

radiocollares, que complementará los resultados de esta tesis para la elaboración de las estrategias de 

conservación más apropiadas. 

El tamaño poblacional efectivo generalmente provee una buena estimación de la tasa de pérdida 

de diversidad genética en poblaciones cerradas. Esto es particularmente cierto para poblaciones 

pequeñas que sufren considerables fluctuaciones en la variabilidad genética (Palstra y Ruzzante, 2008). 

El tamaño efectivo calculado en este trabajo resultó ser bastante bajo (NE=44). Sin embargo, la 

estimación aquí realizada debe analizarse con cuidado, ya que el NE se ve influenciado por muchísimos 

factores que pueden producir sesgos (Palstra y Ruzzante, 2008; Waples, 2006). Algunos de estos 

factores son muy comunes y casi inevitables al trabajar con poblaciones silvestres de mamíferos. Por 

ejemplo, para la estimación del tamaño efectivo es necesario asumir generaciones discretas. Sin 

embargo, esto no se cumple en muchas especies, como en este caso, en el que las generaciones son 



100 
  

superpuestas. Bajo este escenario, lo que se está en realidad estimando es el NB (tamaño efectivo de 

reproductores en esa cohorte en particular), en vez de NE (tamaño efectivo por generación de la 

población). La relación entre NB y NE es bastante compleja (Waples, 2006). Otro problema que suele 

existir es la diferencia en el éxito reproductivo de los individuos (Palstra y Ruzzante, 2008).  

 Por otra parte, es sabido que en poblaciones estructuradas se ve disminuida la heterocigosis 

(efecto Wahlund), lo que produce un auemento de la señal de desequilibrio de ligamiento, sesgando por 

defecto al tamaño efectivo. Bajo escenarios realísticos, el NE-metapoblacional estimado se espera que 

sea sustancialmente menor al real (Palstra y Ruzzante 2008; Whitlock 2004). Además, cuando una 

población ha sufrido un crecimiento reciente, como el que se mencionó más arriba, el NE también puede 

ser subestimado durante algunas generaciones, con una duración y magnitud de sesgo proporcionales a 

la severidad del cuello de botella por el que han pasado, debido a que la señal de desequilibrio pasada 

es más fuerte que la actual (Waples, 2006). Por último, al utilizar el método de estimación aquí 

empleado, hay que tener en cuenta que cuando el tamaño muestral es menor que 2NE, hay un sesgo por 

defecto de la estimación (Waples, 2006).  

Todo esto implica que la estimación será mucho mejor cuando el investigador tenga a la vez 

conocimiento sobre la biología de la especie (sistema de apareamiento, relación machos/hembras, etc) 

y cierta idea previa del tamaño censal, que permita hacer suposiciones informadas sobre la probable 

relación NE/N. En el caso de este trabajo, al momento de realizar los muestreos no se contaba con la 

información suficiente como para hacer estas aproximaciones.  

Recientemente se ha recabado información sobre la abundancia de ciervos en el Delta. Un 

estudio realizado con drones en un establecimiento forestal de 113 km2 del Núcleo Forestal, reveló la 

presencia de entre 559 y 908 individuos de la especie (Pereira et al., en prensa). Palstra y Ruzzante 

hicieron un promedio de la relación NE/N de especies amenazadas, y obtuvieron un valor de 0,36. 

Teniendo esto en cuenta, el NE aquí obtenido seguramente esté bastante subestimado, ya que la relación 

NE/N, considerando solamente los individuos hallados en dicho predio (que representa sólo el 4,2% del 

área de extensión de presencia de la especie en todo el bajo delta), es un orden de magnitud menor a 

ese promedio.  

Se ha establecido que es necesario un NE de 50 para que una población no se vea severamente 

afectada por la endogamia y de 500 para que logre mantener su potencial evolutivo (Soulé et al., 1987). 

El NE aquí obtenido está por debajo de 50. Sin embargo, no se encontraron evidencias de endogamia en 

la población. Esto también hace suponer que el valor obtenido está subestimado, y en realidad debe 

estar por encima de 50. Como se mencionaba antes, la estructuración poblacional produce un sesgo por 

defecto, que será mayor cuanto mayor sea la diferenciación entre subpoblaciones, y en este caso los FST 

obtenidos fueron significativos. Sin embargo, a juzgar por la baja variabilidad genética observada en 

los índices correspondientes y como veremos a continuación, es bastante improbable que el Ne esté 

cerca de 500. 
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 La estimación del tamaño efectivo está fuertemente correlacionada con la diversidad genética 

medida como heterocigosis (Palstra y Ruzzante, 2008). Un trabajo realizado por Willoughby et al. 

(2015) estudió si existe una asociación entre los criterios establecidos para clasificar a las especies de 

vertebrados y las medidas más básicas de diversidad utilizadas en Genética para la Conservación, la 

heterocigosis y la riqueza alélica. Estas últimas fueron puestas a prueba como variables respuesta a los 

criterios que utiliza la IUCN. Los resultados muestran que las especies con declive poblacional sólo 

predijeron la diversidad genética en mamíferos y anfibios, mientras que el tamaño del rango de 

distribución de la especie y el número de individuos maduros no predijeron la diversidad genética en 

ninguna de las clases analizadas. Estos resultados en conjunto sugieren que las especies con baja 

diversidad genética están siendo pasadas por alto con la metodología actual de la IUCN, excepto en 

casos en los que la población ha sufrido una drástica reducción en el tamaño poblacional. Como señalan 

los autores, la IUCN identifica especies con tamaños demográficos pequeños, lo que es importante para 

resaltar su necesidad de conservación. Sin embargo, la diversidad genética también es necesaria para 

asegurar la supervivencia de la especie a largo plazo (Frankham, 1996) y por eso se sugiere incorporar 

un nuevo criterio con capacidad de identificar especies en riesgo por baja variabilidad genética, 

utilizando el tamaño efectivo y la heterocigosis. 

Para desarrollar este criterio, se propone utilizar la ecuación de Crow y Kimura (1970) que 

predice cómo varía la heterocigosis en función del paso de las generaciones: 

 

𝐻𝑡 = 𝐻0(1 −
1

2𝑁𝑒
)𝑡 

 

Donde H0 es la heterocigosis medida y Ht la heterocigosis en la generación t. Si se conoce NE, se puede 

predecir cómo será la heterocigosis en un determinado tiempo. Se utiliza como punto de corte el valor 

de heterocigosis que determina el primer cuartil de heterocigosis de todos los vertebrados de la base de 

datos (cuartil 25% H=0,54). La cantidad de generaciones que se tarde en caer por debajo de ese valor, 

determinará la categoría de riesgo: 

 

• t ≤ 10: En peligro crítico 

• t ≤ 50: En peligro 

• t ≤ 100: Amenazada 

 

En el caso del delta, con una heterocigosis de 0,37, no hace falta despejar la ecuación. La 

población estaría en la categoría de menos de diez generaciones, es decir, “En Peligro Crítico”. Esto 

difiere de la categorización de esta población realizada por la Sociedad Argentina para el Estudio de 

Mamíferos (2019), que la ubicó en la categoría “En Peligro”. Si bien este criterio genético propuesto 

debería ser testeado con una gran variedad de especies antes de ser adoptado por la IUCN, el mismo 
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tiene una justificación teórica fuerte que respalda su incorporación (Willoughby et al., 2015). El caso 

de B. dichotomus en el Delta del Paraná, entonces, sería un ejemplo de discrepancias entre lo que se 

observa a nivel genético y a nivel ecológico que señala la necesidad de prestar atención a ambos campos 

a la hora de tomar decisiones. 

 Debe tenerse en cuenta que este trabajo se hizo con un solo muestreo, es decir, un punto en el 

tiempo. El análisis de la genética poblacional del Delta será mucho más completo si en algunos años se 

vuelven a hacer estas mediciones. En escenarios ecológicos reales, la variabilidad en el proceso de 

migración puede ser grande, lo que, como hemos visto, disminuye la cantidad de variabilidad genética 

mantenida por una metapoblación y fomenta la diferenciación entre subpoblaciones. Si las mismas no 

están en equilibrio, y la variabilidad en las migraciones es alta, los resultados obtenidos no serán 

precisos. Un nuevo muestreo también ayudaría a una mejor estimación del NE, ya que, en vez de 

considerarse los individuos maduros de una sola cohorte, se podría abarcar otra generación y utilizar el 

Método Temporal (Waples, 1989), para el cual se recomienda esperar 4 generaciones entre un muestreo 

y otro (Palstra y Ruzzante, 2008). 

