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RESUMEN

 En los últimos años, los avances en técnicas moleculares han sido aplicados en taxonomía, 
ecología, biología evolutiva y biología de la conservación. Es preferible que los estudios genéticos de 
la fauna salvaje se realicen sin interferir con las poblaciones naturales y su bienestar. En este sentido, 
el desarrollo de técnicas para obtener ADN a partir de muestras no-invasivas, como por ejemplo 
pelos, heces, semen, dientes o muestras procedentes de museos, ha permitido que estos objetivos 
sean factibles. En el presente trabajo describimos algunos de los trabajos realizados por nuestro 
grupo de investigación como ejemplo de técnicas de extracción de ADN a partir de muestras no-
invasivas. En estos trabajos se ha obtenido ADN de semen de macacos japoneses (Macaca fuscata 
Blyth, 1875); pelos sin raíz de tejón (Meles meles Linnaeus, 1758); heces, secreciones anales y 
dientes de nutria (Lutra lutra Linnaeus, 1758) y huesos y dientes de tejón obtenidos de museos. 
Aplicando estas técnicas se han conseguido resultados satisfactorios en diferentes campos como por 
ejemplo el comportamiento social – se ha detectado promiscuidad en hembras de macaco japonés 
utilizando marcadores microsatélite -; en el control del tráfico de especies – se ha demostrado la 
venta de brochas de afeitar elaboradas con pelos de tejones de poblaciones europeas y asiáticas en 
países, donde esta especie está protegida o en peligro de extinción -; y en la caracterización de la 
variabilidad genética de especies como la nutria y el tejón.

Palabras claves: ADN mitocondrial, extracción de ADN, microsatélites, muestras no-invasivas, 
museos.

ABSTRACT

Genotyping without capture

 In recent years, advances in molecular techniques have been applied to taxonomy, ecology, 
evolution and conservation biology. It is preferable to perform genetic studies in wild fauna 
without interfering with wildlife populations and their welfare. In this sense, the development 
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of methods to obtain DNA from non-invasively collected samples, such as hairs, faeces, teeth, 
semen and museum specimens, has allowed these objectives to be feasible. In the present work we 
describe some works done by our group as example of different DNA extraction techniques from 
non-invasively collected samples. DNA has been obtained from semen of Japanese macaque 
(Macaca fuscata Blyth, 1875); unrooted hairs of Eurasian badger (Meles meles Linnaeus, 1758); 
faeces, anal secretions and teeth of Eurasian otter (Lutra lutra Linnaeus, 1758) and bones and 
teeth of Eurasian badger obtained from museums. Applying these methods we have obtained 
relevant results in different fields, such as social behaviour – we have detected promiscuity in 
Japanese macaque females using microsatellite markers -; in the control of the trade of species 
– we have demonstrate the illegal sale of shaving brushes manufactured with hair of badgers from 
European and Asian populations in countries where this species is protected or endangered -; and 
in the characterization of the genetic variability in protected or endangered species, such as otters 
and badgers.

Key words: DNA extraction, microsatellites, mitochondrial DNA, , museums, non-invasively 
collected samples.

