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1. Palabras clave

Microsatélite — SSR — polimorfismo — PCR — electroforesis — interpretacion

2. Objetivos

Una vez que el alumno haya estudiado con detenimiento este documento y los
recursos de apoyo asociados, serd capaz de:

1. Definir y explicar cdmo surge y en qué consiste el polimorfisimo en las
secuencias microsatélite.

2. Distinguir y aplicar las diferentes metodologias empleadas para la el uso de
estas secuencias como marcadores genéticos.

3. Anadlizar e interpretar los resultados obtenidos.

3. Infroduccion

Las secuencias de tipo microsatélite (SSR o STR, Simple Sequence Repeats o
Short Tandem Repeats), muy abundantes en los genomas de eucariotas y
algunos procariotas, estan constituidas por unidades cortas (motivos bdsicos)
de 1 a 6 pares de bases, que se repiten en tdndem un elevado nUmero de
veces. Cada secuencia SSR se define por el tipo de unidad repetida (lo mds
frecuente mono, di, tri o tetra, aunque también penta o hexa nucledtidos) y por
el sitio que ocupan en el genoma (locus). Su frecuencia vy tipo de repeticion
varia en los genomas de distintas especies. Por ejemplo, se sabe que son muy
abundantes en peces, insectos himendpteros y mamiferos, y menos en los
genomas de aves, en plantas y en lepiddépteros (Gonzdlez, 2003).

Se frata de secuencias altamente variables, entre y dentro de individuos. La
variacion se manifiesta normalmente como diferencias en longitud entre los
distinfos alelos del mismo locus. Estas diferencias en longitud surgen de la
existencia de un niumero diferente de repeticiones del motivo bdsico en cada
caso. Se ha estimado que la tasa de mutacién en los microsatélites varia entre
102 y 105 por generacion y el mecanismo que explica mejor su alto grado de
polimorfismo en tamano es la acumulacidon de errores producidos por el
deslizamiento de la polimerasa durante la replicacién del ADN (Ellegren, 2004).

El uso de las secuencias microsatelites como marcadores genéticos se inicia
con el desarrollo y generalizacién de la PCR (Polymerase Chain Reaction)
(Mullis et al, 1986). A pesar de que los microsatélites poseen altas tasas de
mutacion, las regiones flanqueantes estdn mds conservadas y se emplean para
la amplificacién especifica de los alelos de cada locus. Al final de los 80 es
cuando se publican los primeros trabajos sobre el aislamiento y caracterizacion
de microsatélites (Tautz, 1989). A partir de entonces su uso se ha difundido
rdpidamente, revolucionando los campos de la biologia molecular, la genética
cuantitativa y la genética de poblaciones. Los SSRs han sido durante muchos
anos los marcadores preferidos para multiples objetivos, genética forense, test
de paternidad, andlisis poblacionales, estudios de diversidad e identificaciéon
varietal, construccién de mapas genéticos y estudios de asociacion.
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Su deteccién se basa en la amplificacién por PCR de la regién que los
contiene, empleando cebadores complementarios a las regiones
flanqueantes, y la posterior visualizacién de la diferencia de tamano de estos
amplicones. Sin embargo, su desarrollo requiere informacién de secuencia y
por tanto, hasta hace poco tiempo, no eran marcadores muy frecuentes en
especies no modelo. Inicialmente, para conocer la secuencia de las regiones
flanqueantes de los SSR se empleaban sondas de los motivos repetidos para
cribar genotecas completas, secuencidndose los clones positivos. Esta
estrategia de aislamiento era efectiva en taxones en los que la cantidad de
secuencias microsatélites era alta o cuando se requeria un nUmero reducido
de marcadores. Pronto se desarrollaron métodos alternativos para aumentar la
eficiencia en la identificacién de microsatélites. El método mds ampliamente
utilizado ha sido la utilizacion de genotecas gendmicas enriquecidas en cada
especie, en las que los fragmentos utilizados para construir la genoteca ya son
ricos en microsatélites.

