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Microsatellites (STR’s), ADN Molecular Markers for Excellency
for conservation programs: A review

ABSTRACT. The science of genetics has been revolutionized in recent years by the techniques of molecular
biology, which make it possible to elucidate complex physiological functions at the gene level: especially after
discovery of the Polymerase Chain Reaction (PCR), which enabled studying and measuring genetic variability
at the molecular level. The utilization of molecular markers of the microsatellite type is especially noteworthy
in this regard, because of the particular intrinsic properties which make them the markers of choice for both
basic genetic studies and animal improvement The most important advances achieved in genetics based on
information provided by these markers have been analysis of population genetics, creation of the most
sophisticated gene maps, and detection of important genes. Measurement of DNA polymorphism by means of
these genetic markers in organisms with complex genomes, has made possible the mapping, manipulation
and cloning of genes associated with characters of biological interest. This article reviews some of the practical
uses derived from identification and analysis of DNA polymorphism, especially those related to studies based
on microsatellite-type markers.

Key words: Microsatellite, DNA, polymorphism, conservation

© 2005 ALPA. Todos los derechos reservados Arch. Latinoam. Prod. Anim. 2005. 13(1): 30-42

RESUMEN. La genética ha sido revolucionada en los tltimos afios por las técnicas de biologia molecular,
haciendo posible dilucidar complejas funciones fisioldgicas a nivel del gen. En especial y luego del descubri-
miento de la PCR, la cual ha permitido el estudio y la medicién de la variabilidad genética a nivel molecular;
asi podemos citar la utilizacién de los marcadores moleculares del tipo microsatélite, los cuales debido a sus
particulares propiedades intrinsecas, se han convertido en los marcadores de eleccién para estudios tantos de
genética basica como de la mejora animal. Desde los andlisis de genética poblacional, seguidos de las creacio-
nes de los més sofisticados mapas genéticos hasta la deteccion de genes importantes, han sido las principales
incursiones realizadas por los genetistas a partir de la informacioén aportada por estos marcadores. La medi-
cion del polimorfismo del ADN, mediante estos marcadores genéticos en organismos con genomas complejos,
ha hecho posible ademas mapeos, manipulacién y clonacién de genes asociados con caracteres biolégicos de
interés. En este articulo se plasman algunas de las utilidades practicas de la identificacion y anélisis del
polimorfismo del ADN, especialmente lo referido al estudio mediante los marcadores del tipo de microsatélite.
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Introduccion de una poblacion.
El reciente desarrollo de la biologia molecular y
En genética, tanto desde el punto de vista de la las nuevas herramientas estadisticas han permitido
mejora como de la conservacion, el principal objetivo la posibilidad de identificar y utilizar esa variacion
que se persigue es estudiar, determinar y medir la genomica para lamejora del ganado. Desde el punto
variacion existente, entre y dentro de los individuos de vista molecular, esta variacion, también denomi-
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nada «polimorfismo» derivada de cambios esponta-
neos en el ADN puede medirse hoy dia a través de
diferentes técnicas disponibles. Los cambios obser-
vados van desde la substitucién de un simple
nucleétido, que representa el tipo méas comun de
mutaciény que puede ser detectado a través del estu-
dio y analisis de los polimorfismos de base tinica
(SNP), hasta mutaciones que involucren mayores
nameros de sitios nucleotidicos (Dodgson et al., 1997).

Para efectuar estos estudios, ha sido de gran im-
portancia el desarrollo de la técnica de la reacciéon en
cadena de polimerasa (PCR) por Mullis et al. (1986),
la cudl es una reaccién enzimatica catalizada por
una ADN polimerasa, que permite la amplificacién o
reproduccién «in vitro» de grandes cantidades de una
region particular del ADN, a partir de una pequefia
cantidad original de ADN molde. Esta enzima re-
quiere, para la sintesis, de un par de oligos denomi-
nados iniciadores o «primers», cuyas secuencias son
complementarias a la de las regiones flanqueantes 5
y 3" del segmento particular de ADN que se aspira
amplificar.

Los marcadores de ADN, y en especial los
microsatélites, estan rapidamente reemplazando o
complementando a otros marcadores o metodologias
genéticas en las aplicaciones evolutivas y la conser-
vaciéon de las especies. Dado su elevado nivel de
polimorfismo, resultan ttiles para definir un tnico
genotipo multilocus, de particular interés en estudios
donde se requiera una escala muy fina de resolucién
y en los cudles otros tipos de marcadores podrian
presentar algunas limitaciones, siendo especialmen-
te estos estudios los referidos a: analisis de paterni-
dades, parentescos, asignacion de individuos araza,

planificacién de apareamientos y otros aspectos de
indole reproductiva (Jones et al., 1986).

