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Diversidad de ecosistemas:
Variación en los tipos de hábitats

Diversidad de especies
(o taxonómica):
Variedad de especies en un ecosistema, 

como se adaptan, conviven, se 

reproducen y sobreviven

Diversidad genética:
Variación de la información 
genética entre individuos de una 
misma especie
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Diversidad genética
Variación de la información genética entre individuos de una misma especie

Disminuye DG cuando hay un “cuello de 

botella”:
Disminuye sustancialmente el tamaño de las poblaciones 

Aumenta la reproducción entre organismos emparentados 

(consanguinidad).
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Venado de campo

Población de venado de campo en Arerunguá (Salto) Población de venado de campo en ECFA (Maldonado)
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Venado de campo

↑ riesgo 
de extinción

↓99%

Aprox. 100 años atrás 
Actualmente
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Aprox. 2500
ejemplares, 

2 subespecies 
(González et al., 2002)

Población en cautiverio
de O. b. arerunguaensis

(ECFA, Maldonado)
~ 150 individuos

Población silvestre 
O. b. uruguayensis

(Sierra Los Ajos, Rocha)
15km2

~300 individuos
Población silvestre 

O. b. arerunguaensis

(Arerunguá, Salto)
120 km2

~2000 individuos

Poblaciones actuales en Uruguay
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Venado de campo

Población de venado de campo en Arerunguá (Salto) Población de venado de campo en ECFA (Maldonado)

¿Hay Diversidad Genética?
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¿Cómo se puede 

medir la Diversidad 

genética?
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¿Cómo se puede medir la Diversidad genética?

 Marcadores moleculares

• Segmentos de ADN con una 

ubicación física identificable en el 

genoma.

• El fragmento de ADN debe mostrar 

una variación experimentalmente 

detectable entre los individuos de la 

población.
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¿Cómo se puede medir la Diversidad genética?

 Marcadores moleculares

Un marcador IDEAL debe ser.

• Altamente variable dentro y entre 

especies.

• Heredable.

• De rápida identificación y 

simple análisis.
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¿Cómo se puede medir la Diversidad genética?

 Marcadores moleculares
Técnicas de biología molecular:

Permiten obtener muchos marcadores moleculares para detectar
variabilidad en casi todo el genoma de un organismo:

– La reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

– Las enzimas de restricción

– Las sondas marcadas / hibridizaciones

Extracció
n

 d
e
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D

N

Verónica, Claudia y Eugenia en el laboratorio
(Foto: M. Casacuberta)
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¿Cómo se puede medir la Diversidad genética?
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Ciclo celular Replicación del ADN
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¿Cómo se puede medir la Diversidad genética?
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Replicación del ADN Síntesis enzimática de millones de copias de un segmento 
específico de ADN.

Se obtienen 2n moléculas de producto amplificado
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• PCR “Polimerase Chain Reaction”

• Desarrollada por Kary Mullis (1986)
1993: Premio Nobel de Química

• Permite obtener muchas copias de una 
región elegida dentro de una molécula 

de ADN

AMPLIFICACIÓN

• Permite el copiado in vitro de ADN

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)



REACTIVOS necesarios

• Agua libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas)

• Solución amortiguadora (buffer): mantiene el pH óptimo para que actúe la enzima

• Catión divalente (MgCl2): magnesio (Mg2+) estimulan a la enzima Taq polimerasa para que incorpore 
los dNTPs

• 4 Desoxirribonucleótidos (dNTPs): dATP / dTTP / dGTP / dCTP: proveen los nucleótidos (base + 
azúcar + fosfato).

• 2 Oligonucleótidos (cebadores o “primers”)

• Enzima DNA polimerasa (Taq DNA polimerasa)

“1969: aislada de la bacteria Thermus aquaticus en un manantial del parque nacional de Yellowstone”

• ADN molde

– ≤ 100ng ADN.

– Pureza (Abs260/Abs280) ≥ 1,7



Cebadores

– Secuencias cortas de ADN (18-25pb) diferentes entre sí.

– Secuencias complementarias a los sitios de reconocimiento que flanquean
el fragmento a amplificar.