INTRODUCCIÓN

 En las últimas décadas, los estudios moleculares basados en la obtención y 
el análisis de la variación de fragmentos y secuencias de ADN, han adquirido 
un gran protagonismo en taxonomía, ecología, biología evolutiva y biología 
de la conservación. La comprensión del vínculo entre variabilidad genética y 
eficacia biológica o supervivencia es esencial en la biología de la conservación, 
requiriendo esta comprensión la combinación de datos moleculares con datos 
no moleculares (por ejemplo fisiológicos, de comportamiento y ecológicos). La 
comparación de secuencias de genes mitocondriales, como los que codifican 
para los genes 12S y 16S rARNs y el citocromo b, ha sido de gran utilidad para 
estudiar las relaciones evolutivas y clarificar la taxonomía de diferentes grupos 
de organismos (Pasbøll y Arctander 1998). Por otro lado, la región control del 
ADN mitocondrial es uno de los marcadores genéticos utilizado más frecuen-
temente para realizar estudios a nivel intraespecífico (Avise 1998). Además, la 
información proporcionada por estas regiones mitocondriales está siendo com-
plementada con secuencias de varias regiones nucleares como por ejemplo las 
regiones flanqueantes de microsatélites o genes que codifican para proteínas 
(Zardoya et al. 1996, DeBry y Seshadri 2001, Antunes et al. 2002). Las regiones 
más variables de ambos genomas (nuclear y mitocondrial) son de gran utilidad 
para estudiar procesos demográficos y de flujo genético entre poblaciones (Avi-
se 1998) o incluso relaciones familiares entre individuos (Fowler et al. 1998). 
Igualmente, la caracterización y el genotipado de las regiones del genoma que 
son más informativas tienen otras aplicaciones, por ejemplo en genética forense 
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y en el control del tráfico de especies amenazadas o en peligro de extinción, 
debido a que permite distinguir entre especies filogenéticamente relacionadas 
o incluso entre poblaciones o individuos de una misma especie (Morley et al. 
1999, Bellis et al. 2003, Hsieh et al. 2003, Greenspoon et al. 2004). 
 En un principio, la mayoría de estos estudios se realizaban mediante técni-
cas que frecuentemente implicaban la captura o incluso la muerte de animales 
– ya que era necesario obtener tejido fresco, para la electroforesis de proteínas, 
o grandes cantidades de ADN purificado, en el análisis de polimorfismos de 
longitud de fragmentos de restricción (Di Fiore 2003) – lo que entra en con-
tradicción con los programas de conservación de especies amenazadas. El des-
cubrimiento y desarrollo de la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR, Mullis y Faloona 1987), que permite obtener un elevado número de 
copias de una región concreta de este ácido nucleico, incluso partiendo de una 
mínima cantidad inicial, ha facilitado extraordinariamente el estudio con mues-
tras que contienen poco ADN.
 La obtención de muestras constituye una de las principales limitaciones de 
los estudios moleculares en especies salvajes. Las muestras biológicas pueden cla-
sificarse en tres tipos según el procedimiento seguido para obtenerlas (Taberlet 
et al. 1999): a veces es necesario sacrificar el animal para obtener muestras del 
tejido que interesa (muestras destructivas);  en otras ocasiones basta con la captu-
ra del animal y la realización de una extracción de sangre o una biopsia (muestra 
invasiva); mientras que en otros casos, se puede obtener el ADN sin capturar 
ni molestar al animal (muestra no-invasiva) o recolectando muestras de tejido 
muscular de cadáveres de animales encontrados en el campo. Como ejemplos 
de muestras no-invasivas cuyo ADN se ha extraído con éxito cabe destacar, por 
ejemplo, los pelos con o sin raíz (Higuchi et al. 1988, Vigilant et al. 1989), las 
células epiteliales presentes en las heces (Höss et al. 1992) o en la orina (Gaspa-
rini et al. 1989) y el semen (Li et al. 1988). En el caso de colecciones de museos, 
la obtención de la muestra se considera no-invasiva para la especie en su estado 
natural, pero puede considerarse como invasiva para la colección del museo, ya 
que la extracción sucesiva de pequeños fragmentos de una misma muestra para 
realizar análisis moleculares podría conllevar la desaparición del especimen. 
 El uso de muestras no-invasivas es de gran utilidad sobretodo en el estudio 
de poblaciones salvajes amenazadas o en peligro de extinción, puesto que permite 
obtener muestras sin necesidad de perturbar, o incluso observar, a los individuos. 
Incluso pueden serlo en especies que no están amenazadas ya que los métodos 
de muestreo basados en capturas a gran escala suelen presentar múltiples dificul-
tades en el ámbito logístico, además de implicar la alteración de la dinámica de 
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las poblaciones, así como la posibilidad de que se alteren aquellas características 
que el investigador desea medir. Sin embargo, al emplear muestras no-invasivas 
es necesario tener en cuenta una serie de inconvenientes que suelen acompañarlas 
como son la poca cantidad y calidad del ADN que se puede obtener, así como 
problemas de contaminación y de presencia de inhibidores de la PCR, que pue-
den limitar su aplicación en determinados estudios (Taberlet et al. 1999). No 
obstante, la optimización de las condiciones de preservación de las muestras, 
de los protocolos de extracción de ADN, de las técnicas de amplificación y se-
cuenciación, y de los métodos de análisis de los datos obtenidos, ha permitido 
extender el uso de este tipo de muestras.
 Seguidamente presentamos una revisión de diferentes trabajos realizados en 
nuestros laboratorios con muestras no-invasivas procedentes de especies protegidas.

