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MICROSATELITES: SUS APLICACIONES EN LA
CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD

E. G. Gonzilez*

RESUMEN

En los ultimos afnos, la utilizacion de microsatélites como marcador molecular en estudios de
conservacion de la biodiversidad ha aumentado considerablemente, debido a dos caracteristicas
principales: su elevada tasa de polimorfismo y la posibilidad de poder trabajar con reducidas can-
tidades de ADN, que se pueden obtener sin que resulte necesario el sacrificio de ejemplares (es
decir, no invasivas). Son particularmente Utiles para resolver diversas cuestiones relacionadas con
la conservacion de la diversidad gendémica, como la deteccion de posibles cuellos de botella, medi-
da del flujo génico e hibridacién entre poblaciones, determinacion de paternidades, asignacioén de
individuos a su poblacion de origen y determinacion de la estructura poblacional, entre otras. En
este trabajo se revisa la informacidn existente sobre microsatélites (caracteristicas, ventajas y limi-
taciones), y en particular cuando son mas adecuados para resolver determinados problemas plante-
ados para un organismo. Asi mismo, se presentan consideraciones futuras de estos y otros marca-
dores alternativos.
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ABSTRACT
Microsatellites: Application to biodiversity conservation

Microsatellites have been increasingly used as molecular marker in biodiversity conservation
studies in the last years, due to two main characteristics: high level of polymorphism, and the pos-
sibility of working with low quantities of DNA which can be obtained without the sacrificing of
the specie to study (non invasive samples). Microsatellite markers appear particularly useful to
deal with issues such as detecting bottleneck, measuring gene flow and hybridization between
populations, determining paternity, assigning individuals to their population of origin and deter-
mining population structure. This article highlights information about microsatellites (characte-
ristics, advantages and limitations) that can be used to determine if they are suitable markers to
solve particular problems about an organism. It also outlines future considerations of these and
other alternative markers.
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Introduccion

La conservacion de las especies con poblaciones
fragmentadas y en peligro de extincioén pasa por un
conocimiento previo y profundo de su dindmica y
estructura metapoblacional, lo cual supone la deter-
minacion de la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones. Los marcadores moleculares nos per-
miten, por ejemplo, identificar poblaciones con una
diversidad genética reducida y generalmente mas
vulnerables a un posible cambio ambiental, asi
como distinguir subpoblaciones genéticamente
diferenciadas del resto para dirigir los esfuerzos de
conservacion hacia ellas. Del mismo modo, permi-
ten descubrir genealogias génicas y conocer el
grado de parentesco entre individuos a fin de pro-
gramar cruzamientos que prevengan niveles de
consanguinidad altos que puedan llevar a la depre-
sion bioldgica y su posible extincion, etc.

Sin embargo la popularidad en el uso de distin-
tos marcadores ha variado con el tiempo. La apli-
cacion por primera vez de las técnicas de electro-
foresis de enzimas (separacion en un campo eléc-
trico de proteinas) a mediados de los afios 60
(Harris, 1966; Hubby & Lewontin, 1966) supuso
un gran avance en la deteccion de variabilidad
genética; aunque paulatinamente se han sustituido
por otros marcadores moleculares que detectan
polimorfismos a nivel de ADN, como los RFLPs
(Restriction Fragment-Length Polymorphisms)
(Sunnucks, 2000).

Sin embargo, con el desarrollo y generalizacion
de la PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki et
al, 1985; Mullis et al, 1986) tomaron ventaja una
serie de marcadores que de otra forma no podrian
haber progresado, como es el caso de los microsa-
télites y minisatélites. Asi pues, la publicacién en
1989 de tres trabajos sobre el aislamiento y carac-
terizacion de microsatélites (Litt & Lutty, 1989;
Tautz, 1989; Weber & May, 1989), supuso el inicio
del empleo de forma cada vez mas generalizada de
este marcador, y que ha terminado revolucionado
los campos de la biologia molecular, la genética
cuantitativa y la genética de poblaciones.