 

 

CONCLUSIONES 

 

1) La utilización de las técnicas de Next Generation Sequencing en estudios de Genética para la 

Conservación con muestras no invasivas no sólo es posible, sino que facilita mucho el trabajo, 

además de hacerlo más rápido, algo no menor teniendo en cuenta que las muestras de ADN de 

baja calidad y cantidad siempre requieren más tiempo y esfuerzo. 

2) La hipótesis 1 se corrobora parcialmente. Los bosques riparios han servido como refugio y 

corredor en la conexión entre el Delta del Paraná y Esteros del Iberá. Sin embargo, la población 

de El Bagual quedó aislada de este sistema. 

3) La hipótesis 2 se corrobora. Se observó un cierto nivel de diferenciación entre los tres núcleos 

poblacionales, con una dinámica de migración que los conecta. 

4) La hipótesis 3 se corrobora parcialmente. La predicción 1 no se cumplió, ya que no se 

observaron coeficientes de endogamia significativos. Para la predicción 2 debió realizarse un 

cálculo adicional porque la estimación del tamaño efectivo fue poco confiable. Aun así, con el 

resultado obtenido por este otro método, es esperable que el NE esté por debajo de 500 y que, 

por lo tanto, la población no esté en condiciones de mantener su potencial evolutivo, lo que 

conlleva a un riesgo de extinción local. Estos resultados preliminares, que deben ser 

confirmados con muestreos temporales, indicarían que la metapoblación del ciervo de los 

pantanos en el Delta está en Peligro Crítico de Extinción.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La Filogeografía surgió en respuesta a la búsqueda de un marco espacial y temporal en el cual 

dilucidar la historia evolutiva de las especies. Su utilidad y desarrollo fueron inicialmente planteados 

por Avise (1987), siendo el objetivo principal el estudio de los principios y procesos que gobiernan la 

distribución geográfica de los linajes, especialmente intraespecíficos (Avise, 1998). Presenta un 

enfoque eficaz para abordar diversos aspectos que se relacionan con la historia evolutiva y demográfica 

de poblaciones y especies. Sus inferencias por lo general proceden del análisis de árboles de genes 

(genealogías de genes individuales), que sumadas a un muestreo apropiado, permiten poner a prueba 

hipótesis biogeográficas, describir el desarrollo del aislamiento entre poblaciones o proponer hipótesis 

sobre los procesos subyacentes al origen, disposición y mantenimiento de la biodiversidad. La 

incorporación de esta perspectiva histórica y geográfica en el estudio de la distribución de la variación 

génica actual de las poblaciones incrementa significativamente la comprensión de la biología, ecología 

y evolución de los organismos. Al mismo tiempo provee herramientas que eventualmente pueden 

utilizarse para discernir procesos de especiación, y en particular, para el desarrollo de estrategias de 

conservación que apunten a la protección de la biodiversidad (Beheregaray, 2008; Arbogast et al., 2001; 

Moritz y Faith, 1998).  

Diversos procesos en la historia demográfica de las poblaciones, como expansiones y 

contracciones, dejan marcas reconocibles como patrones de la diversidad genética (Schneider y 

Excoffier, 1999). Eventos históricos que causen decrecimientos poblacionales pueden resultar en 

niveles bajos de variación en la población actual. Incluso aunque esa población no muestre números 

censales bajos, su tamaño efectivo pudo haber sido muy afectado. Asimismo, un origen común y 

múltiples expansiones de poblaciones pequeñas podrían enmascarar los efectos de esas fragmentaciones 

recientes en los patrones de variabilidad genética de la especie (Aris-Brosou y Excoffier, 1996). Por 

otra parte, cambios climáticos como las glaciaciones alternadas durante el Pleistoceno son responsables 

de los patrones de diversidad genética de muchas especies (Lessa et al., 2003). Si una especie está 

íntimamente relacionada con determinadas condiciones ambientales, será extremadamente dependiente 

de los cambios que ocurran en dichas condiciones. También, la identificación de los procesos históricos 

del ambiente y su impacto en la demografía y genética de la especie en estudio podrían ayudar a explicar 

los patrones de diversidad genética de especies con requerimientos similares (Márquez et al., 2006). 

La capacidad para obtener y hacer uso de secuencias de ADN ha mejorado enormemente 

durante las últimas tres o cuatro décadas. El ADN mitocondrial (ADNmt) en particular es especialmente 

útil en proyectos relacionados con filogenias de niveles taxonómicos de altas jerarquías y también en el 

campo de la diferenciación intraespecífica. Su utilidad se basa en que su herencia es principalmente 

uniparental (materna), su tasa de evolución en general es más rápida que la nuclear, con diferentes tasas 

de mutación dependiendo del locus, y no realiza recombinación. Esto hace posible asumir que la 

variabilidad génica del ADNmt que se observa en las poblaciones sea aportada únicamente por las 
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mutaciones, lo que facilita mucho el estudio de linajes en el tiempo. Por otra parte, diferentes regiones 

del ADNmt, al poseer diferentes tasas de mutación, permiten que esta molécula sea utilizada para 

analizar diferentes jerarquías taxonómicas, desde análisis intraespecíficos hasta análisis usando genes 

codificantes a mayores niveles taxonómicos.  

Hasta hace una década, sólo regiones relativamente cortas se utilizaban como marcadores, pero 

con el avance de la tecnología, la secuenciación del genoma completo de la mitocondria se hizo más 

común, incluso pudiéndose utilizar ADN de baja calidad, como el que se obtiene a partir de muestras 

no invasivas (Hahn et al., 2013). El cambio de paradigma se dio con el desarrollo de las técnicas de 

Next Generation Sequencing, que sumado al avance en el área de la programación permiten de manera 

fácil y rápida secuenciar y ensamblar el genoma mitocondrial (Hahn et al., 2013). 

En cuanto al análisis filogeográfico, en las últimas dos décadas se ha desarrollado el análisis de 

redes (Bandelt et al. 1995, Templeton et al. 1992) como una forma de superar los problemas que 

presentan los métodos tradicionales dicotómicos (parsimonia, máxima probabilidad) al analizar las 

relaciones reticuladas que se generan dentro de las poblaciones como consecuencia de la acción de 

procesos evolutivos a nivel poblacional, tales como la hibridación entre linajes (Emerson et al. 2001, 

Posada y Crandall 2001). Estos análisis están diseñados para distinguir los procesos históricos que 

pueden haber influenciado la distribución geográfica de la variabilidad genética, de la variación génica 

actual y los probables linajes ancestrales que les dieron origen. Las redes de secuencias incluyen a todos 

los individuos que forman parte del estudio, aun aquellos con el mismo haplotipo, lo cual diferencia 

este tipo de análisis de los árboles filogenéticos. Así, en los gráficos de redes, el o los haplotipos más 

frecuentes representan el estado ancestral. Por otra parte, el patrón de la red permite realizar inferencias, 

en cierta manera semejantes a las distribuciones de diferencias pareadas, acerca de diversificaciones 

recientes (“patrón en estrella”, donde sólo uno o dos pasos mutacionales separan al haplotipo más 

frecuente de varios derivados), o diversificaciones más antiguas (patrones donde grupos de haplotipos 

están separados entre sí por un número más significativo de pasos mutacionales). 

Hoy en día, el uso de abordajes de estadística Bayesiana para el análisis de marcadores 

moleculares permite realizar reconstrucciones filogeográficas espacio-temporales. Los modelos de 

difusión en el espacio y el tiempo (Drummond et al., 2012) pueden estimar el origen ancestral del grupo 

que se está analizando, así como describir sus patrones de dispersión. Además, ya que el proceso de 

difusión está acoplado a la filogenia, es posible estimar y comparar modelos de expansión geográfica y 

demográfica (Lemey et al., 2010). Este último punto es sumamente importante, ya que anteriormente 

se obtenían resultados que indicaban, por ejemplo, aumento en el número de individuos, pero de tal 

forma que era imposible determinar si los mismos se correspondían con aumentos demográficos 

(crecimiento en el número de individuos dentro de una población) o expansiones de rango geográfico.  