EXTRACCIÓN DE ADN DE SEMEN 
 El semen está formado por diferentes fluidos secretados por las vesículas 
seminales, la próstata y las glándulas bulbouretrales y contiene espermatozoi-
des y células epiteliales desprendidas de los conductos. En estudios realizados en 
humanos, se ha logrado amplificar con éxito fragmentos de ADN extraído de 
un único espermatozoide (Li et al. 1988). La obtención de semen de animales 
en cautividad puede llevarse a cabo utilizando diferentes métodos, como la vi-
broestimulación del pene (Kuederling et al. 2000) o el uso de vaginas artificiales 
(VandeVoort et al. 1993). El genotipado no-invasivo a partir de muestras de 
semen sólo es posible en aquellas especies (p. ej. elefantes y chimpancés) en las 
que los machos producen restos de eyaculados después de aparearse que pueden 
ser recogidos in situ por el investigador con facilidad.    
 En nuestro equipo hemos utilizado restos de eyaculaciones para estu-
diar una población protegida de macacos japoneses (Macaca fuscata Blyth, 
1875) de la isla de Yakushima (Domingo-Roura et al. 2004). Para realizar 
este trabajo se ha partido de restos de semen recogidos de la superficie de 
piedras o de ramas de árboles donde diferentes macacos habían copulado 
o se habían masturbado. Antes de proceder a la extracción de ADN del 
semen, se han realizado lavados con agua y con una solución de Tris-HCl 
y EDTA para eliminar restos vegetales o de tierra. A continuación, para 
evitar contaminaciones causadas por las células del epitelio vaginal de las 
hembras, se ha realizado una primera digestión con una solución de lisis que 
contiene un detergente y proteinasa K siguiendo el protocolo descrito por 
VonBeroldingen et al. (1989). Seguidamente se han recuperado, mediante 
centrifugación, los espermatozoides y se han resuspendido en otra solución 
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de lisis que contiene dithiothreitol para destruir la cubierta de los esperma-
tozoides y así poder aislar su ADN aplicando a continuación un método es-
tándar de extracción con fenol-cloroformo (Sambrook et al. 1989). El ADN 
extraído según este procedimiento es apto tanto para el estudio del ADN 
mitocondrial – se ha secuenciado un fragmento de 390 pares de bases (pb) 
de la región control del ADN mitocondrial en 16 individuos pertenecientes 
a ocho tropas - como para el análisis de ADN nuclear – se han amplificado 
dos microsatélites (MFGT22 y MFGT24) en 14 muestras de semen. Todas 
las secuencias de la región control obtenidas son idénticas, sin embargo se 
ha encontrado variabilidad en los marcadores microsatélite. En este último 
caso, se han analizado los diferentes alelos presentes en estas muestras en 
ambos loci mediante la lectura del tamaño de los alelos amplificados en un 
secuenciador automático utilizando el programa bioinformático GeneScan 
(Applied Biosystems). En algunos casos, en una única muestra de semen 
aparecen genotipos distintos pertenecientes a más de un individuo (Domin-
go-Roura et al. 2004). Descartando la posibilidad de amplificación de alelos 
de la hembra, esto nos indica cierto grado de promiscuidad en el compor-
tamiento de las hembras de macaco japonés y una fuerte competencia entre 
los machos para aparearse con ellas.

EXTRACCIÓN DE ADN DE PELOS

 La mayor parte del ADN que se puede obtener de los pelos procede de la 