Con el avance de las nuevas tecnologias de secuenciacion (NGS, Next
Generation Sequencing, fundamentalmente las tecnologias, 454 y lllumina
(Perez de Castro et al., 2012), que han llevado al abaratamiento del proceso
de obtencidn de secuencias, actualmente se dispone de grandes colecciones
de secuencias, tanto gendmicas como de ESTs (Expressed Sequence Tags)
para muchas especies, lo que ha supuesto un incremento considerable del
numero de este tipo de marcadores, que son identificados in silico, mediante el
empleo de distinfos algoritmos informdticos, y después validados
experimentalmente (Blanca et al., 2011; Zalapa et al., 2012).

Las ventajas que ofrecen los microsatélites se deben, en parte, al empleo de
amplificacién PCR con cebadores largos, especificos de cada locus, ya que el
tejido que se utiliza no necesita ser de mucha calidad, e incluso ADN en estado
avanzado de degradacién es suficiente para ser analizado. Su naturaleza
codominante, que permite la distincion de homocigotos y heterocigotos, su
amplia distribucién en el genoma, su reproducibilidad y su elevada variabilidad
(multialélicos) los han convertido en uno de los sistemas de marcadores
genéticos mds informativos y empleados. A pesar de que los SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) estdn remplazando a los marcadores tipo SSR en
estudios masivos, dado que pueden ser automatizados via plataformas de
genotipado de alto rendimiento, los microsatélites siguen siendo marcadores
muy empleados, especialmente en estudios con un menor nimero de
individuos.

Desarrollo

Para entender y aplicar este fipo de marcadores es necesario tener
conocimientos previos de Genética, Gendmica y técnicas de Genética
Molecular (PCR, electroforesis, secuenciacion). El contenido que se va a
presentar facilitard que el alumno utilice estos conocimientos previos para la
interpretacion de resultados de este tipo de marcadores.

El contenido se ha estructurado teniendo en cuenta diferentes metodologias
para la deteccidn de estos polimorfismos y diferentes casuisticas que el alumno
puede encontrar en un experimento real.
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PASO 1. Identificacion de loci SSR

La identificacion de secuencias con motivos SSR se puede realizar a partir de
genotecas, completas o enriquecidas en secuencias microsatelite, como se ha
explicado en la Introduccion. Sin embargo, debido al incremento de
colecciones de secuencias disponibles en muchas especies, la identificacion
de estas repeticiones in silico a partir de bases de datos mediante ciertos
programas vy aplicaciones informdticas (Repeat master, Sputnik, Tandem
Repeat Finder, etc) estd cobrando especial importancia. Estas herramientas
pueden detectar distintos tipos de microsatélites:

a) Microsatélites perfectos: repeticiones en un nUmero minimo de unidades sin interrupcién vy sin
repeticiones adyacentes ( CACACACACACACACACACA).

b) Microsatélites compuestos: dos o mds repeticiones con un nimero minimo de unidades
repetidas ininterrumpidas (CACACACACACACACACAGAGAGAGAGAGAGAGAGA).

C) Microsatélites interrumpidos: repeticiones ininterrumpidas con un nUmero minimo de repeticiones
y separadas por un mdximo de 4 pares de bases (CACACACACACACACACACA
TITCACACACACACACACACACACA).

Los SSR pueden enconfrarse tanto en secuencias codificantes como no
codificantes, pero el tipo de unidades repetidas y el nUmero de repeticiones
puede variar. Por ejemplo, la seleccidén en contra de mutaciones de cambio
de fase de lectura en regiones codificantes hace que los microsatélites mds
frecuentes en estas zonas sean repeticiones de trinucledtidos. Las expansiones
de trinucledtidos representan un tipo especial de mutacidn en regiones
microsatélites relacionados con enfermedades humanas.

Ejemplo: Secuencia de un contig de melén de la que queremos saber si
contfiene un SSR. Para esta identificacién se ha empleado el programa online
SSRIT- Simple Sequence Repeat Identification Tool
(hitp://www.gramene.org/db/markers/ssrtool) que permite localizar
repeticiones en las secuencias introducidas, indicando la posicién de comienzo
y fin, la secuencia del motivo repetido y el nUmero de repeticiones (Figura 1).