Márquez y colaboradores (2006) realizaron un estudio en las poblaciones del ciervo de los 

pantanos de la cuenca hidrográfica del Río de la Plata de B. dichotomus: Porto Primavera (Brasil), 

Pantanal de Bolivia, Esteros del Iberá y Delta del Paraná (Argentina). Su objetivo fue analizar el efecto 
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de la fragmentación del hábitat sobre el flujo génico y la diversidad genética, y así poder definir 

prioridades en el manejo de la especie. Evaluaron los patrones filogeográficos de diferenciación 

utilizando un fragmento de 601 pb de la región control mitocondrial. Sus resultados más relevantes 

muestran una baja variación genética, similar a la de especies que se considera que experimentaron 

expansión demográfica rápida y reciente luego de haber sobrevivido en un refugio del Pleistoceno. Se 

observan evidencias de expansión poblacional en Porto Primavera, y un quiebre filogeográfico entre el 

Delta del Paraná y el resto de las poblaciones, lo cual convierte a esta población en la más singular 

genéticamente. El resto de las poblaciones presentan una baja o nula estructura genética. Sin embargo, 

sólo se usaron 2 muestras en la población del Delta. Un análisis con más muestras, más pares de bases 

y un abordaje bayesiano, además de un análisis más profundo de la historia climática en el continente, 

podría reconstruir de manera más completa y detallada la historia evolutiva de B. dichotomus. 

La familia Cervidae pertenece al suborden Ruminantia y, con 55 especies (Heckeberg et al., 

2016), es el segundo grupo más diverso de este suborden después de Bovidae (Grubb, 1990). La historia 

evolutiva de los cérvidos comienza durante el Mioceno (hace aproximadamente 20 millones de años) 

en Eurasia (Duarte et al., 2008; Webb, 2000). Actualmente se distribuyen en América, Europa y Asia, 

en una amplia variedad de hábitats (Webb, 2000). Blastocerus dichotomus se encuentra dentro del linaje 

Odocoileini, que es el grupo de los ciervos americanos. Hay un amplio consenso en que el ancestro de 

Odocoileini llegó a América vía el Estrecho de Bering en el Mioceno tardío (hace 5-7 millones de años) 

(Heckeberg, 2020; Merino et al., 2005; Webb, 2000; Gustafson, 1985), durante el intercambio de fauna 

entre América del Norte y Asia (Ludt et al., 2004). Dos fósiles encontrados en Estados Unidos fueron 

datados como los más antiguos de América, con 5 millones de años, lo que apoya esta hipótesis 

(Heckeberg et al., 2020). Con la formación del istmo de Panamá durante el límite entre el Plioceno y el 

Pleistoceno (hace 2,5-3 millones de años), los cérvidos comenzaron a migrar hacia Sudamérica (Webb, 

2000; Merino et al., 2005). El clado actualmente compuesto por cérvidos exclusivamente 

sudamericanos se llama Blastocerina y su ancestro habría divergido antes de la migración hacia el sur, 

durante el Plioceno (hace 4,1 millones de años aproximadamente) (Gilbert et al., 2006), aunque esto no 

pudo ser constatado con fósiles (Heckeberg et al., 2020). Incluye a los géneros representados en la 

Figura 1: Hippocamelus, Mazama, Ozotoceros, Pudu y Blastocerus (Heckeberg et al., 2020; Duarte et 

al., 2008; Gilbert et al., 2006), siendo muy discutidas sus relaciones filogenéticas dentro del grupo, 

aunque no la monofilia del grupo entero (Heckeberg, 2020).  

Los cérvidos neotropicales diversificaron luego de la migración hacia Sudamérica, donde 

ocuparon nichos que en otros continentes eran ocupados por bóvidos, convirtiéndose en el grupo de 

ungulados más diverso de Sudamérica (Gilbert et al., 2006). La baja resolución filogenética entre las  
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especies de Odocoileini sugiere un evento de radiación simultánea hace aproximadamente 2,5 millones 

de años, lo cual coincide con el llamado Gran Intercambio Biótico Americano, es decir, la migración 

de fauna desde Norteamérica a Sudamérica (Heckeberg, 2020). 

Este capítulo se propone diseñar un nuevo grupo de marcadores mitocondriales específicos de 

B. dichotomus con la intención de obtener una mejor resolución de la estructura geográfica ya conocida, 

y complementar la información existente con un análisis de difusión filogeográfica en el tiempo y el 

espacio, con los objetivos de explorar: 

Figura 1. Árbol de genes (citocromo b) de algunas de las especies de cérvidos sudamericanos. La franja 

amarilla indica el momento en el tiempo en el que los ancestros de las especies sudamericanas migraron por 

el istmo de Panamá, y luego una rápida diversificación durante el Pleistoceno. El ancestro común más 

reciente de todos los cérvidos sudamericanos exisitió en Norteamérica durante el Plioceno temprano. Imagen 

tomada y editada de Duarte et al. (2008). 
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a) Los procesos históricos que originaron la estructuración poblacional actual reconstruida a 

través de los haplotipos mitocondriales. 

b) El área de distribución ancestral de la especie, teniendo en cuenta la evolución climática en 

Sudamérica y su relación con el registro fósil. 

c) La existencia de cambios demográficos tales como expansiones y contracciones 

poblacionales. 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Áreas de estudio 

 

 Se trabajó en 4 localidades: 

el Estado de Mato Grosso del Sur 

(Brasil, Ecorregión del Cerrado), 

Bolivia (Pantanal), Esteros del 

Iberá y Delta del Paraná 

(Argentina, Figura 2). Las 

muestras del Delta del Paraná y 

Esteros del Iberá corresponden a 

tejidos de animales encontrados 

muertos en el campo o 

extracciones de sangre durante 

capturas para otros estudios. Las 

muestras de sangre de Mato 

Grosso fueron obtenidas por una 

colaboración con el Dr. José 

Mauricio Barbanti Duarte, 

director del instituto Nucleo de 

Pesquisa e Conservação de 

Cervídeos en Jaboticabal, São 

Paulo, Brasil. Las secuencias de 

Bolivia fueron obtenidas a partir de la única secuencia mitocondrial completa de la especie almacenada 

en el GeneBank (JN632603.1). 

 

 

Figura 2. Los puntos azules muestran el origen de las muestras 

utilizadas en este trabajo filogeográfico. B = Bolivia, MGDS = Mato 

Grosso del Sur, EI = Esteros del Iberá, DP = Delta del Paraná. 
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Ensamble de mitocondrias y diseño de marcadores mitocondriales 

 

A partir de los reads obtenidos en la secuenciación descripta en el Capítulo 1, se ensamblaron 

las mitocondrias de ambos genomas con el programa GENEIOUS 2020.0.4 (Kearse et al., 2012). En 

secuenciaciones parciales de genomas nucleares, ya que las mitocondrias son muy abundantes, suelen 

secuenciarse de manera no intencional, quedando como “reads no deseados”. Como la longitud de la 

mitocondria es relativamente pequeña, en muchos casos es posible recuperar la secuencia completa. 

Para ello, se tomó el total de reads y se utilizó la opción “mapear a la referencia”, con el genoma 

mitocondrial descargado de Genebank (Bolivia, JN632603.1) como referencia. Los tres mitogenomas 

(Bolivia, Delta y Brasil) fueron alineados y se inspeccionó todo el genoma para diseñar primers en seis 

zonas flanqueantes de sitios variables, priorizando los segmentos con mayor concentración de cambios 

en la secuencia (Tabla 1). Para el diseño manual de primers se siguieron estos criterios: un tamaño de 

18-24 pb, una G o una C en el extremo 3’, temperatura de melting de 55-62°C, contenido de GC 40-

60% y baja probabilidad de homodímeros y heterodímeros. Estos criterios fueron evaluados con la 

herramienta online OLIGO ANALYZER v3.1 (Owczarzy et al., 2008) de la compañía Integrated DNA 

Technologies. 