Los microsatélites son marcadores codominan-
tes que consisten en secuencias cortas (de 1 a 6
bases nucleotidicas) repetidas en tdndem un alto
numero de veces, con una tasa de variacion en el
numero de copias entre individuos; que gracias a la
técnica de PCR son facilmente automatizables y
ademas permite utilizar muestras no invasivas.
Debido a la elevada tasa de polimorfismo que sue-
len presentar, aportan informacion muy util que se
puede aplicar para resolver problemas tanto especi-

GONZALEZ, G.E.

ficos como individuales (Bruford & Wayne, 1993;
Jarne & Lagoda, 1996). Por ello se han convertido,
en los ultimos afios, en uno de los marcadores mas
utilizados en estudios de conservacion y manejo de
especies en peligro de extincion.

En el caso de los minisatélites el tamafio de la
unidad que se repite puede llegar a los 200 pares de
bases (con tamafos de alelos de hasta 50 kilo-
bases) por lo que la efectividad de la PCR queda
limitada.

Otros ejemplos de marcadores moleculares son
los RAPDs (Random Amplification of Polymorphic
DNA) y los AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphism) que en combinacién con la PCR tie-
nen la ventaja de ser de facil manejo en el laborato-
rio y con costes relativamente bajos; pero presentan
la desventaja de ser dominates y generados al azar
(dificilmente reproducibles). Recientemente un
nuevo tipo de marcadores, empiezan a aparecer en
escena, son los SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) (Vignal et al., 2002) que aunque
aun no existen muchos ejemplos aplicados a pro-
blemas de conservacion podrian jugar un papel
importante en el futuro.

En este trabajo de revision se resumen las carac-
teristicas de los microsatélites en los genomas de
eucariotas y sus patrones de evolucion. También se
exponen de forma esquematica los principales méto-
dos de obtencion de microsatélites especificos para
aquellas especies en las que no se ha descrito la PCR.
Finalmente se presentan diversos ejemplos en los
que se ha aplicado el estudio de los microsatélites a
distintos aspectos de la genética de poblaciones, des-
tacando aquellos especificamente enfocados a
aspectos relacionados con estudios de conservacion.

Definicién y caracteristicas

Los microsatélites, al igual que los minisatélites,
son marcadores repetitivos o VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats), constituidos por
secuencias cortas de 1 a 6 pares de bases nucleoti-
dicas que se repiten en tdndem un elevado niimero
de veces (SSRs, Short Sequence Repeats).
Presentan herencia mendeliana simple, son codo-
minantes (pudiéndose diferenciar los individuos
homocigéticos de los heterocigoticos), y con un
nimero muy alto de alelos en un mismo locus (alta-
mente polimoérficos). Su “genotipado” resulta rela-
tivamente facil y automatizable, con la posibilidad
de realizar amplificaciones multiples en una misma
reaccion de PCR, con resultados faciles de analizar,
fiables y repetitivos.
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Son muy abundantes en los genomas nucleares
de todos los eucariotas, algunos procariotas, en los
genomas de cloroplastos de las plantas (McCauley,
1995; Provan et al., 2001), e incluso hay evidencias
de su presencia en algunos genomas mitocondriales
de vertebrados (Hoelzel et al., 1993a; Zardoya &
Meyer, 1998).

Se ha estimado que la tasa de mutacion en los
microsatélites varia entre 10 y 10~ por generacion
(Weber & Wong, 1993; Chakraborty ef al., 1997),y
el mecanismo que explica mejor su alto grado de
polimorfismo de tamafio es la acumulacion de erro-
res producidos por el deslizamiento de la polimera-
sa durante la replicacion del ADN (Schlétterer y
Tautz, 1992; Strand et al., 1993; Tautz y
Schlotterer, 1994; Kruglyak et al, 1998; Eisen,
1999; Ellegren, 2000).

Se definen por el tipo particular de motivos de
secuencia o unidades de repeticion (UR), y por su
longitud o niimero de repeticiones en una posicion
concreta en el cromosoma (locus). Con estos crite-
rios se vienen clasificando generalmente en tres
familias (basado en Weber, 1990):

1) Microsatélites perfectos, se definen como repe-
ticiones en un nimero minimo de 9 UR sin inte-
rrupcion y sin repeticiones adyacentes ( p.e.
(CA)n n>9).

2) Microsatélites compuestos, se tratan de dos o
mas repeticiones de al menos 9 UR ininterrum-
pidas. Las UR pueden ser combinaciones de
motivos de un nimero variable de pares de bases
(p.e. (CA)n -(GA)m; n>9, m>9).

3) Microsatélites interrumpidos, son repeticiones
ininterrumpidas de al menos 9 UR separadas
como maximo por 4 pares de bases (p.e. (CA)n
-Nt- (CA)n -Nt -(CA)n; n>9, t<4).