raíz y en concreto de las células localizadas alrededor del folículo (Hukkelhoven 
et al. 1981) aunque también es posible obtener ADN de pelos sin raíz (Higuchi 
et al. 1988). Los estudios pioneros en el uso de métodos de extracción de ADN 
de pelos se realizaron con muestras humanas (Higuchi et al. 1988, Vigilant et al. 
1989). Se han descrito distintos protocolos para la obtención de ADN a partir 
de pelos, por ejemplo: la extracción orgánica después de digestión con proteinasa 
K (Higuchi et al. 1988); la digestión con proteinasa K seguida de la purificación 
y aislamiento del ADN en columnas con membranas de sílice (Vigilant 1999); 
y el tratamiento con microesferas de resina ionizada (Chelex, Biorad) con o sin 
digestión con proteinasa K (Walsh et al. 1991). 
 La secuenciación de fragmentos de ADN es menos eficiente a medida que 
aumenta el tamaño del fragmento amplificado, sobretodo en pelos caídos de 
manera natural o sin raíz, pues además de contener poca cantidad de ADN, 
éste suele estar degradado (Higuchi et al. 1988, Vigilant 1999). Una alterna-
tiva a la recogida de pelos caídos puede ser la obtención de pelos frescos con 
raíz mediante trampas de pelos, pues así se asegura la obtención de ADN de 
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mayor calidad sin suponer ningún riesgo para los animales. Por ejemplo, para 
obtener pelos de uombats de Krefftii (Lasiorhinus krefftii Owen, 1873), Sloane 
et al. (2000) colocaron cintas adhesivas suspendidas entre 20 y 30 centímetros 
del suelo por medio de dos estacas a lo largo de las pistas que conducían a sus 
madrigueras. Cada mañana estos investigadores recogían las cintas adhesivas 
asegurándose que los pelos encontrados eran de uombat localizando huellas y 
excrementos alrededor o cerca de la trampa.
 En nuestros laboratorios, hemos desarrollado un método para detectar el 
origen específico del ADN de pelos en objetos comercializados elaborados con 
pelos de tejón (Meles meles Linnaeus, 1758), una especie protegida en muchos 
países, como España, el Reino Unido y Holanda (Domingo-Roura et al. en 
prensa). Se adquirieron brochas de afeitar supuestamente fabricadas con pelo 
natural de tejón, en comercios españoles y holandeses. Para cada brocha se han 
cortado varios fragmentos de pelos de 5 a 10 mm y se han realizado incubacio-
nes con agua bidestilada para disolver los inhibidores de PCR. Posteriormente, 
se ha realizado la extracción del ADN con el Kit DNeasy Tissue Kit (Qiagen), 
siguiendo el protocolo descrito por Iudica et al. (2001) aumentando el tiempo 
de digestión con proteinasa K para maximizar la digestión de los pelos. Para evi-
tar contaminaciones con otras muestras de tejón, se han realizado controles en 
otros tres laboratorios donde no se trabaja con ADN de esta especie. Se han se-
cuenciado fragmentos cortos del ADN mitocondrial - unos 200 pb de la región 
control y 170 pb del gen citocromo b- y se ha obtenido la secuencia de ADN 
de ocho de las trece brochas analizadas. Al comparar las secuencias obtenidas 
con secuencias de nuestra base de datos y de GenBank pertenecientes a 115 te-
jones de 21 países distintos (Marmi 2004), y al tejón porcino (Arctonyx collaris 
Cuvier, 1825) – una especie no protegida de la que también se usan los pelos 
para fabricar brochas de afeitar – se ha concluido que algunas de las brochas se 
habían elaborado con pelos de tejón euroasiático de poblaciones protegidas.

