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CAPITULO 3: ANALISIS DE MARCADORES MICROSATELITES

SELECCION DE MARCADORES

Todo nuestro trabajo basado en el analisis de microsatélites se realizé con un panel de 8 de los
29 microsatélites descritos en el avestruz.

Los criterios para la seleccion de estos ocho marcadores fueron, en lo posible, los siguientes:

1. Que se tratara de repeticiones simples (p.e. (GT)4). Es decir, que no fuesen marcadores
multiples, que combinan dos o mas unidades distintas de repeticion (p.e. para el
microsatélite LIST013 la estructura repetida es (GT)s(ATGT)s(GT)s; (Kumari y Kemp
1998)).

2. Que fuera muy polimorfico, basandonos en el nimero de alelos descritos o en su
heterozigosidad o indices de polimorfismo, en caso de que se hubieran calculado.

3. Que, sobre la secuencia flanqueante descrita, se pudieran disefiar unos cebadores
adecuados en longitud, no-complementariedad de secuencia entre ellos y contenido

elevado de GC.

El tercer criterio se utiliz6 en el caso de los microsatélites LIST (Kumari y Kemp 1998), ya
que nosotros mismos disefiamos cebadores para su amplificacion, basaindonos en la secuencia
aparecida en GenBank (numeros de acceso: U85808-U85821). Con posterioridad salid
publicado el articulo donde los autores describian sus propios cebadores. Por ello, los tamafios
absolutos de los alelos que nosotros describimos para estos marcadores, son distintos de los
descritos por los autores, en funciéon de la cantidad de secuencia flanqueante al marcador

incluida por cada juego de cebadores.

Los microsatélites seleccionados fueron: LIST001, LIST009, LISTO11, LIST012, LIST014
(abreviados LOO1, L0O09, etc.) de Kumari y Kemp (/998) y Osm1, Osm2, Osm6 (Kimwele y
col. 1998).

Para mayor rapidez y facilidad en su analisis, optimizamos la amplificacion de los marcadores
en dos PCR multiples, de 4 microsatélites cada una, y su lectura en un secuenciador
automatico (ABI 310 Perkin Elmer®) por electroforesis capilar con marcaje fluorescente. La

lectura simultanea se permite utilizando distintos tipos de fluorocromos para microsatélites
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cuyos rangos de tamafio de producto amplificado se solapen. Para los marcadores de rangos
de tamafios no solapados se puede utilizar el mismo fluorocromo.
Las condiciones de amplificacion, asi como la secuencia de los cebadores para los ocho

marcadores, se encuentran descritas en el Anexo II.

INDICES DE POLIMORFISMO Y FRECUENCIAS ALELICAS

Se analizaron 153 animales para estos 8 marcadores. Ciento uno de estos animales se
consideran hibridos, por ser desconocido su origen o subespecies a las que pertenecen. Se
trata de animales domésticos provenientes de 10 explotaciones distintas. De los 52 animales
restantes, 40 pertenecen a la subespecie S. c. australis, 8 pertenecen a S. c¢. camelus, 2 a S. c.

massaicus y 2 a S. c¢. molybdophanes.

Los resultados para el nimero de alelos (descritos y teéricos) de cada marcador, rangos de
tamafio de sus productos e indices de polimorfismo se encuentran en la Tabla 5. Los indices
utilizados han sido: PIC (Polymorphism Index Content, indicador del nivel de polimorfismo
de cada marcador), PE (Probabilidad de Exclusion, probabilidad de que una serie de alelos
codominantes de frecuencias conocidas detecten un falso progenitor) y PS (Probabilidad

genética de distinguir individuos cercanos entre si).

El nimero promedio de alelos encontrados por marcador es 20 (11-37). Pese a que en todos
los casos se trata de microsatélites de repeticiones de 2 pb, los tamafios de los alelos extremos
pueden diferenciarse hasta en 138 pb (en L009), lo que implicaria 70 posibles alelos (uno

cada 2 pb, incluyendo ambos extremos).

Los resultados obtenidos para estos 8 marcadores en el avestruz demuestran que se trata de
marcadores altamente polimorficos (reflejado en los elevados valores de PIC) y, por lo tanto,
utiles en la identificacion individual y el analisis de relaciones de parentesco (reflejado por el
valor de PS) y paternidades (reflejado por el valor de PE). Para los tests de paternidad se
calcula la PE combinada, la probabilidad de detectar un falso progenitor utilizando los 8

microsatélites, que en nuestro caso resulta un 99,997%.
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Tabla 5. Nimero de alelos e indices de polimorfismo

Marcador Rangos tamaiio Num alelos PIC PE PS
(diferencia en pb) (tedricos)

L001 187-243 (56) 21 (29) 0,9070  0,8253 0,6988
L.009 135-273 (138) 37 (70) 0,9377 0,8479  0,1867
L011 107-145 (38) 18 (20) 0,8250  0,6997  0,6594
L012 109-191 (82) 19 (42) 0,8305 0,7099  0,6620
L014 247-273 (26) 12 (14) 0,7511 0,5839  0,6213
Osml 103-139 (36) 15 (19) 0,8306 0,7019  0,6634
Osm2 119-193 (74) 28 (38) 0,9157 0,8330  0,1856
Osm6 93-137 (44) 11 (23) 0,6182 0,4135 0,5474

Los alelos descritos para cada marcador, asi como el valor de sus frecuencias alélicas, se
encuentran resumidos en los siguientes histogramas. En el eje de la X encontramos los alelos
descritos, en el eje de las Y el valor absoluto de ese alelo en la poblacion total (153 animales).