Origen y evolucién de los microsatélites

La evolucion y funcién de los microsatélites es
desconocida. Existe todavia controversia sobre qué
patrones siguen en los cambios de tamafio de ale-
los de una generacion a otra, que factores determi-
nan la tasa de mutacion (Hancock, 1999; Li et al.,
2002; Sibly et al., 2003), y la funcién que pueden
desempefiar debido al hecho de que se encuentran
tanto en regiones codificantes como no codifican-
tes (predominantemente en estas ultimas), (Tautz
et al., 1986; Kashi et al., 1997; Kashi & Soller,
1999; Li et al., 2002).

Los modelos que se han considerado mas rele-
vantes para explicar la evolucidon de los microsaté-

lites son tres: el modelo de alelos infinitos (/nfinite
Allele Model, IAM) (Kimura & Crow, 1964), el
modelo del K-alelo (K-allele model, KAM) (Crow
& Kimura, 1970) y el modelo del salto mutacional
(Stepwise Mutation Model, SMM) (Kimura &
Otha, 1978). Este ultimo es el que se ha aplicado
mas ampliamente, e implica que las mutaciones
suponen la pérdida o ganancia de una sola unidad
de repeticion, y por lo tanto, las mutaciones tienen
lugar sobre alelos ya presentes en la poblacion, es
decir, que mantienen cierta “memoria” sobre el
estado alélico anterior (Weber & Wong, 1993;
Goldstein et al., 1995; Balloux & Goudet, 2002).
Este modelo se definid inicialmente para explicar la
distribucion de las frecuencias alélicas en alozimas,
pero se aplica mejor a los microsatélites, donde se
asume que las mutaciones ocurren mas facilmente
de una manera regular. Por el contrario, segin el
modelo IAM, las unidades de repeticion mutan en
un numero variable y por lo tanto el resultado no
depende del estado alélico previo de la poblacion.
Por tultimo, el modelo KAM asume k posibles esta-
dos alélicos en una poblacion y cada alelo tiene una
probabilidad constante (i/(k-1)) de mutar de entre
los k —1 estados alélicos restantes.

Hay evidencias de que el aumento del tamafo del
alelo ocurre de forma mas frecuente que su disminu-
cion, pero se desconoce si hay fuerzas selectivas en
el mantenimiento y generacion de los microsatélites
(Primmer ef al., 1996; Broede & Ellegren, 1999).

Desde una perspectiva filogenética, se ha podi-
do profundizar mejor en la dinamica evolutiva de
los microsatélites. A pesar de que los microsatélites
poseen altas tasas de mutacion, las regiones flan-
queantes estan mas conservadas, y por tanto se pue-
den utilizar para establecer hipotesis filogenéticas
entre especies cercanas. De esta forma se han
resuelto filogenias a nivel de familia, para los cicli-
dos (Zardoya et al., 1996) y salmonidos (Koskinen
et al., 2002), de subfamilia para las avispas
Polistinae (Zhu et al., 2000); y a nivel especifico
para el sapo corredor Bufo calamita (Rowe et al.,
1998) o el cangrejo de herradura Limulus polyphe-
mus (Orti et al., 1997), entre otros.

Por otro lado, existe también una gran variabili-
dad en la cantidad de secuencias de microsatélites
en los genomas de diferentes especies en términos
de frecuencia, longitud y tipo de repeticion (Toth et
al., 2000; Neff & Gross, 2001). Por ejemplo, se
sabe que los microsatélites son bastante abundantes
en peces (DeWoody & Avise, 2000), insectos hime-
népteros (Choundary et al., 1993) y mamiferos
(Forbes et al., 1995). Sin embargo, son relativa-
mente raros en los genomas de aves (Primmer et al.,
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1997), en plantas (los cuales presentan cinco veces
menor cantidad de microsatélites que los mamife-
ros) (Lagercrantz et al., 1993) y en lepiddpteros
(Saccheri & Bruford, 1993).