1) Select search parameters

a) Select the maximum motiflength group you wish to find. For example. if you want to search for all SSRs up to and including pentamers (meaning, youd like to search for dimers, trimers, tetramers., and
pentamers), you should select "pentamer from the drop-down menu.

tetamer
b) Enter the minimum number of repeats you will allow. Entering a 5.’ for example, will match SSRs with five or more motif repeats, such as ag-5 (agagagagag)-

5

2) Paste/Enter your sequence of interest into the textarea
The sequence(s) must be in FASTA format - meaning, there must be a ttle line with a'>' at the beginning for each sequence

FOR EXAMPLE,

Figura 1. Captura de
pantalla que devuelve a
localizacién del SSR en la
B R O secuencia problema.

>seqt

agaatagatatcgogotatagagagatcgagagagagtaga
>seq2

TTGEGGATGGAAATCTTACGCAACCT! CCATGE|=
TGCARGGTTATATGACTTARCATGT CCCCCATGACTTTRACTGAGCATAT GGGECARACE
TTEICT! TGITCGICT T cTCa

ARATTCTCAT: T
TCATCGATT CTAZGTT TTGGT CATATACTGG
CGTTT: TCCATTIT

crecs TCCATCAARANTAAGAAC CRAGGGCTTG + SSRs found in your sequence(s)

uuuuu CAGGATTGGGAGGTGAGAART GGAGGATARAAG) . No.of [SSR([SSR
Motif RepeatsLtart end SeqLength

[ Restableser | FIND S5Rs | ‘ Sequence
MLTK\)S — /7 [cCL4539Contig1-1/[aagal[s 620 |[51 [[779
end|[>© engtl

| Sequence ‘Mmif‘kepea“ o
[cCL4539Contig1-1[aaga B [620 651 779 |
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Otras pdginas web como “IMEx-web: Imperfect Microsatellite Extraction
webserver” (http://imex.cdfd.org.in/IMEX/imex_genome.php) etc., permiten la
localizacién de SSR imperfectos.

Escoge un gen de la base de datos NCBI y averigua si presenta motivos SSR.

Enfra en OMIM y escoge un gen responsable de una enfermedad humana,
causada por una expansion de frinucleotidos, busca la regién microsatelite
causante de la mutacién.

PASO 2. Diseino de cebadores

A pesar de que los microsatélites poseen altas tasas de mutacion, las regiones
flanqgueantes estdn mds conservadas y por ello se usan para la amplificacion
del locus correspondiente en los distintos individuos de la especie. La
transferencia de cebadores entre especies sélo es posible cuando se trabaja
con taxones cercanos, pertenecientes al mismo género o a géneros separados
recientemente. La trasferencia de cebadores entre especies no cercanas
puede resultar en la aparicibn de alelos nulos, debido a sustituciones
delecciones e inserciones en las secuencias que corresponden a los sifios de
unién de los cebadores especificos. Esto puede implicar la asignacion errdbnea
de individuos heterocigdticos como homocigdticos, y puede suponer a la larga
la acumulacion de grandes errores en los andlisis de datos si los alelos nulos son
abundantes.

Una vez detectado el SSR en la secuencia, el siguiente paso es el diseno de
cebadores para amplificar la regidn que lo contiene. Programas libres como
“primer 3" (http://frodo.wi.mit.edu/) permiten el diseno de cebadores
permitiendo la manipulacion de ciertos pardmetros como: el rango de
tamanos del amplicén, el tamano de los oligos, la temperatura de fusion o
melting (Tm), el porcentaje de GC en la secuencia de los oligos y penalizacién
en caso de posibilidad de formacion de estructuras secundarias entre los oligos
O CoNnsigo Mismos.

Intenta disenar cebadores para el SSR anterior.

(Pueden utilizarse cebadores de loci SSR de una especie modelo a una
especie cercana del mismo género? Justifique su respuesta

PASO 3. Visualizacién de SSRs e interpretacion

Tras la amplificacién del fragmento que contiene el SSR, hay que proceder a la
separacion y visualizacion de estos fragmentos. A continuacion se comentardn
diversas metodologias de visualizacién y la interpretaciéon de resultados.

CASO 1. Electroforesis en gel de agarosa

Ciertos alelos SSR con suficiente diferencia de tamano pueden ser visualizados
mediante un simple gel de agarosa con la concentracion éptima (2-3%) vy
posterior tincion con bromuro de etidio (Figura 2).