 

 

Tabla 1. Marcadores mitocondriales diseñados a partir del alineamiento de tres mitocondrias 

Posición Nombre Secuencia primer (5' a 3') 
Contenido 

GC (%) 

Tm 

(°C) 

Tamaño del 

fragmento (pb)  
Gen 

16116-16137 BDRC1F 
GAGCATCCACATAATG

GTAGGC 
50 55,6 

381 
Región 

Control 
116-136 BDRC1R 

TGGGATGTGGATACTT

GCATG 
47,6 55 

4141-4158 BDND2F 
TCTCAGGCCAATGAAC

CG 
55,6 54,9 

442 NADH-2 

4563-4583 BDND2R 
GGTGGTGGTAGTTGAG

TTAGC 
52,4 55,3 

11799-11818 BDND5F 
CCCATCATAGCCACAA

GCTC 
55 55,7 

391 NADH-5 

12170-12190 BDND5R 
CCTACGCCTTCTCATCC

AATG 
52,4 55,4 

15017-15040 BDCYTBF 
GGAGGAGTATTAGCCC

TAGTCTTG 
50 55,9 

381 Citocromo b 

15376-15398 BDCYTBR 
GGTGTTGATAGTGGAG

CTATTGC 
47,8 55,7 

15381-15399 BDRC2F 
AGCTCCACTATCAACA

CCC 
52,6 54,2 

548 
Región 

Control 
15911-15929 BDRC2R 

TTTAGGTGAGATGGCC

CTG 
52,6 54,2 

9504-9525 BDND34F 
CCTCGCTACTCGTTATT

ATCGC 
50 55,1 

459 NADH-3 

9945-9963 BDND34R 
GGACATAAGGTGGGAT

CGG 
57,9 54,9 

 



119 
  

Extracción de ADN 

 

Para este estudio se utilizaron entre 4 y 12 muestras de tejido por población (excepto Bolivia), 

que incluyeron todos los tejidos disponibles (Tabla 2). El ADN fue extraído por precipitación salina, 

siguiendo el protocolo de Miller et al. (1988).  

 

 

Tabla 2. Cantidad de muestras utilizadas por localidad 

Población Cantidad de muestras 

Delta del Paraná 6 

Esteros del Iberá 4 

Mato Grosso 12 

Pantanal boliviano 1 

TOTAL 23 

 

 

Amplificación y secuenciación por Sanger 

 

Las secuencias fueron amplificadas por PCR en volumen final de 10 µl y ajustadas las 

condiciones y programas del termociclador para cada marcador (Tablas 3a-f). El éxito de amplificación 

se chequeó en geles de agarosa 1,5% teñidos con bromuro de etidio. Luego se realizó un proceso de 

purificación con las enzimas Exonucleasa I y FastAP, con 0,5 µl y 1 µl por tubo, respectivamente, e 

incubación durante media hora a 37℃. Finalmente, 138 amplificados fueron enviados a Macrogen 

Korea para su secuenciación por el método de Sanger. 

  

 

Tabla 3a. Programa de PCR para el marcador BDCYTB 

 
Desnaturalización Annealing Extensión 

Extensión 

final 

Temperatura 95 95 53 72 72 

Tiempo 5' 30'' 15'' 15'' 2'30'' 

Duración 30 ciclos 
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Tabla 3b. Programa de PCR para el marcador BDND34 

 
Desnaturalización Annealing Extensión 

Extensión 

final 

Temperatura 95 95 53 72 72 

Tiempo 5' 30'' 15'' 15'' 2'30'' 

Duración 35 ciclos 

 

 

Tabla 3c. Programa de PCR para el marcador BDND2 

 
Desnaturalización Annealing Extensión 

Extensión 

final 

Temperatura 95 95 55 72 72 

Tiempo 5' 30'' 15'' 15'' 2'30'' 

Duración 30 ciclos 

 

 

Tabla 3d. Programa de PCR para el marcador BDRC1 

 
Desnaturalización Annealing Extensión 

Extensión 

final 

Temperatura 95 95 59 72 72 

Tiempo 5' 30'' 15'' 15'' 2'30'' 

Duración 30 ciclos 

 

 

Tabla 3e. Programa de PCR para el marcador BDRC2 

 
Desnaturalización Annealing Extensión 

Extensión 

final 

Temperatura 95 95 58 72 72 

Tiempo 5' 30'' 15'' 15'' 2'30'' 

Duración 30 ciclos 

 

 

Tabla 3f. Programa de PCR para el marcador BDND5 

 
Desnaturalización Annealing Extensión 

Extensión 

final 

Temperatura 95 95 56 72 72 

Tiempo 5' 30'' 15'' 15'' 2'30'' 

Duración 30 ciclos 
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Estadística descriptiva 

 

Las secuencias de ADN mitocondrial fueron editadas y alineadas con GENEIOUS 2020.0.4 

(Kearse et al., 2012). Debido a que se obtuvieron 6 fragmentos distintos, la posibilidad de combinarlos 

en un único análisis fue investigada con el test de homogeneidad de partición (Farris et al., 1995) para 

detectar posibles incongruencias en las tasas mutacionales de cada fragmento, utilizando PAUP 

(Swofford, 2002). Dado que no se observó incongruencia, los fragmentos pueden ser analizados en 

conjunto. 

La identificación de haplotipos, la determinación del número de sitios polimórficos (S), la 

diversidad nucleotídica (π) y la diversidad haplotípica (Hd) se calcularon con el programa DNASP 

v6.10 (Rozas et al., 2010). Se utilizó ARLEQUIN v3.5 (Excoffier et al. 2010), para los índices de 

fijación (FST) y el análisis de varianza molecular (AMOVA). 

 

 

Historia demográfica 

 

Los análisis demográficos se realizaron para Mato Grosso y Esteros del Iberá, debido a que 

sólo se obtuvo una muestra de Bolivia, y a que los 6 individuos del Delta presentaron el mismo haplotipo 

(ver Resultados). Se utilizó ARLEQUIN v3.5 para testear expansión poblacional por medio de las 

distribuciones de a pares de las frecuencias del número de sitios segregantes (mismatch distributions) 

(Rogers y Harpending, 1992). Los datos fueron graficados en EXCEL Office 2013. Se utilizaron la 

suma de los cuadrados de las desviaciones (SSD) y el Índice de Raggedness (Rg) definido por 

Harpending (1994) para evaluar el ajuste de las distribuciones observadas a las esperadas bajo un 

modelo de expansión repentina. Valores pequeños y significativos de SSD y Rg permiten aceptar la 

hipótesis nula de que la población atravesó una expansión poblacional (Márquez Herney, 2012). Se 

utilizó el parámetro Tau (T) para estimar el tiempo de expansión, mediante la relación T = 2µt, donde 

µ es la tasa de sustitución y t el tiempo transcurrido a estimar. 

Adicionalmente, para testear desviaciones de la neutralidad (como ocurre en escenarios de 

expansión demográfica) se utilizaron los índices Fs de Fu (Fu, 1997) y R2 (Ramos-Onsins y Rozas, 

2002). Estos índices fueron estimados con DNASP v6.10 (Rozas et al., 2010), empleando simulaciones 

de coalescencia con 1000 permutaciones. 
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Historia evolutiva  

 

Las relaciones entre haplotipos se estudiaron a partir de la construcción de una red con el 

programa TCS v2.1 (Posada y Crandall, 2001) usando el criterio de conexión de máxima parsimonia 

de 95%. La red fue luego editada con POPART v1.7 (Leigh et al., 2015). Debido a que el número de 

mutaciones que conectan los haplotipos entre sí fue bajo, las conexiones ambiguas entre haplotipos 

fueron resueltas teniendo en cuenta no sólo la solución más parsimoniosa sino también la distribución 

geográfica de los haplotipos.  

Para los árboles filogenéticos se armó un archivo de entrada con un representante de cada 

haplotipo. Además, se descargó de GeneBank la mitocondria completa de otras dos especies de ciervos 

sudamericanos, Mazama gouazoubira (KJ772514.1) y Ozotoceros bezoarticus (JN632681.2), para 

utilizarlos como grupos externos. En primer lugar, con el programa IQTREE web server (Trifinopoulos 

et al., 2016) se buscó el modelo óptimo de sustitución nucleotídica (HKY+F+I). Se realizaron 

reconstrucciones filogenéticas con los métodos de Maxima Probabilidad (ML) e Inferencia Bayesiana, 

utilizando los programas IQTREE y BEAST v1.10.4 (Drummond et al., 2018), respectivamente. Para 

el árbol consenso ML se utilizó un bootstrap de 1000 iteraciones y se conservaron todas las ramas, 

aunque tuvieran bajo soporte de nodos (menor al 50%). Para el árbol bayesiano se corrieron 200 

millones de iteraciones y los parámetros fueron muestreados cada 1000 iteraciones bajo un modelo de 

reloj molecular relajado, calibrando con un tiempo de 4,1 millones de años (SD=0,4) para el nodo de 

divergencia de los cérvidos sudamericanos (Gilbert et al., 2006). Como se están incorporando tres 

especies en el árbol, se seleccionó como tree prior el modelo del proceso de Yule (1925). Este modelo 

de especiación es el más simple, en el que cada linaje se asume que diverge a una tasa fija. Tiene un 

solo parámetro, la “tasa de nacimiento” de una nueva especie. Se analizó la convergencia con el 

programa TRACER v1.7.1 (Drummond et al., 2018), corroborando que los tamaños muestrales 

efectivos (EES) de todos los parámetros fueran mayores a 200. Se ejecutaron el TREE ANOTATOR 

con 20 millones de iteraciones de burn in (paquete BEAST) y el FIG TREE v1.4.4 (Rambaut et al., 

2018) para observar el árbol resultante.  