– Forward (5´- 3´) Reverse (3´- 5´)

– Temperatura de hibridación Tm = 2(A+T) + 4(G+C): 50–63°C.
– La diferencia de temperatura entre los dos primers ≤ 4°C.

– Contenido en GC%: apox. 60% (40-80%) debido a que afecta la estabilidad
del amplicón.

– Complementariedad: no pueden formar estructuras secundarias.



Mezcla (mix) para una reacción estándar:

Concentración INICIAL (stock) Concentración FINAL

H2Odd - -

* Sol. amortiguadora (buffer) 10X 1X

* MgCl2
50 mM 1,5 – 2,5  mM

Sol. con los 4 dNTPs 10 mM (cada uno) 0,25 mM (cada uno)

Oligonucleótidos (primers): F y R 10 μM 0,5 μM

* Taq DNA polimerasa 3-5 U/μl 0,05-1,25 U/ reacción

ADN (molde) ? ≤100 ng

* Vienen en un mismo kit comercial.



Real-time PCR (“Q-PCR”)

• La cantidad de producto formado se controla durante el curso de la reacción
mediante la fluorescencia emitida por los fluorocromos introducidos en la
reacción:

– Fluorocromos inespecíficos (por ej. SYBR
Green): es un agente intercalante que se
une al surco menor del ADN dc, pero no al
monocatenario.

– Sondas específicas que usan, al menos, 1
primer marcado.
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• La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de
producto formado.
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Real-time PCR (“Q-PCR”)



¿Cómo se puede medir la Diversidad genética?

 Marcadores moleculares
Muy usado en estudios 

evolutivos

Identificación y “registro”
de especies (BARCODE)
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Ejemplo: Diversidad genética en la ECFA

Hembras de venado de campo en la ECFA
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Extracción de ADN

Amplificación in vitro por PCR 
(gen)

Secuenciación

BLASTn/BLASTp

Análisis de la/s secuencia/s
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Extracción de ADN

• Alcohol 70%
• Heladera (4°C)

Medir la Concentración (ng/µl)

Nanodrop
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Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

• Agua libre de nucleasas (DNAsas y RNAsas)

• Solución amortiguadora (buffer)

• Catión divalente (MgCl2)

• 4 Desoxirribonucleótidos (dNTPs): dATP / dTTP / dGTP / dCTP 

• 2 Oligonucleótidos (cebadores o “primers”)

• Enzima DNA polimerasa (Taq DNA polimerasa)

• ADN molde.



Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)



Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)



Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Termociclador



Mezcla de reacción

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Repetición n veces (ciclos) de los 
3 pasos

Se repiten n veces (30 – 40 ciclos)

Extensión finalDesnaturalización inicial

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)



Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Gel de agarosa 1%

Fragmento de la
Región control

amplificado



Extracción de ADN
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(gen)

Secuenciación
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Secuenciación de Ácidos Nucleicos

• Frederick Sanger (1975).

• Actualmente, existen diversas
técnicas de secuenciación.

• Único objetivo: establecer la

secuencia de bases nitrogenadas (A, C, G,
T) que conforman una determinada
molécula de ADN.



Secuenciación “automática”

⮚ Cromatograma
(A, T, G, C)
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Análisis de las secuencias nucleótidos

• MEGA X (http://www.megasoftware.net/)
– Secuencia final → BLASTn (buscar secuencias homólogas en GenBank)

http://www.megasoftware.net/


Análisis de las secuencias nucleótidos

• MEGA X (http://www.megasoftware.net/)
– Secuencia final → BLASTn (buscar secuencias homólogas en GenBank)

http://www.megasoftware.net/


¿Qué es el GenBank?

International Nucleotide Sequence Database Collaboration

• GenBank – NCBI (The National Center for Biotechnology Information)

• DNA DataBank of Japan (DDBJ)

• The European Molecular Biology Laboratory (EMBL)



GenBank
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Diversidad genética en la ECFA

Gonzalez, S., et al. (2024). Revisiting the conservation genetics of Pampas deer (Ozotoceros bezoarticus). Therya, 15(1), 5-16.
Hembras de venado de campo en la ECFA
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¡MUCHAS GRACIAS!
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