La amplificacion cruzada para un mismo locus
suele mantenerse cuando se trabaja con taxones
cercanos pertenecientes al mismo género o a géne-
ros separados recientemente (Scribner & Pearce,
2000), mientras que la informacién que ofrecen los
microsatélites se suele perder a niveles suprafami-
liares. Sin embargo, existen muchas diferencias
entre distintos grupos de organismos (ver apartado
ventajas e inconvenientes)

Obtencion, clonacion y aislamiento de microsatélites

Existen numerosos métodos disponibles para el
aislamiento de microsatélites (ver Zane ef al., 2002
para revision), y la eleccion de uno u otro depende
de las limitaciones técnicas de que se dispongan, de
los objetivos que se busquen para el trabajo y de las
caracteristicas de la especie a estudiar (ya hemos
sefialado las diferencias que existen en cuanto a la
cantidad de secuencias de microsatélites a lo largo
de los taxones).

El método mas sencillo consiste en la busqueda
e identificacion de microsatélites mediante sondas
en librerias gendmicas o genotecas completas
(Rassmann et al., 1991). Esta estrategia de aisla-
miento es mas efectiva en grupos en los que la can-
tidad de secuencias de microsatélites es alta o cuan-
do se requiere un numero bajo de microsatélites,
como por ejemplo en estudios de asignacién de
parentesco.

Brevemente, se digiere ADN de alto peso mole-
cular con distintas enzimas de restriccioén y se liga a
un vector previamente linearizado, para poder ser
transformados en bacterias competentes. Una vez
asegurada una buena representacion del genoma del
individuo, la busqueda de microsatélites se realiza
mediante la transferencia de las colonias a membra-
nas de nylon y su hibridacién con oligos marcados o
sondas, que contienen microsatélites (Figura 1).

En el caso de que se necesite mejorar la efecti-
vidad del método, bien porque se trabaja con taxo-
nes que presentan cantidades bajas de secuencias
de microsatélites, o porque se necesitan grandes
cantidades de los mismos de una o varias especies,
se han desarrollado métodos alternativos para dis-
minuir el tiempo invertido y aumentar el numero de
microsatélites aislados.

Algunas de estas alternativas son modificacio-
nes del método de amplificacion de polimorfismos

GONZALEZ, G.E.

al azar debido a la abundancia de regiones repetidas
que se observa en los productos amplificados por
cebadores de RAPDs.

Sin embargo, el método mas ampliamente utili-
zado es la construccion de genotecas enriquecidas
(Ostrander et al., 1992; Toonen, 1997; Hamilton et
al., 1999; Brown et al, 2001 y Carleton et al.,
2002). La diferencia con el primer método descrito
es que los fragmentos utilizados para construir la
genoteca ya son ricos en microsatélites (Figura 1).
En este caso el ADN digerido se une a ligadores,
que sirven como lugares de union para los cebado-
res en la amplificacién por PCR y permiten su pos-
terior ligacion al vector. El siguiente paso consiste
en la hibridacion de sondas marcadas, generalmen-
te con biotina, a regiones del ADN con microsatéli-
tes, y al mismo tiempo la union de estas sondas a
bolas magnéticas. Gracias a esto, al someter esta
mezcla a un campo magnético se pueden capturar y
separar fragmentos ricos en microsatélites, para su
posterior clonacion.

Ventajas e inconvenientes de los microsatélites

Las ventajas que ofrecen los microsatélites se
deben en parte a la posibilidad de la amplificacion
en cadena de la polimerasa (PCR), ya que el tejido
que se utiliza no necesita ser de mucha calidad, e
incluso ADN en estado avanzado de degradacion es
suficiente para ser analizado. En este caso aventaja
a otras técnicas que también utilizan ADN nuclear,
como son RFLPs o los RAPDs. Los microsatélites
son marcadores apropiados para el estudio de gené-
tica de poblaciones en especies en peligro de extin-
cion porque se pueden amplificar a partir de mues-
tras de pelo, heces, hueso (Hoss & Paabo, 1993),
plumas (Ellegren, 1993), biopsias, sangre, etc., que
no suponen el sacrificio de los individuos a estu-
diar. De esta forma es posible analizar el area de
distribucién, movimiento y estructura social de las
poblaciones sin tener que tomar contacto directo
con los individuos (Beheregaray et al., 2000;
Sloane et al., 2000; Ernest, et al., 2000). Ademas,
puede utilizarse con muestras conservadas en
museos, colecciones privadas, etc., de muchos afios
de antigliedad. Asimismo, puesto que es posible
amplificar pequenas cantidades, se puede ampliar
el campo de aplicacion a especies de muy pequefio
tamafio, como insectos, etc.