EXTRACCIÓN DE ADN DE HECES

 Las heces son un recurso cada vez más habitual para la identificación y el 
estudio de la dieta de diferentes especies de mamíferos silvestres (Putman 1984). 
Sin embargo, a menudo especies relacionadas presentan similitudes en cuanto 
a la morfología y el tamaño de sus excrementos y las heces solamente pueden 
asignarse correctamente a una especie determinada de forma visual entre un 50 y 
un 60% de los casos (Halfpenny y Biesot 1986). El análisis de ADN de las heces 
puede ser de gran ayuda para el estudio de mamíferos salvajes sobretodo en aque-
llos casos en los que la identificación de la especie de procedencia del excremento 
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es dudosa. Además, la información que nos puede aportar el estudio de las heces 
con métodos moleculares va mucho más allá de la identificación taxonómica. Los 
análisis genéticos de excrementos nos pueden informar también sobre aspectos 
relacionados con el comportamiento de una especie, sobre sus censos poblacio-
nales y efectivos, el área de dispersión o el tamaño del territorio ocupado por los 
individuos, los niveles de variabilidad genética, las relaciones filogeográficas entre 
diferentes poblaciones e incluso la dieta o los tipos de enfermedades que padecen 
los animales (Kohn y Wayne 1997). 
 Los primeros estudios genéticos realizados empleando muestras de heces te-
nían aplicaciones clínicas en medicina humana (Sidransky et al. 1992) o veteri-
naria (Bretagne et al. 1993). Paralelamente, también se exploró su aplicación en 
el estudio y conservación de mamíferos salvajes (Höss et al. 1992). En las heces, 
el ADN del animal procede de las células epiteliales descamadas que proceden 
del lumen del intestino. En este tipo de muestras, estas células están acompa-
ñadas de microorganismos, restos de comida no digeridos, enzimas digestivos, 
moco, sales biliares y bilirubina (Sidransky et al. 1992). En el caso de los anima-
les que ingieren vegetales, las heces contienen, además, polisacáridos de plantas 
(Deuter et al. 1995) que pueden actuar como inhibidores de la PCR. También 
existe la posibilidad de amplificar moléculas de ADN no deseadas procedentes de 
los restos no digeridos de las presas ingeridas por el animal. A todo esto se suma 
el hecho de que el ADN del animal presente en sus heces es escaso y acostumbra 
a estar degradado (Kohn et al. 1995). El éxito en las amplificaciones también 
depende del método de preservación de las muestras, del tamaño del producto 
de PCR y de si se pretende amplificar ADN nuclear o mitocondrial. La preserva-
ción de heces en una solución salina de DMSO/EDTA/Tris (DETs) es bastante 
efectiva para la conservación del ADN nuclear, mientras que el etanol al 70%, 
la congelación a –20ºC o la liofilización suelen ser preferibles para preservar el 
ADN mitocondrial (Frantzen et al. 1998). 
 En nuestros laboratorios estamos utilizando muestras de heces y de secre-
ciones anales para realizar un seguimiento genético de una población de nutria 
(Lutra lutra Linnaeus, 1758) reintroducida en el Parc Natural dels Aiguamolls 
de l’Empordà y en los ríos Muga y Fluvià (Provincia de Girona, Cataluña). Se 
han genotipado con marcadores microsatélite muestras de heces con el objetivo 
de realizar la identificación de individuos presentes en determinadas áreas y 
para hacer estimaciones de la diversidad genética así como de su evolución en 
función del tiempo mediante la comparación de genotipos de muestras obteni-
das tras el transcurso de varios años desde su introducción con el genotipo de 
los animales fundadores. Se han recogido las heces y secreciones anales durante 
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las 18 horas siguientes a su deposición y se han conservado utilizando dos mé-
todos distintos: la congelación a –80ºC o la conservación en etanol al 96%, 
hasta el momento de proceder a la extracción de su ADN. Estas extracciones 
se han realizado siguiendo el protocolo del QiAamp ADN Stool Mini kit (Qia-
gen), basado en la utilización de columnas de purificación con membranas de 
gel de sílice, diseñado específicamente para este tipo de muestras. El porcentaje 
de éxito en la amplificación de al menos 1 microsatélite para muestras conser-
vadas a –80 ºC es de un 31% en el caso de muestras de heces y de un 60% para 
las secreciones anales. La conservación de las heces en etanol al 96% ha dado 
buenos resultados, la tasa global de amplificación en uno o más marcadores es 
del 40-50%.
 Los dos errores que se producen con más frecuencia en el estudio de marca-
dores microsatélite con soluciones de ADN de baja concentración y/o degradado 
es la no-amplificación de uno de los dos alelos y la generación de falsos alelos 
debido a errores de la enzima polimerasa durante la replicación. Para detectar y 
eliminar estos errores que conducen a la generación de falsos genotipos, es nece-
sario realizar varias réplicas de una misma muestra. Los datos obtenidos son ana-
lizados con los programas Gimlet (Valière 2002) -que permite, por ejemplo, crear 
el genotipo consenso de entre todas las réplicas de una misma muestra, agrupar 
las muestras que comparten el mismo genotipo y obtener información sobre los 
porcentajes de errores provocados por la no-amplificación de un alelo y/o la apa-
rición de un falso alelo durante la amplificación- y RelioType (Miller et al. 2002) 
-que permite determinar la fiabilidad de los genotipos encontrados y calcular el 
número de réplicas suplementarias necesarias en cada marcador para obtener los 
genotipos reales con probabilidades de error por debajo de un umbral preestable-
cido. Debido a la gran expansión de estudios genéticos a partir de muestras no-
invasivas, cada vez van apareciendo nuevos programas adaptados para este tipo 
de análisis como Gemini (Valière et al 2002), Micro-Checker (Van Oosterhout et 
al 2004), Genecap (Wilberg y Dreher 2004) o Api-Calc (Ayres y Overall 2004), 
que permiten, entre otras aplicaciones, detectar errores de genotipado, agrupar 
genotipos coincidentes o muy similares y calcular las probablidades de identidad 
de los genotipos de dos individuos en la población en función de las frecuencias 
alélicas en cada loci.
 Los resultados preliminares muestran que los microsatélites utilizados son 
suficientemente polimórficos como para permitir la identificación de individuos. 
En la Figura 1 se puede observar el resultado de la lectura de los genotipos de dos 
muestras de heces de nutria utilizando dos marcadores microsatélite.
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Figura 1. Genotipado de heces de nutria con dos marcadores microsatélite (Lut902 y Lut717). 
La primera muestra es heterocigota en ambos marcadores (alelos de 140 y 144 pares de bases 