 

 

Filogeografía contínua 

 

El programa BEAST también se implementó para correr un modelo de difusión continua y 

estimar los patrones de distribución espacio-temporales del grupo (Lemey et al., 2010). En este análisis 

también se incorporaron los mismos grupos externos. Se utilizó el modelo default “Homogeneous 

Brownian”. El resto de los parámetros del programa fue el mismo que el utilizado para la reconstrucción 

bayesiana. La tasa de sustitución estimada para la región control de cérvidos neotropicales (2,5x10-2 por 

sitio por MA) no pudo ser utilizada en la calibración ya que fue publicada sin su desvío estándar 
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(Márquez et al., 2006; González et al., 1998), parámetro necesario en el programa al incluir una tasa. 

Sin embargo, este valor se utilizó para comparar el valor estimado por BEAST. Se analizó la 

convergencia con TRACER y se usó TREE ANOTATOR para obtener el árbol consenso, que fue 

utilizado como input del programa SPREAD3 (Bielejec et al., 2016) para generar la reconstrucción 

calibrada en el tiempo y observar el proceso de difusión.  

 

 

RESULTADOS  

 

Ensamble de mitocondrias y marcadores mitocondriales 

 

Al ensamblar los reads, se obtuvo en ambos casos el mitogenoma completo (Figura 3). El 

ensamble fue una secuencia de 16,359 pb para el Delta y 16,361 pb para Porto Primavera. La 

profundidad varió entre 40 y 150. El número total de sitios variables fue de sólo 49. 

 

 

Estadística descriptiva 

 

No se descartó la hipótesis de congruencia (p=0,89) y las seis secuencias de las 23 muestras 

fueron concatenadas, obteniéndose una secuencia final de 1897 pb. Se encontró un total de 13 

haplotipos, siendo todos los haplotipos exclusivos de cada población (Tabla 4). En total se registraron 

29 sitios variables, de los cuales 16 fueron sitios informativos y 13 fueron mutaciones únicas, 

incluyendo una deleción en Mato Grosso. En el Delta se encontró un solo haplotipo. En Esteros del 

Iberá el haplotipo más abundante fue el 4 (75%) y en Mato Grosso el haplotipo 5 (25%). El número 

medio de diferencias pareadas varió entre 0 y 3 (Delta e Iberá, respectivamente). La mayor diversidad 

haplotípica se encontró en Mato Grosso, mientras que la mayor diversidad nucleotídica se encontró en 

Esteros del Iberá. La tabla 5 resume toda la estadística descriptiva globalmente y para cada población. 
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Tabla 4. Haplotipos de cada población y sus frecuencias 

Población Haplotipo 
Frecuencia absoluta 

en la población 

Frecuencia relativa en 

la población 

Bolivia 1 1 1 

Delta del Paraná 2 6 1 

Esteros del Iberá 
3 1 0,25 

4 3 0,75 

Mato Grosso 

5 3 0,25 

6 1 0,08 

7 1 0,08 

8 2 0,17 

9 1 0,08 

10 1 0,08 

11 1 0,08 

12 1 0,08 

13 1 0,08 

Figura 3. Una de las mitocondrias completas ensamblada (Delta del Paraná). En amarillo las secuencias 

codificantes (incluyen, por ejemplo, a los tRNA). En verde, los genes. 
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Tabla 5. Estadística descriptiva para cada población. En algunos casos, las mutaciones únicas de las 

poblaciones dejan de ser únicas al considerar la población global. De la misma manera, algunos sitios de 

Bolivia y Delta resultan variables al considerar todas las secuencias globalmente.  

 Bolivia Delta Esteros del Iberá Mato Grosso Global 

N de secuencias (N) 1 6 4 12 23 

N de haplotipos (H) 1 1 2 9 13 

N sitios polimórficos (S) - 0 6 12 29 

N de mutaciones únicas - 0 6 9 13 

N medio de ≠ pareadas - 0 3 1,74 6,51 

N medio de sustituciones (п) - 0 3 2,46 9,1 

Diversidad haplotípica (Hd) - 0 0,5  0,94 0,89 

Diversidad nucleotídica (π) - 0 0,0016 0,0013 0,0048 

 

 

El AMOVA global dio un valor de FST=0,81 con un p-valor<0,05. Las comparaciones de a 

pares entre Delta del Paraná, Mato Grosso y Esteros del Iberá dieron valores de FST significativos en 

todos los casos (Tabla 6).  

 

 

Tabla 6. Comparaciones de a pares entre poblaciones muestreadas (se excluye Bolivia). Por debajo de la 

diagonal: valores de FST. Por encima de la diagonal: p-valores. Se aplicó la corrección de Bonferroni 

(αBONFERRONI=0,016, tres comparaciones). Se indican con un asterisco los valores de FST significativos.  

   Delta del Paraná 
Esteros del 

Iberá 
Mato Grosso 

Delta del Paraná - >0,016 >0,016 

Esteros del Iberá 0,89* - >0,016 

Mato Grosso 0.88* 0,5* - 
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Historia demográfica 

 

 El índice R2 resultó significativo en ambas poblaciones, es decir, detectó expansión 

demográfica tanto en Mato Grosso como en los Esteros del Iberá (Tabla 7). En cambio, el estadístico 

Fs de Fu no mostró evidencias de tales expansiones (Tabla 7). R2 está basado en la diferencia entre el 

número de mutaciones únicas y el número medio de diferencias nucleotídicas. Fs en cambio, se basa en 

la frecuencia en exceso de las variantes poco frecuentes para definir expansión demográfica. Los dos 

índices de neutralidad arrojaron resultados contradictorios. Fu (1997) comparó el poder estadístico de 

ambos tests, y concluyó que R2 es superior cuando el tamaño de la muestra es pequeño, como en nuestro 

caso. Por lo tanto, parece tener más soporte la expansión demográfica de ambas localidades. 

La distribución de mismatch en ambos casos resultó unimodal, con moda de dos diferencias 

entre pares en Mato Grosso (Figura 4) y moda de seis diferencias entre pares en Esteros del Iberá (Figura 

5). A pesar de tales diferencias en las modas, la media de diferencias pareadas fue similar en ambas 

localidades: 3 en Iberá y 2,5 en Mato Grosso. Por lo tanto, este otro análisis indica que ambas 

poblaciones sufrieron expansiones poblacionales, en concordancia con el índice R2. 

En la Figura 5 de distribuciones pareadas, puede verse un resultado particularmente llamativo 

en el caso de la población de los Esteros del Iberá: la moda observada es de seis sustituciones, mientras 

que la esperada es de dos. En la curva obtenida puede verse que hay tres comparaciones con ninguna 

diferencia (corresponden a los tres individuos con el mismo haplotipo), mientras que las otras tres 

comparaciones se diferencian en seis sustituciones. La explicación más probable frente a estos gráficos 

reside en que resultan del error de muestreo: sólo se analizaron cuatro individuos. Una alternativa, a 

contrastar en el futuro con un tamaño de muestra mayor, es que hubieran ocurrido dos ondas de 

colonización del área, las cuales pueden verse reflejadas en estos resultados, como un mantenimiento 

de un polimorfismo ancestral. Mediante la estadística SSD e índice Rg, sólo en Mato Grosso se 

encontraron evidencias claras de expansión demográfica (Tabla 8), aunque en ambos casos hubo 

evidencias de expansión espacial (Tabla 9). 