Por el contrario, marcadores como las aloenzi-
mas se obtienen de musculo, higado, rifion, etc., lo
que puede suponer el sacrificio del individuo, debi-
do a que la expresion isoenzimatica normalmente



MICROSATELITES. CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD 381

ADN de alto peso molecular

Digestién con enzimas de restriccién

oo

Seleccién de tamario OO Unién a ligadores que

de fragmento(opcional) = SO
/ microsatélite \‘auhtan la ligacion al vector

oo # T

............
-----
.
.

o Amplificacion de
': \, los fragmentos por PCR

Clonacién en vectores

000 s

Transformacion en bacterias .

competentes y transferencia kY Separacion de fragmentos

de las colonias a membranas . por unién del ADN a bolas

de nylon magnéticas y tras someterlo
k a campos magnéticos

Hibridacion de colonias
con sondas marcadas con
biotina. Deteccién de los

positivos por quimioluminiscencia

= Sonda (CA): & Estreptavidina

s%  Biotina @ Bolas magnéticas

Fig. 1—. Representacion esquematica del método de aislamiento de microsatélites. Izquierda: método basado en librerias geno-
micas completas (Rassmann et al., 1991). Derecha: método basado en librerias gendmicas enriquecidas (Ostrander ef al., 1992;
Toonen, 1997; Hamilton et al., 1999; Brown et al., 2001; Carleton et al., 2002).

Fig. 1—. Schematic representation of the microsatellite isolation methods. Left: method based on complete libraries (Rassmann
et al., 1991). Right: method based on enriched libraries (Ostrander et al., 1992; Toonen, 1997; Hamilton et al., 1999; Brown et
al., 2001; Carleton et al., 2002).
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es especifica de tejido. Hay casos, sin embargo, en
que se han podido utilizar otros tejidos no destruc-
tivos con alozimas, como mucus de pescado, almo-
hadillas de aves, biopsias o sangre, etc.

Ademas de los métodos clasicos de analisis de
genética de poblaciones basados en frecuencias alé-
licas y obtencion de distancias genéticas, hoy dia se
empiezan a aplicar diversos métodos para el anali-
sis estadistico de microsatélites, como maxima
verosimilitud, coalescencia y estadistica Bayesiana,
(Luikart & England, 1999; Beaumont & Bruford,
1999; Whittaker ef al., 2003) y muchos programas
estadisticos basados en estos métodos se pueden
encontrar facilmente en Internet (Tablal).

En cuanto a los inconvenientes, uno de ellos es
que en muchos casos resulta necesario aislar y
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caracterizar marcadores especificos para la especie
objeto de estudio, lo que supone un elevado esfuer-
7o en términos de tiempo y recursos economicos.
Esto puede resultar un inconveniente afiadido para
ciertos grupos de organismos en los cuales su aisla-
miento y obtencion resulta muy dificil técnicamen-
te, o bien porque los microsatélites aislados para un
grupo sean inadecuados para grupos proximos
(Primmer & Merild, 2002; Garner, 2002). Sin
embargo, en algunos casos los cebadores desarro-
llados para una especie se pueden utilizar en taxo-
nes cercanos sin tener que aislarlos especificamen-
te para cada especie. Hay ejemplos de mamiferos
(Moore et al., 1991; Schloétterer et al., 1991), tortu-
gas (FitzSimmons et al., 1995) aves (Primmer et
al., 1996; Primmer & Ellegren, 1998) y peces

Tabla 1.— Programas utilizados para el andlisis de frecuencias alélicas o haplotipos en estudios de genética de poblaciones. No
todos los programas son exclusivos para el analsis de datos de microsatélites. Como pie de tabla se indica la referencia bibliogra-
fica para algunos programas, los cuales son de acceso libre en las direcciones de internet que se indican.

Table 1.— Computer programs used in genetic population studies for analyzing allele frequency data or haplotype data. Many of
these programs are not limited to microsatellite data analysis.The footnotes show the references for some of the programs, which
are freely available in the websites cited.