para el marcador Lut902, y de 185 y 201 para el marcador Lut717).
La segunda muestra es homocigota en ambos marcadores.

Genotypes obtained from otter faeces with two microsatellite markers (Lut902 and Lut717). The 
first sample is heterozygote for both markers (140 and 144 base pairs alleles for marker Lut902 and 

185 and 201 for marker Lut717). The second sample is homozygote for both markers. 

EXTRACCIÓN DE ADN DE MUESTRAS DE HUESOS Y DIENTES

PROCEDENTES DE MUSEOS

 Los especímenes conservados en los museos son una fuente de gran valor para 
la obtención de secuencias de ADN, sobretodo de poblaciones o de especies extin-
tas. También pueden ser de gran ayuda para detectar los efectos históricos del flujo 
génico, de los cambios en los tamaños poblacionales y de las hibridaciones en la 
composición génica de una especie determinada (Roy et al. 1994). En la mayoría 
de casos los especímenes de museos consisten en pieles de estudio, esqueletos y 
tejidos fijados en formol y/o preservados en etanol. En las muestras que no están 
guardadas en soluciones conservantes, la molécula de ADN se degrada por los 
procesos catalíticos asociados a la muerte del organismo (p. ej. hidrólisis, oxida-
ción) y por diferentes factores ambientales (p. ej. radiaciones, temperatura) (Car-
ter 2002). Los conservantes protegen el ADN de esta degradación. No obstante, 
la adición de preservativos en los tejidos también puede presentar inconvenientes; 
por ejemplo, en las extracciones de muestras fijadas en formol realizadas con fenol-
cloroformo (Sambrook et al. 1989) se pierde una gran cantidad de ADN debido 
a que el formol favorece la asociación del ADN con complejos de proteínas (She-
dlock et al. 1997). A pesar de esto, es posible recuperar ADN de buena calidad de 
tejidos que hayan sido fijados en formol y posteriormente guardados en alcohol 
– práctica habitual en los museos desde el último cuarto del siglo XX – incubando 
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los tejidos en soluciones tampón para eliminar el formol y modificando el método 
de extracción clásico de fenol-cloroformo. Shedlock et al. (1997) obtuvieron más 
de un 82% de éxito al amplificar fragmentos de ADN mitocondrial de aproxima-
damente 500 pares de bases a partir de este tipo de muestras.
 La extracción de ADN de muestras de huesos hace posible incluso el estudio 
de muestras que tienen millares de años de antigüedad (Hofreiter et al. 2001). 
Esto ha permitido estudiar con métodos moleculares la filogenia de especies fó-
siles cuya morfología no esclarece su parentesco evolutivo (p. ej. Thomas et al. 
1989, Lalueza-Fox et al. 2002) o el proceso de domesticación de diferentes espe-
cies de animales domésticos (p. ej. Leonard et al. 2002). Se han podido recuperar 
secuencias de diferentes genes mitocondriales e incluso de genes nucleares de 
diferentes especies de mamíferos que se extinguieron en el Pleistoceno Superior 
(Greenwood et al. 1999). Wanderler et al. (2003) han realizado un estudio que 
cuantifica, mediante PCR cuantitativa, el proceso de degradación de ADN nu-
clear en muestras de dientes de museos a lo largo del tiempo, han conseguido 
amplificar fragmentos nucleares (microsatélites) de hasta 200 pares de bases a 
partir de ADN extraído de muestras de hasta 30 años de antigüedad  y han 
demostrado que tanto el porcentaje de éxito en las amplificaciones como el por-
centaje de errores de genotipado dependen de la edad de la muestra y del tamaño 
del microsatélite amplificado.
 En nuestro laboratorio hemos realizado extracciones de ADN de fragmentos 
de huesos y dientes de tejones asiáticos (Meles meles canescens Blanford, 1875 y 
Meles meles leucurus Petrov, 1953) y de dientes de nutria. Algunas de estas mues-
tras tenían una antigüedad de más de 50 años. Antes de empezar el proceso de 
extracción se ha pulverizado un gramo de muestra en un molinillo de café. Segui-
damente se ha extraído el ADN usando el DNeasy Tissue kit (Qiagen) siguiendo 
el protocolo descrito por Iudica et al. (2001). Se ha conseguido secuenciar un 
fragmento de 512 pb de la región control del ADN mitocondrial partiendo de 
amplificaciones de fragmentos de entre 221 y 252 pb ya que el ADN de estas 
muestras estaba bastante degradado. Al comparar estas secuencias con las ob-
tenidas de tejones europeos (Meles meles meles Linnaeus, 1758) se ha podido 
demostrar que estas tres subespecies de tejón euroasiático están claramente dife-
renciadas a nivel genético y que empezaron a evolucionar separadamente en el 
Pleistoceno Medio, hace entre 900.000 y 500.000 años (Marmi et al. 2005).
 En el caso de las nutrias, el análisis de un fragmento de ADN mitocondrial 
de las muestras de dientes ha permitido determinar que los animales fundadores 
reintroducidos en el Parc Natural dels Aiguamolls de l’Empordà comparten un 
mismo haplotipo con poblaciones mediterráneas catalanas anteriores (Ferrando 
et al. 2004).
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DISCUSIÓN