La población de Esteros del Iberá, como se mencionó en la sección de Antecedentes, se presume 

que ha sufrido una expansión demográfica muy reciente, lo que los índices utilizados generalmente no 

detectan (Gómez Fernández et al., 2020), y como Tau es proporcional al tiempo que transcurre desde 

la expansión, en este caso es cero. Por esta razón, sólo en Mato Grosso se utilizó Tau para calcular el 

tiempo transcurrido desde el comienzo de la expansión (ver más adelante).  
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Tabla 7. Índices de neutralidad en Esteros del Iberá y Mato Grosso. Los valores significativos se indican 

con un asterisco.  

 Esteros del Iberá Mato Grosso Global 

R2 
R2= 0,16*;  R2= 0,16*;  R2= 0,13;  

IC95[-0,09; 0,23]  IC95[0,1; 0,23]  IC95[-0,07; 0,19]  

p <0,05 <0,05 0,65 

Fs de Fu 
Fs= 0,45; Fs= 0,34; Fs= 0,21; 

 IC95[-3,58; 4,57]  IC95[-3,24; 5]  IC95[-3,67; 4,49]  

p 0,3 0,45 0,46 

 

 

 

 

 

Figura 4. Distribución mismatch para la población de Mato Grosso: número de pares de secuencias en 

función de número de diferencias.  
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Figura 5. Distribución mismatch para la población de Esteros del Iberá: número de pares de secuencias en 

función de número de diferencias.  

 

Tabla 8. Parámetros estimados bajo el modelo de expansión demográfica. Con asterisco los valores de los 

índices que evidencian expansión. 

 Esteros del Iberá Mato Grosso 

SSD 0,33 0,004* 

Valor de p <0,05 0,53 

Rg 0,75* 0,05* 

Valor de p 1 0,37 

Tau 0 2,5 

 

 

Tabla 9. Parámetros estimados bajo el modelo de expansión espacial. Con asterisco los valores de los 

índices que evidencian expansión. 

 Esteros del Iberá Mato Grosso 

SSD 0,18* 0,004* 

Valor de p 0,21 0,61 

Rg 0,75* 0,05* 

Valor de p 0,79 0,38 

Tau 6,673 2,634 
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Historia evolutiva 

 

La red de haplotipos (Figura 6) mostró una estructura geográfica marcada, que indica 

desconexión entre poblaciones. Si bien la concordancia geográfica es perfecta, los haplotipos son poco 

divergentes entre sí. El haplotipo ancestral (Haplotipo 5) se encuentra en Mato Grosso, en donde además 

se observa un patrón de estrella con otros 6 haplotipos de la misma población, compatible con un 

escenario de expansión reciente. Los dos haplotipos restantes del Pantanal brasileño (8 y 13) se 

encuentran por fuera del patrón de estrella, aunque separados del Haplotipo 5 por solo 2 y 3 mutaciones 

respectivamente. Ambos haplotipos se encuentran unidos al haplotipo de Bolivia (1) por un mismo 

ancestro más reciente. Los dos haplotipos de la población de Ibera (3 y 4) difieren de los de Bolivia y 

los de Brasil por menos sustituciones que las que los separan del único haplotipo del Delta (2). 

 

 

 

Figura 6. Red de haplotipos para las 4 poblaciones analizadas. En las ramas conectando haplotipos se 

indica el número de sustituciones que separa a cada uno de ellos. 
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 La reconstrucción filogenética realizada con el método ML resultó en un árbol en el cual se 

observa parafilia entre los haplotipos de Bolivia, Ibera, Delta y los haplotipos 8 y 13 de Mato Grosso. 

Lo mismo ocurre con Ibera y el Delta. Bolivia aparece asociada al grupo Iberá+Delta (Figura 7). El 

árbol bayesiano mostró la misma parafilia, pero Bolivia aparece asociada a Mato Grosso, como en la 

red de haplotipos. (Figura 8). En ambos casos, las topologías presentaron pocos nodos bien soportados. 

 

 

Figura 7. Reconstrucción filogenética por el método de Máxima Probabilidad. Se indican los nodos con 

valores de bootstrap mayores al 50%. 
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Figura 8. Reconstrucción filogenética por el método bayesiano. Se indican los nodos con valores de 

bootstrap mayores al 50%. 

 

 

Filogeografía contínua 

 

 El modelo de difusión continua (Figura 9) se representa con seis imágenes, que muestran los 

momentos de la aparición de nuevos nodos en la reconstrucción filogenética. El ancestro común más 

reciente (MRCA) de todos los haplotipos del árbol (incluidos los grupos externos) aparece en el límite 

entre Formosa y Paraguay, hace 1,8 MA. Este nodo en realidad estaría representando al estado previo 

al cruce hacia Sudamérica por el istmo de Panamá, a donde se cree que llegaron ya varios linajes 

separados, de los que evolucionaría hacia todo el clado Blastocerina. A partir del MRCA de los 

haplotipos de B. dichotomus, en Paraguay hace 1,37 MA, la especie se extiende por el resto de su 

distribución, siendo el Delta del Paraná la última localidad ocupada, cuyo linaje se separa del de los 

Esteros del Iberá 309.000 años AP (no se muestra este tiempo en particular en el gráfico). La tasa de 

difusión espacial para el grupo fue de 525,9 ± 3,4 km/MA. La tasa de sustitución estimada fue de 0,081 

± 0,0012 sustituciones por sitio por MA. La misma está dentro del orden de la tasa estimada por 

González et al. (1998) para la región control de cérvidos neotropicales (0,025 sust/sitio/MA). Se calculó 

el tiempo desde la expansión demográfica de Mato Grosso, que fue de 8.333,33 años. 
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Figura 9. Modelo de difusión contínua. a) El MRCA de todos los haplotipos del árbol (nodo rojo) diverge 

hace 1,85 MA. b) Hace 1,8 MA divergen las especies del grupo externo. c) Hace 1,37 MA habría divergido 

el MRCA de B. dichotomus en Paraguay, con dos linajes: uno que se dirige a Brasil y otro hacia Esteros del 

Iberá. d) Entre 0,93 y 0,73 millones de años AP habrían divergido los haplotipos más antiguos de Mato 

Grosso e) Hace 0,53 MA diverge el linaje de Bolivia y continúa la divergencia de haplotipos en Esteros del 

Iberá y Mato Grosso. 309 mil años AP diverge el linaje del Delta f) Hace 0,05 MA divergen nuevos 

haplotipos en Brasil. 

 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  

 

 Los mitogenomas secuenciados resultaron una herramienta útil para el diseño de marcadores 

que permitirán seguir estudiando la historia evolutiva de B. dichotomus en toda su distribución. Con el 

grupo de marcadores presentados en este trabajo, este tópico podrá ser estudiado más en detalle al 

incorporar muestras de nuevas localidades.  



133 
  

Lo que se observa en la red de haplotipos y los índices de diversidad ya había sido observado 

por Márquez et al. (2006). Las diferentes localidades muestran una perfecta concordancia geográfica, 

lo que sugiere un cierto tiempo de aislamiento entre ellas. Esteros del Iberá y Delta del Paraná muestran 

evidencia que sugiere cuellos de botella recientes, evidenciado por las bajas diversidades haplotípicas 

y nucleotídicas. Mato Grosso parece haber pasado por un cuello de botella más antiguo, seguido de una 

expansión, debido a su alta diversidad haplotípica y baja diversidad nucleotídica, que puede verse en la 

Figura 6 como un patrón en estrella. Esto es coincidente con lo encontrado en el estudio de filogeografía 

contínua (ver más adelante).  

La población del Delta presenta un único haplotipo muy distante genéticamente del resto de las 

localidades de la red, mostrando un proceso evolutivo completamente diferente al del resto, con mucho 

tiempo de acumulación de mutaciones. Es decir, la población del Delta parece haber subsistido por 

mucho tiempo luego de su divergencia. Y, además, parece haber tenido un cuello de botella muy 

reciente, con una disminución notable de la población, manteniéndose un haplotipo único o, por lo 

menos, muy frecuente. Los haplotipos de Esteros del Iberá, Mato Grosso y el de Bolivia, en cambio, 

han tenido menos tiempo de divergencia entre sí.  

Según los análisis del Capítulo 2, ha existido flujo génico reciente entre el Delta del Paraná y los 

Esteros del Iberá, revelado en el patrón de mezcla en la estructura genética obtenida con marcadores 

nucleares neutrales. Esto podría sugerir que las hembras son filopátricas y que la conectividad entre 

ambas poblaciones se mantuvo a través de la migración de los machos, de forma que las mitocondrias 

se fueron diferenciando con el tiempo.  