Nombre del programa Direccion de internet

“« e e =

GENEPOP ! http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/

FSTAT http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.html

STRUCTURE * http://pritch.bsd.uchicago.edu/

POPULATIONS http://www.cnrs-gif.fr/pge/bioinfo/populations/index.php?lang=fr
GENETIX http://www.univ-montp2.fr/%7Egenetix/genetix/genetix.htm
ARLEQUIN http://Igb.unige.ch/arlequin/

MICROSAT http://hpgl.stanford.edu/projects/microsat/

MIGRATE * http://evolution.genetics.washington.edu/lamarc.html
BOTTLENECK ° http://www.ensam.inra.fr/URLB/

MPVal ¢ http://www.pfeg.noaa.gov/tib/staft/carlos_garza/carlossoftware.html
BATWING’ http://www.maths.abdn.ac.uk/~ijw/downloads/batwing/batguide/batguide.html
SIMCOAL http://cmpg.unibe.ch/software/simcoal/

GENECLASS ® http://www.ensam.inra.fr/URLB/

PARTITION ° http://www.univ-montp2.fr/~genetix/partitionml.htm

LEA 1 http://www.cnrs-gif.fr/pge/bioinfo/lea/index.php?lang=en
RSTCALC " http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/rst/rst.html

KINSHIP http://gsoft.smu.edu/GSoft.html

RELATEDNESS http://gsoft.smu.edu/GSoft.html

CERVUS " http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/

Raymond, M. & Rousset, E. 1995. Journal of Heredity, 86: 248-249.
Goudet, J. 1995. Journal of Heredity, 86: 485-486.
Pritchard, J. K., Stephens, M. & Donelly, P. J. 2000. Genetics, 185: 945-959.

8 Cornuet, J.-M., Piry, S., Luikart, G., Estoup, A. & Solignac, M. 1999. Genetics,
153: 1989-2000.
? Castric, V., Belkhir, K., Bernatchez, L. & Bonhomme, F. 2002. Heredity, 89: 27-35.

Beerli, P. & Felsenstein, J. 2001. Proceedings of the National Academy of Science, '° Langella, O., Chikhi, L. & Beaumont, M. A. 2001. Molecular Ecology Notes, 1:

98(8): 4563-4568.

Luikart, G & Cornuet, J.-M. 1998. Conservation Biology, 12: 288-237.
Garza, J. C. & Williamson, E. G. 2001. Molecular Ecology, 10: 305.
Wilson, 1. J. & Balding, D. J. 1998. Genetics, 150: 499-510.

357-358.

' Goodman, S. J. 1997. Molecular Ecology, 6: 881-885.

'2 Marshall, T. C., Slate, J., Kruuk, L. E. B. & Pemberton, J. M. 1998. Molecular
Ecology, 7: 639-655.
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(Zardoya et al., 1996; Rico et al., 1996; DeWoody
& Avise, 2000) en los que se ha podido amplificar
en especies separadas entre 100 y 400 Ma.

La utilizacion de los cebadores de una especie,
para amplificar por PCR microsatélites en especies
cercanas, tiene como principal inconveniente la
aparicion de alelos nulos, debido a sustituciones,
delecciones e inserciones en las secuencias que
corresponden a los sitios de union de los cebadores
especificos. Esto puede implicar la asignacion erro-
nea de individuos heterozigdticos como homozigé-
ticos, y puede suponer a la larga la acumulacion de
grandes errores en los andlisis de datos si los alelos
nulos son abundantes.

Asimismo, y derivado del uso de material de
baja calidad, como heces, pelo, etc., nos podemos
encontrar con el problema de la creacion de “arte-
factos” o amplificaciones inespecificas, que pue-
den conducir también a errores en el genotipado de
los individuos (Taberlet et al., 1996, 1997).

Por ultimo, la eleccion del modelo mutacional
que se debe aplicar en cada ocasioén puede resultar
fundamental, puesto que numerosos parametros en
genética de poblaciones (p.e. tamafio efectivo de la
poblacion, nimero de inmigrantes por generacion,
etc.) dependen del modelo utilizado, y ademas esta
dependencia aumenta con el nivel de polimorfismo,
por lo que resulta crucial para marcadores como los
mini- y microsatélites (Estoup & Cornuet, 1999).
Sin embargo, atin no existe un consenso sobre que
modelo es el mas apropiado.

Aplicaciones del analisis de microsatélites

CUELLOS DE BOTELLA

Los cuellos de botella pueden explicar en
muchos casos la existencia de niveles bajos de varia-
bilidad genética en poblaciones naturales, debido a
la fragmentacion del habitat y aislamiento.