Figura 2. Gel de agarosa que muestra los 3
genotipos existentes para un locus SSR con dos
alelos en una poblacién F2 . Imagen obtenida de:
www.cdfd.org.in/SILKSAT/ssragrs.html
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CASO 2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

En otros casos se opta por geles con mayor capacidad de resolucién, como los
geles de poliacrilamida. La tincién posterior puede realizarse con sales de plata
(Figura 3), pudiendo conservar el gel mediante procedimientos especiales, o
bien se pueden emplear cebadores marcados con P32 (radiactividad) o con los
fluoréforos IRD-700 e IRD-800, para su visualizacidon en analizador de fragmentos
LI-COR (Figura 4). Esta Ultima opcidén resulta la mds sencilla si se dispone del
equipo, pues se obtiene la imagen directamente sin necesidad de finciones ni
lavados y se pueden cargar al menos 2 muestras por pocillo mediante el
empleo de los 2 tipos de fluoréforos (una imagen para cada uno de los dos

canales).
C.pepo - u L

b.moschoro

+“— >
Figura 3. Gel de poliacriamida tenido con nitrato de plata que muestra los diferentes alelos
presentes en tres especies de calabaza (C. pepo, C. moschata y C. maxima).

SSR1

a —
p - -

Figura 4. Imagen del canal IRD-700 que muestra los c =-— d ——
diferentes alelos (a-g) del SSR1 de meldn en 10 individuos [— f e_'-
pertenecientes a los morfotipos mds importantes de la g e

especie.

CASO 3. Electroforesis capilar (analizador de fragmentos)

También se pueden emplear analizadores de fragmentos mds sofisticados
como secuenciadores automdaticos, basados en electroforesis capilar. El
empleo de diferentes flourocromos para el marcaje de los cebadores permite
la deteccidén por emision de fluorescencia, al mismo tiempo, de varios
productos de PCR, es decir de varios marcadores.

Esto ha hecho que se generalicen las reacciones de amplificacién multiplex
(Hayden et al, 2008). Este método consiste en amplificar varios loci SSR
simultdneamente, para lo que se requiere la optimizacién de las condiciones
de PCR, seleccionando cebadores que no interaccionen entre si, con similar
temperatura de unidén de cebadores y con alelos en diferentes rangos de
tamano, etc.

T T T T T T T T
28 20 01 4 5 8 290 242

/\"\ -
Individuo_1 VAR

e et N homaocigoto w
Individuo_2 ,'f\=\ i ) .
A~ N homocigoto w0 Figura 5. Electroferograma obtenido
i mediante secuenciador automdtico
ﬂ 0 donde se muestran 4 individuos
Individuo_3 i\ e e
- /N T heterozigoto - portadores de uno o dos alelos de un
T o ——— T locus SSR (tamafos 234 y 236 pb).
Individuo_4 ’/ﬂ‘\ EEE
gk homacigoto @
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CASO 4. Deteccion por HRM (High Resolution Melting)

Recientemente la técnica HRM (High Resolufion Melting) estd siendo muy
utilizada para genotipado de marcadores tipo SNP y SSR (Mackay et al., 2008).
El método implica la desnaturalizacién gradual de los amplicones y la
deteccién de pequenos cambios en la fluorescencia emitida gracias al uso de
fluoréforos de unidn a DNA de doble cadena. El uso de instrumentos con
control de la temperatura muy preciso permite que ligeras variaciones de
secuencia enfre las muestras puedan ser detectadas mediante las diferencias
en las curvas de fusion o melting. La curva de fusidon se logra mediante la
desnaturalizaciéon lenta de los amplicones problema. La fluorescencia es alta al
principio, cuando todo el DNA estd en forma de doble cadena y el fluoréforo
estd intercalado, y disminuye durante la desnaturalizacion, al aumentar la
temperatura, debido a que la molécula intercalante (fluoréforo) es liberada
pasando a la solucién. Esta curva de fusion y Tm (temperatura de fusion:
temperatura en la que el 50% de las moléculas de DNA se encuentran como
cadena doble) (Figura 6) es caracteristica de cada producto de PCR, variando
con la secuencia de bases, el contenido de GC vy la longitud del amplicén.