Un buen marcador molecular debe reunir una se-
rie de caracteristicas para maximizar su utilidad,
entre ellas, debe tener una buena distribucién a lo
largo del genoma y alto grado de polimorfismo. La
técnica para analizar el marcador debe ser rapida,
practica y debe repetirse con fiabilidad en otros labo-
ratorios (Cheng y Crittenden, 1994).

Variacion genética y métodos de deteccion

Desde la aparicion de la PCR se han desarrollado
una serie de técnicas utilizadas para los estudios de
variabilidad genética en las especies animales. Entre
ellas técnicas se cita el uso de los marcadores
genéticos (Cuadro 1), la cual se basa en la clonacién
y secuenciacion de fragmentos de ADN, mientras que
otros, mas aleatorios, se basan en la deteccion de
polimorfismos al azar (fingerprint markers o huellas
digitales moleculares) (Dodgson et al., 1997).

Algunas caracteristicas y particularidades nota-
bles de los principales marcadores moleculares mas
utilizados en genética de poblaciones se detallan a
continuacion:

SNP (polimorfismo de base tinica)

Es un tipo de polimorfismo que corresponde a la
diferencia en una simple posicién nucelotidica, por
ejemplo sustituciones, delecciones o inserciones de
un solo nucleétido. La mayoria de este tipo de
polimorfismo presenta sdlo dos tipos de alelos (bi-
alelica), y por ello son referidas algunas veces como
marcadores bialélicos. Con la presencia solamente
de dos alelos, la méxima heterocigosidad esperada
para cada SNP es de solamente 50%, siendo por lo
tanto menos informativo que las regiones satélites de

Cuadro 1. Principales tipos de marcadores de ADN y métodos de deteccion.

Tipo de Marcador Acrénimo Alias Requiere: Principal uso
Polimorfismo de base tinica SNTP’s ADN clonado, secuencias, Mapas de Ligamiento
Polimorfismo de Longitud etc.

de Fragmentos de Restriccion =~ RFLP ADN clonado usualmente Mapas de Ligamiento
Secuencias Repetidas Cortas ~ SSR Microsatélites AND clonado y secuencias Mapas de Ligamiento
Secuencias de Sitios Marcados STS Secuencias de ADN Mapeas fisicos
Secuencias Expresadas

Marcadas EST Subset de STS Secuencias de ADNc Mapeos fisicos y de
ligamiento

Polimorfismo Amplificado

Aleatoriamente RAPD DAF, AP-PCR Oligos aleatorios Fingerprinting
Secuencias de Numero y

Tamafo Variable VNTR Minisatélites  Secuencias repetitivasy Fingerprinting

Polimorfismo de Longitud

deFragmentos Amplificados =~ AFLP

pruebas de hibridacién
Set de oligos disefiados y
especificos

Mapas de ligamiento

Modificado de Dodgson et al., 1997.
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ADN (minisatélites y microsatélites), las cuales ge-
neralmente presentan multiples alelos y sus valores
de heterocigosis superan el 70%. En forma general,
para la construccién de mapas genéticos a partir de
SNP son requeridos hasta 3 veces mas marcadores
comparativamente que con los STRP’s (Kwok et al.,
1996).

Aunque muchos de los SNP’s se localizan en re-
giones no codificantes, un nimero importante de es-
tas mutaciones que corresponden a sitios de genes
(codificantes) se han asociado a enfermedades u otra
expresion fenotipica. Su alta frecuencia en el genoma
y su baja tasa de mutacion, hacen que se constituyan
como elementos deseables para la construcciéon de
mapas genéticos. En el caso del genoma humano,
donde mayoritariamente se han estudiado los SNP’s,
se estima que un SNP con una heterocigosis por enci-
ma del 30% se espera que se presente cada 1.3 kb
(Kwoketal., 1996).

Minisatélites o Nimero de Secuencias de Tamario
Variables (VNTR)

Marcadores polimérficos descubiertos por Jeffreys
etal. (1985), en el que ciertas pruebas de hibridacién
para secuencias repetitivas generaban un complejo
patrén de bandas que contenian un polimorfismo
heredable. Los VN'TR son repeticiones al azar en tan-
dem de 10 a 60 pb, altamente polimorficos y con ele-
vadas tasas de heterocigosis en las poblaciones
(Vance y Othmane, 1998).