 Las técnicas de muestreo no-invasivas ofrecen una gran oportunidad para 
estudiar a nivel genético las especies y poblaciones salvajes sin perturbarlas, con 
lo que son especialmente aplicables al estudio de aquellas especies que están ame-
nazadas de extinción, o que son difíciles de muestrear por el tipo de hábitat en el 
que viven o por sus costumbres. En el campo, algunas de estas muestras pueden 
recolectarse fácilmente sin necesidad de ningún tipo de logística sofisticada (p. ej. 
las heces o los restos de semen). En otros casos, si se tiene un buen conocimiento 
de los individuos que se desea muestrear por medio de un riguroso seguimiento 
en el campo, se pueden instalar trampas sencillas para recolectar muestras, como 
por ejemplo pelos. Uno de los principales inconvenientes de la recolección de 
restos en el campo es el riesgo de una identificación incorrecta de las especies, 
por eso es imprescindible asegurarse que la muestra recolectada en el campo per-
tenece a la especie que queremos estudiar. En algunos casos esto es fácil de saber 
(p. ej. el semen de macacos japoneses) pero en otros puede que la identificación 
de la muestra sea mucho más complicada y la probabilidad de error mayor (p. 
ej. en el caso de las heces). En estos casos, es posible secuenciar un fragmento 
corto, por ejemplo del ADN mitocondrial, y utilizarlo como marcador específico 
de especie. En otros casos, el diseño de oligonucleótidos específicos de especie 
(p.ej. Palomares et al. 2002), el tamaño del producto de la PCR (p. ej. Mills et 
al. 2000, López-Giráldez et al. 2005)  o el patrón de restricción de un producto 
amplificado (p. ej. Paxinos et al. 1997, Hansen y Jacobsen 1999, Mills et al. 
2000, Riddle et al. 2003, Gómez-Moliner et al. 2004) pueden contribuir a la 
identificación de la especie a la que pertenece la muestra. 
 Es importante tener en cuenta que el uso de muestras no-invasivas conlleva 
una serie de inconvenientes, como son la baja cantidad y el alto nivel de degra-
dación del ADN extraído, así como la presencia de inhibidores de la PCR y la 
contaminación con ADN exógeno durante el proceso de extracción y posterior 
amplificación, que limitan el uso de este tipo de muestras (Taberlet et al. 1996). 
Además, la poca cantidad de ADN presente en las muestras no-invasivas  pue-
de inducir a errores de genotipado ya sea por la introducción de bases erróneas 
durante la reacción de amplificación, en el caso de secuenciación, o por la no 
amplificación de uno de los alelos o la amplificación de artefactos de la PCR, en 
el caso de microsatélites (Taberlet et al. 1996). Sin embargo, a pesar de todos es-
tos inconvenientes, es posible usar este tipo de muestras si se optimizan tanto las 
condiciones de preservación de las muestras, como los protocolos de extracción 
de ADN, lo que permite la obtención de ADN de buena calidad minimizando el 
riesgo de contaminación y la presencia de inhibidores de la PCR, y también deben 
analizarse los datos correctamente para detectar posibles errores de genotipado.
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 Es esencial asegurar la obtención de unos niveles aceptables de ADN de 
buena calidad a partir de muestras no-invasivas. En este sentido, hay que tener 
en cuenta el método de preservación de las muestras así como los métodos de 
extracción del ADN. Las condiciones óptimas de preservación de las muestras 
y los protocolos de extracción varían en función de una serie de parámetros, 
como por ejemplo el tipo de muestra o el taxón al que pertenece. A pesar de 
que se han publicado algunas revisiones extensas que recogen distintos métodos 
de preservación de muestras (Prendini et al. 2002, Helbig 2003) y protocolos 
de extracción de ADN a partir de distintos tipos de muestras (Nishiguchi et 
al. 2002), es necesario adaptar los protocolos a cada nuevo estudio y es preciso 
realizar un estudio piloto para optimizar todos estos parámetros en cada expe-
rimento que pretendamos realizar. Además, en muestras con poca cantidad y 
calidad de ADN, el porcentaje de éxito en las amplificaciones depende tanto del 
tamaño del fragmento que se pretende amplificar como del tipo de marcador 
genético que se use. En general, es aconsejable amplificar fragmentos pequeños 
(de hasta unos 200-300 pares de bases) del ADN mitocondrial, debido al mayor 
número de copias por célula de este genoma con respeto al genoma nuclear. No 
obstante, la optimización de los protocolos permite recuperar información del 
genoma nuclear incluso de aquellas muestras que conllevan más dificultades. En 
la Tabla 1 se muestran diferentes trabajos que han sido realizados con marcadores 
nucleares. Además, el inconveniente de la poca cantidad de ADN que presentan 
las muestras no-invasivas se puede superar gracias a las nuevas técnicas de ampli-
ficación de genomas completos, que llegan a amplificar todo un genoma a partir 
de unos pocos nanogramos de ADN (Lovmar et al. 2003).
 Otro aspecto fundamental es asegurar la eliminación de los posibles inhibi-
dores de la PCR (Schmerer et al. 1999). En algunas ocasiones, diluir el stock de 
ADN que usamos en la reacción de la PCR es suficiente para solucionar el pro-
blema de los inhibidores. En otros casos es necesario aplicar algunos protocolos, 
como los basados en la utilización de agentes quelantes (p. ej. Chelex), que eli-
minan iones que tienen un efecto inhibidor de la PCR (Singer-Sam et al. 1989), 