En muchas ocasiones resulta dificil cuantificar
el flujo génico entre grupos de poblaciones y, por
tanto, detectar este tipo de procesos de aislamiento
efectivo. Por ello, es importante tomar como refe-
rencia muestras de poblaciones que no hayan pade-
cido reducciones en su tamafo, o bien de indivi-
duos antes de sufrir el cuello de botella. En estos
casos, los microsatélites son uno de los marcadores
mas apropiados.

El analisis de los efectos de los cuellos de bote-
lla con microsatélites se ha visto beneficiado a par-
tir del desarrollo de programas y modelos de simu-
lacién capaces de inferir cambios genéticos (pérdi-
da de heterozigosidad, pérdida de alelos, cambios

en la distribucién alélica y variacion en las frecuen-
cias alélicas) causados por la reduccion severa del
tamafio de poblacion efectivo (Ne), y cuellos de
botella “cripticos” (Hoelzel et al., 1993b; Luikart et
al., 1998, 1999; Galtier, 2000; Spencer et al., 2000;
Garza & Williamson, 2001; Wisley et al., 2002).

En el caso del estudio de las poblaciones de cer-
nicalo de las Islas Mauricio (Falco punctatus)
(Groombridge et al., 2000), la utilizacién de micro-
satélites resultdo fundamental ya que permiti6 anali-
zar la variabilidad genética en muestras de tejidos
de ejemplares de museo, con mas de 170 afios de
antigiiedad, asi como de ejemplares actuales, utili-
zando extracciones de ADN de plumas. De este
modo, mediante el empleo de 12 microsatélites, se
comprobo que la poblacion actual presentaba cerca
del 57% de la heterocigosidad y un 55% menos de
diversidad alélica respecto a la poblacion anterior al
cuello de botella. Son valores que, aunque se han
recuperado, siguen siendo inferiores a los de las
poblaciones continentales no amenazadas.

Los microsatélites también han sido de gran uti-
lidad para desarrollar métodos de identificaciéon de
cuellos de botella para las poblaciones de anfibios
(Beebee & Rowe, 2001).Para este grupo en concre-
to, las muestras de ADN pueden utilizarse tanto a
partir del corte de un dedo (método que a su vez
sirve como sistema de marcaje e identificacion por
captura), como de un corte pequefio en la cola de
adultos (urodelos) y larvas, siendo ésta una buena
fuente de material de extraccion sin tener que sacri-
ficar al individuo (Jehle & Arntzen, 2002).
HIBRIDACION INTRAESPECIFICA E INTROGRESION
ENTRE ESPECIES

Numerosos son los trabajos en los que se ha uti-
lizado la informacién proveniente de microsatélites
combinada con la informacion proveniente de ADN
mitocondrial (ADNmt), para la deteccion de intro-
gresiones e hibridaciones entre especies (Beaumont,
2001; Pritchard & Bruford, 2001; Randi et al.,
2001; Riiber et al., 2001).

Uno de los primeros fue realizado por Roy et al.
(1994), en poblaciones norteamericanas de lobo
gris y coyote. Estudios previos con ADNmt no
encontraron evidencias de diferenciacion geografi-
ca entre poblaciones (Lehman & Wayne, 1991) y
sin embargo la utilizaciéon de microsatélites hiper-
variables y con tasas de mutacién mayores que el
ADNmt, proporcionaron resultados muy diferentes.
Se utilizaron 10 microsatélites polimoérficos, carac-
terizados en perro doméstico, para examinar cam-
bios en las frecuencias alélicas de poblaciones de
lobo gris y coyote, en zonas donde se habia docu-
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mentado hibridacion entre las dos especies y en
zonas donde se suponia que no habia ocurrido.
Como resultado se encontrd que la poblacion hibri-
da de lobos grises y coyotes convergia en frecuen-
cias alélicas, y que el flujo génico era unidireccio-
nal. Sélo las frecuencias alélicas de lobo gris se
veian afectadas, y aproximadamente dos coyotes
reproductores por generacion migraban dentro de la
poblacién local de lobos.