Microsatélites o Secuencias Repetidas Cortas (SSR)

Los microsatélites son segmentos cortos de ADN
de1a 6 pares de bases (pb), que se repiten en tindem
y de forma aleatoria en el genoma de los seres vivos
(Figura 2). Algunas de las caracteristicas de estos

marcadores versus otros (minisatélites, RFLPs,
RAPDs, etc.) que son considerados por la mayoria de
autores como una poderosa herramienta para estu-
dios genéticos son: presentan un elevado grado de
polimorfismo, su herencia es mendeliana simple, son
codominates (pudiéndose diferenciar los individuos
homocigotos de los heterocigotos), son faciles de me-
dir y analizar, tienen una confiabilidad del 100%,
repetitivos y automatizables. Estos marcadores se
encuentran generalmente en regiones no codificantes
del genoma y distribuidos uniformemente (Goldstein
y Schlotterer, 1999).

Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Res-
triccion (RFLP)

Es una de las primeras técnicas descritas (Botsein
et al., 1980), desde la aparicion de la PCR, y consiste
en visualizar las diferencias al nivel de la estructura
del ADN, basandose en el uso de enzimas de restric-
cion que cortan el ADN en sitios donde se encuen-
tran una secuencia especifica de nucleétidos. La iden-
tificacion de los fragmentos (RFLPs) requiere del uso
de geles de electroforesis que permitan separar los
fragmentos que difieren en tamafo. La limitaciéon de
esta técnica es que tnicamente identifica dos alelos
por locus, por lo que la variabilidad obtenida es redu-
cida. Otra limitacién es que la aproximaciéon con
RFLPs, para la btisqueda de polimorfismo en pro-
ductos de PCR no es metodolégicamente efectiva al
100%, ya que muchos SNPs potenciales podrian no
cambiar un sitio de restriccién, y por tanto no serian
detectados por ella (Vance y Othmane, 1998).

Polimorfismo Amplificado Aleatoriamente
(RAPD)

Representan a marcadores que se basan en el uso

Figura 1. Descubrimiento de un SNP (1), obtenido mediante el alineamiento de fragmentos a partir de
secuenciacion directa de un producto de PCR. Fuente: Vignal et al., (2002).
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FPrimer 1

CA oy
|?| TP GATATCTGGTA

CTGGACTATAGACCAT — ACACACACACACACAC - GUTGTGATGGTUTAC

Microsalélite

CACCTGATATCTGGTA-—TGTGTGTETGTGTGT G- —CHEACACT ACCAGATG

GCTGTGATCG oy | -

Primer 2

Figura 2. Microsatélites, ejemplo de un di-nucleétido A-C(n).

de oligonucleétidos (iniciadores) cortos, los cuéles a
través de una reacciéon PCR, que se caracteriza por
temperaturas de «annealing» bajas, lo cual genera una
serie de fragmentos de amplio espectro a partir del
ADN molde. La habilidad consiste entonces en en-
contrar aquellos fragmentos amplificados y que re-
sulten ser polimorficos, los cudles pueden posterior-
mente ser mapeados. Una de las principales limita-
ciones del uso de los RAPDs es la baja repetibilidad
de los analisis, aunado a la necesidad de usar un
gran panel de RAPDs, lo que representa un elevado
valor econémico y un laborioso trabajo analitico.
Asimismo, y dado que es un marcador genético de
tipo dominante, no podemos discriminar la existen-
cia de heterocigotos, subestimando la cantidad de
polimorfismo existente (Levin et al., 1994).

Marcadores microsatélites

Dado que los microsatélites estin mas o menos
distribuidos a lo largo de todo el genoma de los
eucariotas, aunque con baja frecuencia en las regio-
nes codificantes y, quizas también en los telémeros,
su presencia en estas regiones se ha descrito asocia-
da a enfermedades (Armour et al., 1994; Hancock,
1999; Tautz y Schlotterer, 1994). Sin embargo, atn se
desconoce el significado funcional de estas secuen-
cias, a pesar de que la hipétesis mas aceptada apun-
ta a que pueden estar relacionados con el
empaquetamiento y la condensacién del ADN en los
cromosomas (Vanhala et al., 1998).

Debido a particulares ventajas, el uso de
microsatélites ha tenido un gran impacto en el estu-
dio de la genética de animales y plantas. Desde su
descubrimiento en 1989 (Litt y Luty, 1989, Tautz,
1989, Weber y May, 1989). El anélisis con
microsatélites involucra la detecciéon de fragmentos
especificos de ADN y nos da la medida de los alelos
(en pares de bases, pb) en cada una de las regiones.