Es sabido que los patrones de distribución actual de la flora y fauna sudamericanas están 

altamente influenciados por los procesos de expansión y contracción a los que fueron sometidos durante 

los cambios paleo-ecológicos del Cuaternario (Vuilleumier, 1971). Durante este período, una serie de 

ciclos de alternancia entre sequía y humedad, coincidentes con períodos glaciales e interglaciales 

respectivamente, alteraron los patrones de vegetación y su fauna asociada (Vuilleumier, 1971). Estos 

patrones suelen evidenciarse en las redes de haplotipos, y en este caso el patrón de estrella de Mato 

Grosso es coherente con lo que mostraron la mayoría de los índices de expansión. Ha habido 

recientemente un incremento demográfico y un crecimiento del rango de la población, que se discute 

más adelante.  

Las glaciaciones del Cuaternario, que han sido ampliamente estudiadas, generaron capas de 

hielo solamente en la Cordillera de los Andes, con glaciares que en algunos casos llegaron a avanzar 

más allá de sus límites modernos (Clapperton, 1993). Su crecimiento era muy dependiente de las 

condiciones de humedad y temperatura, por lo que estudiar el alcance de estas formaciones en distintas 

zonas y sedimentos de los Andes permite hacer estimaciones sobre diversas variables climáticas en 

diferentes latitudes (Clapperton, 1993). 

En Sudamérica en particular, los paisajes están fuertemente influenciados por densos ríos, los 

cuales a su vez estuvieron afectados predominantemente por los cambios climáticos globales y 
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variaciones en el nivel del mar, y menos por los movimientos de las placas tectónicas, lo que sí 

predomina en otras regiones (Clapperton, 1993). Por ejemplo, se ha estudiado la estratigrafía del Río 

Paraná a la altura de Entre Ríos, que muestra que los cambios en el régimen hidrológico allí ocurridos 

corresponden a ciclos glaciales-interglaciales (Iriondo, 1980). También se ha descripto que, durante los 

períodos de aumento de glaciares, en los que los niveles del mar decrecían drásticamente (debido a 

grandes masas de agua evaporadas y posteriormente congeladas), la zona media del Río Amazonas no 

estaba cubierta por la densa selva tropical característica actual, sino que estaba colonizada por una 

vegetación muy baja asociada a climas secos (Tricart, 1985). Con este tipo de cambios, muchas especies 

quedaban divididas en poblaciones aisladas, que luego volvían a conectarse, a veces sin que haya pasado 

el tiempo necesario como para generar aislamiento reproductivo (Vuilleumier, 1971). 

La historia evolutiva y de dispersión de B. dichotomus que se observa en el modelo de difusión 

continua, junto con el patrón de la red de haplotipos y las evidencias de expansión, pueden interpretarse 

en el marco de los ciclos ocurridos durante el Cuaternario (Figura 10). Según la bibliografía, el ancestro 

común de todos los cérvidos sudamericanos habría dado origen a una serie de linajes en el hemisferio 

norte que luego habrían migrado a través del istmo de Panamá (Merino et al., 2005), el cual terminó de 

quedar conformado hace 3 millones de años, durante el Pleistoceno Medio (Pascual, 1985). El modelo 

muestra que la especie de estudio habría divergido hace 1,37 millones de años (último período 

interglaciar del Pleistoceno Inferior) en Paraguay, cerca de donde hoy se encuentra el Pantanal, y luego 

se habría comenzado a expandir por esa ecorregión hacia el lado brasileño hace 930 mil años. Hace 530 

mil años diverge el linaje del sur, del cual a su vez diverge el haplotipo del Delta, 309 mil años AP. Es 

interesante notar que los períodos de divergencia por migraciones hacia nuevas localidades parecen 

coincidir aproximadamente con los períodos interglaciales del Pleistoceno Medio.  

La última glaciación comenzó hace aproximadamente 100.000 años y terminó hace 12 mil años 

(Clapperton, 1993). Durante el Máximo Glacial de la última glaciación (LGM, por sus siglas en inglés 

Last Glacial Maximum), que sucedió hace 21.000-18.000 años, Sudamérica experimentó condiciones 

de aridez extrema y frío. Esto fue representado por varios autores en una serie de mapas. El de la Figura 

11 muestra cómo se distribuían los distintos climas y algunos ambientes. 

Para cuando comenzó el LGM, ya se había establecido la población del Delta del Paraná, hace 

309 mil años. Teniendo en cuenta lo que se observa en el mapa, la población del Delta habría quedado 

aislada por una zona extremadamente árida en la que se encontraba lo que se llamó “el mar de arena de 

la Pampa”, y se expandía más allá del norte argentino (Iriondo, 1999). La presencia de este desierto se 

debe a un fenómeno que ocurrió durante las glaciaciones del Pleistoceno Tardío en las que el viento 

movilizaba y depositaba grandes cantidades de arena, en algunas zonas formando dunas (Khobzi, 1981). 

Esta arena provenía de las planicies de inundación de los ríos, muy anchas y estacionalmente secas 

durante los períodos de glaciación (Khobzi, 1981). Este tipo de evidencias indican que el clima sobre 

grandes áreas de Sudamérica era mucho más seco y ventoso que ahora, con grandes extensiones de 

paleodunas y suelo erosionado, estimándose un 25% del continente en estas condiciones, a diferencia 
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de un 10% actual (Clapperton, 1993). La población más austral de B. dichotomus, entonces, 

probablemente quedó estrictamente reducida a la zona del Río de la Plata, donde debía persistir un 

ambiente húmedo con vegetación que podía albergar a los ciervos. 

 

 

Figura 10. Caracterización del cuaternario, que abarca las épocas Pleistoceno y Holoceno, durante las 

cuales transcurre la historia evolutiva de B. dichotomus.  
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Figura 11. Ambientes de Sudamérica durante el último máximo glacial (LGM) y en la actualidad. Imagen 

tomada de Thompson et al., 2000. 

 

 

De todas formas, en los árboles filogenéticos se ve con un buen soporte la asociación del Delta 

con Esteros del Iberá, es decir, ambas poblaciones siguen asociadas a través de un MRCA, que habría 

dado origen a los haplotipos del Delta y de los Esteros del Iberá. Podría pensarse que existe un linaje 

del Río Paraná que persistió de alguna manera a lo largo de los períodos glaciales, y lo que se observa 

actualmente en Esteros del Iberá es producto de una recolonización de haplotipos que persistieron de 

ese linaje.   

El trabajo de Márquez et al. (2006) analizó muestras del Delta, Esteros del Iberá, Bolivia y 

Porto Primavera. Esta última pertenece a la zona de donde nace el Río Paraná (Ecorregión del Cerrado). 

Es decir, se utilizaron prácticamente las mismas localidades. Lo que se observa en la red de haplotipos 

en ese caso es un patrón similar al de este trabajo, con un patrón de estrella en Porto Primavera, y con 

el Delta y Esteros del Iberá derivando del mismo haplotipo, lo que podría responder a la existencia de 

ese grupo de recolonizadores mencionado antes (Figura 12).  
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Figura 12. Red de haplotipos basada en la región control de B. dichotomus obtenida por Márquez et al., 

2006. Los círculos tienen un tamaño proporcional a la frecuencia de haplotipos (indicados con letras) y las 

frecuencias absolutas indicadas entre paréntesis. Las marcas en las líneas que conectan los haplotipos 

representan una sustitución. 

 

Los estudios estratigráficos muestran que hacia finales del Pleistoceno/principios del Holoceno, 

aproximadamente 15000 años atrás, en el Río Paraná el clima era un poco más húmedo, con algunas 

lluvias que permitían el avance de la vegetación, aunque escasa, entre las que todavía persistían las 

dunas de arena (Iriondo, 1999). El mar de arena de la Pampa estaba ocupado por la fauna de 

megamamíferos del Pleistoceno. Aproximadamente 15000-8500 años AP prevaleció un clima seco en 

la región pampeana (Iriondo, 1999). A partir de 8500 años AP, el mar de arena de la Pampa se habría 

retraído hasta la altura del sur de Córdoba y San Luis, y los patrones de reconstrucción del clima 

muestran que Sudamérica se volvió húmeda y templada (Figura 13) (Iriondo, 2009), lo que coincidió 

con la extinción masiva de la megafauna en la Pampa, por causas que aún están en discusión (Borrero, 

2008). También se detectaron condiciones cálidas y húmedas en los lechos continentales depositados 

sincrónicamente con una ingresión marina marginal del Holoceno Medio (7000-6000 años AP, Tonni 

et al., 1999). Toda esta transformación en el continente sudamericano, con condiciones evidentemente 

favorables para B. dichotomus, coinciden con la fecha estimada en este trabajo para la expansión 

demográfica y de rango en Mato Grosso, hace aproximadamente 8300 años. 
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Figura 13. Condiciones paleoclimáticas entre 8000 y 3500 años AP. Imagen tomada de Iriondo, 1999. 