o los basados en la utilización de resinas que presentan una elevada afinidad por 
el ADN (Yang et al. 1998) y que reducen la presencia de inhibidores de la PCR 
en el extracto de ADN.
 Para asegurar que el genotipo obtenido es el correcto se requiere un trabajo 
cauteloso y cuidadoso. En ocasiones, se obtiene un falso genotipo debido a con-
taminaciones de las muestras con ADN exógeno. El riesgo de contaminación 
es mucho mayor cuando se trabaja con muestras que contienen poca cantidad 
de ADN, como es el caso de las no-invasivas, por lo que estas muestras deben 
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ser manipuladas con extremo cuidado y en condiciones de máxima limpieza 
(Taberlet et al. 1996, Taberlet et al. 1999, Wayne et al. 1999, Hofreiter et al. 
2001, Pääbo et al. 2004). Es aconsejable esterilizar todos los materiales y reacti-
vos antes de su uso, usar material exclusivo para este tipo de muestras y trabajar 
en tres laboratorios diferentes y separados, uno para la extracción del ADN, 
otro para preparar las reacciones de PCR y el otro para manipular el ADN 
amplificado. Es imprescindible la incorporación de controles negativos desde 
la fase de extracción hasta la del genotipado. También es recomendable utilizar 
oligonucleótidos específicos para la especie de estudio, y es deseable confirmar 
los resultados a partir de diferentes réplicas de extracción realizadas por el pro-
pio investigador y por un laboratorio independiente (Li et al. 2000). Incluso 
en el caso de que no haya contaminación, se pueden obtener también falsos 
genotipos. En el ADN procedente de muestras antiguas, la desaminación de las 
citosinas, por ejemplo, favorece la inserción incorrecta de nucleótidos durante 
la reacción de la PCR (Pääbo 1989). En estos casos, la secuencia de nucleótidos 
más probable se deduce a partir de la secuenciación de varios clones obtenidos 
a partir del producto de la PCR (Hofreiter et al. 2001), o de secuencias obte-
nidas de diferentes réplicas de extracción (p. ej. ver Leonard et al. 2000). En el 
caso de trabajar con secuencias mitocondriales puede haber problemas de falsos 
genotipos debido a la amplificación de fragmentos mitocondriales insertados 
en el genoma nuclear y esta amplificación nuclear puede ser más probable en 
ciertas muestras no-invasivas tal y como advierten Greenwood y Pääbo (1999) 
y Thalmann et al. (2004). En el caso de los marcadores microsatélite, los erro-
res de genotipado pueden ser producidos por la no detección de uno de los 
alelos en individuos heterocigotos, obteniéndose un falso homocigoto, o por 
la generación de falsos alelos durante la PCR que pueden dar lugar también a 
interpretaciones erróneas y así adjudicar un falso heterocigoto a un individuo 
que es realmente homocigoto. Estos errores son frecuentes en muestras que 
contienen muy poca cantidad de células, como son los pelos caídos de forma 
natural o las heces (Taberlet et al. 1996, Goossens et al. 1998). A pesar de estos 
inconvenientes, es posible genotipar con microsatélites muestras no-invasivas 
con fiabilidad si por cada muestra y locus se hacen varias réplicas de amplifi-
cación (Taberlet et al. 1996, Gagneux et al. 1997, Goossens et al. 1998) o si 
se cuantifica el ADN nuclear amplificable en cada muestra para determinar el 
número de repeticiones necesarias que deben realizarse en cada caso para que 
el genotipado sea fiable (Morin et al. 2001). 
 Todas las precauciones que se deben tomar para que los trabajos realiza-
dos con muestras no-invasivas sean efectivos y fiables requieren frecuentemente 
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protocolos más lentos, tediosos y caros que los utilizados en muestras de mayor 
calidad. Así pues, en el momento de plantearse una investigación basada en 
muestras no-invasivas, será necesario valorar en cada caso el balance entre ven-
tajas e inconvenientes. 
 En el caso de la recolección de muestras de tejido muscular de cadáveres de 
animales encontrados en el campo, la identificación del espécimen suele ser fre-
cuentemente más fácil y se obtiene un ADN de mayor calidad. Por esto,  puede 
ser de gran importancia la colaboración de los gestores de fauna, biólogos de 
campo, guardas forestales y naturalistas con las universidades, centros de investi-
gación y museos para que este tipo de muestras puedan aprovecharse para estu-
dios moleculares. 
 A medida que los procesos se van automatizando, se van acumulando secuen-
cias de ADN de una amplia variedad de especies en las bases de datos moleculares 
– como por ejemplo la existente en el European Molecular Biology Laboratory 
(EMBL; http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html) – y se van optimizando los pro-
tocolos para trabajar con muestras no-invasivas, el análisis de la variación en los 
genomas gana protagonismo en el estudio de los animales salvajes y en la gestión 
de la biodiversidad. Sin embargo, esto no quiere decir que en un futuro la biolo-
gía de la conservación se vaya a dirigir desde un laboratorio. Los estudios basados 
en la variación de los genomas son una pieza más en un engranaje que tiene 
como objetivo estudiar el origen y la evolución de los seres vivos, darles nombre 
y buscar medios para evitar con la mayor eficiencia posible que el impacto de las 
actividades humanas perjudique gravemente a las poblaciones naturales. 
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