Finalmente, el valor sefialado sobre cada columna (alelo), corresponde a la frecuencia alélica.
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Frecuencias alélicas L0011

‘Walores absahrios poblacionsles

187 191 193 195 197 199 203 205 207 209 211 213 215 219 221 223 225 229 231 239 243
Alelos

Frecuencias alélicas L011

107 109 111 113 115 117 119 121 123 125 127 129 131 133 135 137 143 145
Alelos

Frecuencias alélicas L012

109 131 139 141 145 147 149 151 155 173 175 177 179 181 183 185 187 189 191
Alelos
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Frecuencias alélicas L014

247 251 253 255 259 261 263 265 267 269 271 273
Alelos

Frecuencias alélicas Osm1

103 105 107 109 111 113 115 117 119 121 123 125 129 137 139
Alelos

Frecuencias alélicas Osm6
200

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Walores absakdon pobdacineoaies

93 97 99 101 103 111 113 117 119 121 137
Alelos
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ANALISIS DE SUBESPECIES

NUEVOS ALELOS DESCRITOS

De las 153 muestras analizadas, 52 correspondian a animales de subespecies en pureza. Al
analizar estas muestras para los 8 microsatélites, describimos alelos nuevos para algunos de
estos marcadores, alelos tanto dentro del rango de tamafios ya descrito para la poblacion
hibrida, como alelos nuevos de tamafios extremos, que, por lo tanto, ampliaban el rango
descrito para la poblacion de 101 animales.

La mayoria de los nuevos alelos se encontraron en solo 4 individuos, 2 S. ¢. molybdophanes y
2 S. c. camelus. La Tabla 6 muestra los nuevos alelos (de tamafios extremos) encontrados en

las muestras de subespecies en pureza.

Tabla 6. Nuevos alelos en subespecies

L009 Osmé6

S. ¢. camelus 249 121
257 117
S. ¢. molybdophanes 257 121
273 137
S. c. massaicus 103

Para L009 no es sorprendente la descripcion de nuevos alelos, ya que resulta ser el marcador
mas polimoérfico de todos los utilizados, con 37 alelos descritos y un rango de tamafios que
comprende 137pb entre su alelos mayor y menor.

En cambio Osm6 es el marcador con menos alelos y menor indice de polimorfismo (tres de
sus alelos engloban casi el 95% de las frecuencias). Si s6lo analizamos la poblacion hibrida,
se describen unicamente 3 alelos, entre 97 y 101pb (excepto para un individuo homocigoto
119). Dos individuos, un S. ¢. camelus y un S. c¢. molybdophanes amplificaron para 3 nuevos
alelos, y con un salto de tamafo considerable sobre los alelos mas comunes (Figura 4)
Clonamos y secuenciamos el alelo de mayor tamafio (137) para analizar su secuencia, y
encontramos que el aumento se debia a una insercion de una secuencia anénima, parcialmente

repetitiva de 30 pb. (Figura 5).

50



Resultados

Figura 4. Picos de deteccion de alelos amplificados en Osm6
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En el primer y segundo carril, los picos corresponden a los nuevos alelos en individuos S. c. molybdophanes
(MOL 2) y S. c. camelus (CAM 2), mientras que el tercer carril muestra los picos de amplificacion de los alelos
mas frecuentes, en un individuo hibrido (N1).

Figura 5. Esquema de la secuencia del alelo 137 de Osm6

(5)TTGACCATTCAGCATGCATGAAGACACCAAGAGCACACACACACACCAAGAG
CACGCACACACACCAAGAGCACGTACACACACACACACACAGCCAATCCATTTATT
ATGCATTAATGAGGGAAGGCAGCAGTTCT(3")

Cebadores
Secuencia insertada

ESTUDIOS POBLACIONALES

Con los datos de los 52 individuos de subespecies en pureza definimos las 4 poblaciones (una
para cada subespecie) y calculamos el numero de alelos y sus frecuencias para cada una de las
poblaciones.

Utilizamos el programa Dispan (Genetic Distance and Phylogenetic Analysis, Tatsuya Ota
1993) para calcular la Heterozigosidad media de cada poblacion (Tabla 7) y las diferencias

genéticas entre ellas, mediante el calculo de la distancia Da de Nei (Nei 1983).
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A partir de la matriz de distancias se construy6 un arbol filogenético de las subespecies. Para
ello se utilizé método de Neighbor-Joining (1000 replicas), y su visualizacion mediante el

programa Treeview (Figura 6).

Tabla 7. Heterozigosidad y error estindar en poblaciones de avestruz

Poblacion n Heterozigosidad media Error estandar
S. c. camelus 16 0.748 0.05
S. ¢. massaicus 4 0.729 0.07
S. c¢. molybdophanes 4 0.437 0.10
S. c. australis 80 0.829 0.03

n: numero de alelos analizado = nimero de individuos x 2

Figura 6: Matriz de distancias D, y arbol filogenético de las subespecies

| cAM  MAS MoOL
MAS | 0.7733
MOL | 0.5572 0.8834
AUS | 0.6036 0.6315 0.7907

CAM

LCL

AS

ATTE
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