 

 

En coincidencia con lo anterior, 5.000 años AP, el Río Uruguay incrementó considerablemente 

su caudal, produciendo eventos de inundación y zonas empantanadas en sus márgenes (Iriondo, 1999). 

Lo que posiblemente haya favorecido la expansión de rango de la especie en el Delta, dejando el 

confinamiento en el Río de la Plata para expandirse hacia los límites más australes de su distribución 

histórica: Entre Ríos, y norte de Uruguay. Esto es consistente con el hecho de que no se registra la 

presencia de B. dichotomus en formaciones del Pleistoceno Tardío de la Región Pampeana Alcaraz y 

Francia, 2013; Menegaz y Ortiz Jaureguizar, 1995), siendo recién del Holoceno los sedimentos más 

antiguos en los que se encontraron fósiles de la especie (Menegaz y Ortiz Jaureguizar, 1995) en el sur 

de Sudamérica. Si bien la ausencia de fósiles de la especie no significa que no haya estado presente, 

varios perfiles bioestratigráficos se han realizado sin ningún hallazgo de B. dichotomus, haciendo más 

fuerte la hipótesis aquí propuesta. Se han encontrado fósiles de 25.000 años de antigüedad, sin embargo, 

en Brasil y Paraguay (Pleistoceno Tardío) (Merino y Rossi, 2010), donde debieron refugiarse durante 

las glaciaciones. 

En la Formación Sopas (Pleistoceno Tardío) del norte de Uruguay se encontraron mamíferos 

como Lundomys molitor, Lontra longicaudis, Hydrochoerus hydrochaeris y Tapirus terrestres, que 
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viven en ambientes fluviales y lacustres con bosques riparios bien desarrollados, pero no se registró la 

presencia de B. dichotomus. Los registros de Formosa indican que la paleofauna de fines del Pleistoceno 

es más afín a la de la árida región pampeana que a la de la región mesopotámica, donde para entonces 

había una mezcla de taxones pampeanos con otros brasílicos, indicadores de ambientes cálidos y 

húmedos (Zurita, 2009). Sin embargo, en la región mesopotámica tampoco se registró a B. dichotomus 

hacia fines del Pleistoceno. Cione y Tonni 1999 hicieron un perfil bioestratigráfico desde Buenos Aires 

hasta el norte de Argentina, pasando por la Mesopotamia incluida entre el Río Paraná y el Río Uruguay. 

Abarca desde fines del Plioceno hasta fines del Pleistoceno, sin registros de la especie.  

Para resumir, entonces, los resultados de este capítulo sugieren que la historia evolutiva de B. 

dichotomus comenzó hace 1,37 MA en la zona del Pantanal Paraguayo, a partir de donde comenzó a 

expandirse, primero en Brasil, y luego hacia el sur, siguiendo el curso del Paraná hasta llegar al Delta. 

La extrema reducción de ambientes húmedos durante las glaciaciones contrajo, en el norte, la 

distribución de B. dichotomus al área de Sabanas, mientras que en el sur se refugiaron en el Delta del 

Paraná, quedando ambas poblaciones separadas por un desierto de arena. La distribución histórica 

conocida de la especie, la más reciente y mediante la cual se habrían reconectado las poblaciones del 

norte y del sur, se estableció probablemente recién a mediados del Holoceno, impulsado por un aumento 

generalizado de los ambientes húmedos en Sudamérica. La baja diversidad haplotípica de Delta del 

Paraná y Esteros del Iberá sugiere cuellos de botella actuales por modificación antrópica y pérdida de 

hábitat, que eliminaron haplotipos menos frecuentes. La población de Mato Grosso, en cambio, muestra 

un patrón de expansión asociado al crecimiento de mediados del Holoceno, lo que sugiere que Brasil 

aún conserva la capacidad de sostener poblaciones grandes de la especie a pesar del avance antrópico, 

ya que no se evidencias cuellos de botella actuales como en el Delta y los Esteros. 

Este trabajo presenta resultados que podrán profundizarse incorporando muestras de Uruguay, 

Formosa, Bolivia y otras localidades de Brasil. Asimismo, la inclusión de muestras de Chaco y Santa 

Fe podría permitir entender más detalladamente la historia evolutiva de la especie en el Delta del Paraná, 

aunque en esta zona hace algunas décadas que no se registra un avistaje y no existe la certeza de que 

esa población siga existiendo. 
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El ciervo de los pantanos es una especie emblemática de los humedales de Sudamérica y 

constituye una especie paisaje por su tamaño y capacidad de movimiento. En el caso del Delta, como 

han logrado documentar Proyecto Ciervo de los Pantanos y Proyecto Pantano, esta especie 

históricamente ha sido parte de la cultura isleña, y por eso las familias que habitan en la zona desde 

hace muchas décadas, reivindican su sana interacción con estos animales. Por lo tanto, proteger al ciervo 

de los pantanos no solo garantiza la continuidad de su rol ecológico en el ecosistema sino también la 

del patrimonio natural y cultural que representa. 

Este trabajo de tesis fue posible gracias a la secuenciación inicial de una pequeña parte del 

genoma nuclear y del genoma mitocondrial completo, en una sola corrida. Esto indica que la cantidad 

de datos que se generan en las secuenciaciones de última generación logran generar muchísima 

información en poco tiempo, en este caso un análisis de estructura genética y filogeográfico de la 

especie de estudio. El uso de esta herramienta en trabajos de conservación permitirá conocer la situación 

de especies amenazadas en menor tiempo y tomar decisiones más rápido. 

 La exploración de las herramientas técnicas del Capítulo 1 sirve de base para futuros estudios 

de especies amenazadas con muestras no invasivas. Es esperable que en los próximos años se sigan 

mejorando los abordajes de diseño de marcadores y de la aplicación de NGS a este tipo de muestras, de 

modo de facilitar y mejorar la obtención de resultados. 

 Conocer la variabilidad genética y la estructura genética de la especie de forma preliminar en 

Argentina en el Capítulo 2, reflejó la enorme modificación y destrucción de los humedales que ha sido 

registrada en las últimas décadas. Todas las poblaciones estudiadas muestran una baja variabilidad 

asociada a cuellos de botella muy recientes. La evidencia de una desconexión reciente entre Esteros del 

Iberá y el Delta del Paraná es producto de la modificación y degradación de los ambientes riparios del 

Paraná, que han servido de refugio a muchas especies. Queda entonces pendiente la inclusión en este 

análisis de las poblaciones no muestreadas: el Paraná Medio, el resto de Formosa, y un muestreo más 

amplio de los Esteros del Iberá. Por otra parte, la implementación de corredores biológicos y la 

identificación de rutas de migración en el Delta resultan imperantes, a fines de elaborar el mejor plan 

de manejo posible en el contexto de las plantaciones forestales. 

 En el Capítulo 3 se evidenció la importancia de poner énfasis en la conservación de la población 

del Delta del Paraná, ya que además de estar en el extremo de la distribución, ha sufrido un proceso 

evolutivo completamente diferente al del resto de las poblaciones. Por otra parte, la población del 

Pantanal brasileño tiene una importancia histórica como fuente hacia toda la distribución. La 

conservación de esta población se hace muy necesaria considerando la constante degradación de los 

ambientes de humedales brasileños, como el conocido caso de la hidroeléctrica de Porto Primavera, 

luego de cuya construcción se perdieron grandes poblaciones de especies de animales, incluida la del 

ciervo de los pantanos que habitaba la zona. Será de mucha utilidad completar el conocimiento de la 

historia evolutiva de la especie en Sudamérica incorporando el análisis de muestras de Bolivia, Porto 

Primavera, Formosa, Uruguay y, posiblemente, Santa Fe. 
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