MNermalized and Temp-Shifted Melting Curves

100.000 —

: T .. Sauvignon blanc

P ML PR
., . b

&0 ] 82 5
Temgerature ('C)

Mormalized and Temp-Shifted Difference Plot

7308 i ,

PRelative Signal Differance.

>
151821 B \\“'-’:"//

&0 & a2 £
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Figura 6. Identificacién de microsatélites mediante HRM. Curva de fusion y gréfico diferencial. Se
observan las diferencias entre varios genoftipos para el SSR ZAG79 (Mackay et al., 2008).

Interpretacion
1. Dominancia-codominancia

Aungue en la mayoria de los casos los marcadores SSR se analizan como
codominantes y los diferentes alelos se distinguen por su tamano, en
algunos se interpretan como dominantes. Esto ocurre cuando los
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cebadores no amplifican en algun genotipo, dando lugar a un alelo nulo,
debido a que la secuencia de unién al cebador no se ha conservado en
estos genotipos. Normalmente se frata de estudios en los que se han
empleado marcadores disenados para otras especies o subespecies. En
general la transferibilidad de los SSR no es buena. Es estos casos también
suelen darse ejemplos de amplificacion preferencial, en la que en unos
genotipos la amplificacién se produce, pero no de forma eficiente debido
a alguna mutacion en la secuencia de unidn al cebador, de forma que
cuando estdn los dos alelos en un individuo prdcticamente sélo amplifica
uno, haciendo pensar que es homocigoto para el alelo preferencial y no
heterocigoto.

2. Alelos de tamanos similares y homoplasia

En algunos casos, y dependiendo del sistema de separacion de fragmentos
empleado o deteccidn, alelos de tamanos similares no se resuelven bien
interpretdndose como un Unico alelo. Esto ocurre normalmente cuando se
emplean geles de agarosa, en estos casos técnicas de mayor resolucion
como la electroforesis capilar o HRM serian mds adecuadas.

Otro caso es el de la homoplasia, productos de PCR de igual tamano, y que
por tanto consideramos como un mismo alelo, pero que en realidad no son
idénticos y presentan cambios de estructura, presencia de inserciones o
deleciones, cambios de bases o variaciones en la regidon flanqueante. En
algunos casos podrian llegar a distinguirse mediante HRM.

3. SSR multiloci

Debido a procesos de duplicacion en el genoma, en algunas ocasiones los
cebadores presentan secuencias complementarias a varias regiones, de
forma que se visualizan varios loci amplificados, que a su vez pueden
presentar varios alelos debido a su diferente evolucidon (Figura 7). Esto
dificulta la interpretacion de resultados.

1 . i

Figura 7. Gel de acrilomida en el que se
observan 2 loci (1y 2) fruto de la amplificacién
con una misma pareja de cebadores. El locus 1
-, Lo presenta polimorfismo con un alelo nulo (ver
o T punto 1 de la Interpretacion), mientras que el
locus 2 es monomérfico para los genotipos
probados.

4. Artefactos

En muchos casos la interpretacion de resultados también se ve dificultada
por la aparicidon de artefactos y bandas extra generados en el proceso de
amplificacién o durante la electroforesis.
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El efecto “sonrisa” en los geles normalmente se debe a diferencias en la
concentracion del tampdn que constituye el gel y el de los electrodos, o a
diferencias de temperatura entre los extremos y la regién central del gel
mientras corren las muestras (Figura 8).

La visualizacion de los llamados “espejos”, bandas extra, (Figura 9) puede
tener varias causas. La primera es el deslizamiento de la cadena sintetizada
en la amplificacion que conduce a la obtencién de productos de PCR de
diferente tamano, pero también puede deberse a la estructura secundaria
de DNA gue retarde la migracién en el gel o el alineamiento incorrecto de
la secuencias con motivos repetidos durante la renaturalizaciéon de la doble
cadena durante la amplificacion.

Eﬂ | :
3 ——— (b N\ i
=+ i S——

[ ﬁ* u'MN > |
-

Figura 8. Gel de acrilamida en el que se observan las muestras con efecto de sonrisa.
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Figura 9. Geles de acrilamida en los que se observan espejos para 2 SSRs evaluados en
dos poblaciones diferentes.
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