ASIGNACION DE INDIVIDUOS A POBLACIONES.
ANALISIS DE PATERNIDAD

Los dos casos expuestos anteriormente, se refie-
ren a la utilizacion de los microsatélites a nivel
poblacional. En estudios en los que se requiere un
analisis a nivel individual, los microsatélites son
particularmente utiles, y en general los marcadores
ideales, por su elevado grado de polimorfismo,
facilidad de analisis y fiabilidad en la determina-
cion de los alelos. Es el caso de la asignacion de un
individuo a un probable grupo de origen, lo que
permite analizar estructuras intrapoblacionales
(Roques et al.,, 1999; Riiber et al., 2001;
Beheregaray & Sunnucks, 2001; Knutsen et al.,
2003) parentescos y analisis de paternidad
(Taberlet ef al., 1993; Marshall et al., 1998; Wilmer
et al., 1999), éxito reproductivo y estructuras socia-
les, (Bourque et al., 1997; Herbers & Mouser,
1998; Téth et al., 2002; Paxton et al., 2002).

Las hormigas, como insectos sociales, constitu-
yen un interesante grupo para examinar la estructu-
ra social mediante el analisis de parentesco entre
los componentes de una colonia. Bourke et al.
(1997), analizaron un total de ocho colonias de la
hormiga Leptothorax acervorum, con cinco micro-
satélites especificos para la especie y otros dos de
una especie cercana (L. spinosior). Encontraron
que todas las colonias eran poliginicas, es decir,
que la progenie procedia de mas de una reina repro-
ductora y analizaron el grado de poliginia entre las
distintas colonias. Ademas, observaron que en las
colonias de L. acervorum existia una elevada canti-
dad de reinas reproductoras. Esto podria deberse a
que las reinas abandonaron la colonia para fundar
otras, 0 a que murieron antes de que los machos se
desarrollaran hasta su edad adulta.

Conclusiones

Los microsatélites son uno de los marcadores
moleculares mas utilizados en genética de la con-
servacion. Presentan herencia mendeliana simple,
son codominantes (pudiéndose diferenciar los indi-
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viduos homocigoticos de los heterocigoticos) y
altamente polimorficos, por lo que su utilizacion
resulta muy adecuada tanto a nivel especifico como
individual. Ademas, gracias a la aplicacion del
método de PCR, se pueden utilizar muestras no
invasivas, lo que supone no tener que sacrificar el
individuo a analizar. Por todo ello, se estan aplican-
do de forma muy satisfactoria para deducir proce-
sos demograficos pasados, tales como detecciones
de cuellos de botella, depresiones por consanguini-
dad, etc., asi como flujos genéticos e hibridaciones
entre especies, estructuras sociales y poblacionales,
entre otros.

Por otro lado, el desarrollo y mejora de progra-
mas informaticos de facil manejo, basados en
maxima verosimilitud, coalescencia y estadistica
Bayesiana, como métodos alternativos a la genética
de poblaciones “tradicional”, estd permitiendo
aproximaciones mas exactas a los analisis de las
historias demograficas de las poblaciones.

CONSIDERACIONES FUTURAS

Los microsatélites son marcadores de muy
reciente utilizacion que presumiblemente seguiran
jugando un papel importante en estudios de conser-
vacion de la biodiversidad. La necesidad de tener
que caracterizar, en algunos casos, microsatélites
especificos para una gran variedad de especies a
partir de genotecas completas o enriquecidas, frena
la aplicabilidad de este marcador, por lo que el
planteamiento futuro debe ir encaminado en
aumentar el nuimero de microsatélites aislados.
Ademas, este incremento de informacion sobre los
mismos, plantea nuevos enfoques en el estudio de
la evolucion genética en diferentes taxones a partir
del analisis de patrones de frecuencia y tipos de
repeticiones de microsatélites.

Otra limitacion al uso de los microsatélites es
que aun no se ha aceptado un modelo evolutivo que
explique su origen y posterior evolucion, lo que
supone la falta de un consenso a la hora de definir
los parametros genéticos. En este sentido, una alter-
nativa a los microsatélites son los AFLPs, aunque
aun no se han aplicado de manera tan masiva
(Mueller & Wolfenbarger, 1999; Bensh et al., 2002).
La técnica necesaria es relativamente barata y gene-
ra en poco tiempo una gran cantidad de marcadores
genéticos dominantes altamente polimoérficos. Son
facilmente aplicables en andlisis de estructura de
poblaciones, evaluacion de flujo genético, e hibrida-
cién entre poblaciones. Su mayor inconveniente es
que debido a que es un marcador dominante no
resulta muy apropiado para analisis de asignacion
de individuos a una poblacion o paternidades.
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