Aplicaciones de los microsatélites

Identificacion Individual y Pruebas de Paternida-
des:

El principio de las pruebas de paternidad utili-
zando marcadores genéticos consiste en la compara-
cioén del genotipo y/o fenotipo de la descendencia

con el de sus progenitores. Como principio
«mendeliano», uno de los alelos que presenta un in-
dividuo proviene del padre y el otro de la madre. En
dicho analisis, al igual que la identificacion indivi-
dual, la identificacion del (os) testigo (s), tanto a nivel
fenotipico como genotipico debe ser perfectamente
conocida y concordante con la informacién obtenida
en los analisis realizados al individuo.

El elevado polimorfismo que presentan estos mar-
cadores y la posibilidad de poder detectar ambos
alelos, los hace muy ttiles para identificaciones in-
dividuales, ya que resulta muy poco probable que
dos individuos elegidos al azar, si son analizados
para una serie de marcadores, compartan todos sus
alelos. Para seleccionar los marcadores a utilizar,
estos deberian reunir las caracteristicas descritas
anteriormente y presentar ademas: alta variabilidad,
herencia estable (baja tasa de mutacién), elevada
reproductividad y precision, la no presencia de alelos
«nulos», ser un procedimiento facil, rapido, econé-
mico, potencialmente automatizable, que la informa-
cién del genotipo pueda ser transferida rapidamen-
te, que la fuente de ADN no esté limitada tinicamente
a muestras sanguineas frescas ni a grandes cantida-
des de ADNy por tltimo, presente una segregacion
independiente con otros marcadores al ser combina-
dos en la prueba.

Durante las tultimas décadas las pruebas de pa-
ternidad en équidos (especificamente en caballos) se
han venido realizando principalmente a través de la
tipificaciéon sanguinea, incluyendo tanto pruebas
serolégicas como grupos sanguineos (hemotipados);
asi como, analisis electroforéticos del polimorfismo
de proteinas y enzimas sanguineas (alozimas). Siete
sistemas de grupos sanguineos y 16 polimorfismos
bioquimicos han sido reconocidos internacional-
mente y utilizados rutinariamente a nivel mundial,
como herramientas oficiales para la prueba de pater-
nidad (ISAG, International Society of Animal
Genetics). La combinacién de estos sistemas propor-
ciona un 97% de probabilidad de detectar o asignar
un padre o una madre incorrecta y cerca del 100% de
probabilidad para un cruzamiento entre individuos
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de otras razas (Bowling y Clark, 1985, Bowling, 2001).
Actualmente, con un conjunto aproximado de 10-12
marcadores microsatélites, se obtiene una efectividad
tedrica para detectar parentescos incorrectos (PE) por
el orden del 99.99% (Aranguren-Méndez et al., 2001;
Bowling et al., 1997).

Mapas Genéticos y Genémica Comparativa:

Otra aplicacién, de los microsatélites es la cons-
truccion de mapas de ligamiento més completos y
detallados; asi como la identificaciéon de genes de
interés (QTL’s).

Todos los marcadores pueden ser utilizados para
mapas de ligamiento; sin embargo, se requiere, que
los alelos se segreguen independientemente y que
ademas puedan ser monitoreados a través del pedi-
gri. La descendencia puede ser informativa si los pro-
genitores son doble heterocigotos en los loci analiza-
dos. Los loci situados en cromosomas distintos po-
drian recombinarse libremente durante la
gametogénesis parental hasta un 50% (segregacion
independiente); mientras que, si se encuentran en el
mismo cromosoma recombinarian con una frecuen-
cia que oscila entre 0 a 50% dependiendo de la dis-
tancia en centi-morgans (cM) presente entre ellos.

Asi, un mapa genético bien surtido de marcado-
res se convierte en una herramienta muy util para
identificar genes responsables de caracteres de inte-
rés. Se trata de buscar asociacién entre varios alelos,
en cualquiera de los marcadores, segregando en po-
blaciones que presentan el caracter de interés, para
identificar regiones del genoma donde es mas proba-
ble que se encuentre el gen responsable de ese caréc-
ter (Cheng et al., 1995).

Actualmente existen proyectos internacionales
para elaborar mapas genéticos en las principales es-
pecies domésticas (Roslin Institute, http://
www.ri.bbsrc.ac.uk), los cuales describen abundan-
tes marcadores de este tipo.

Estudios de Genética Poblacional:

Representa una de las dreas en donde los
microsatélites han sido més ampliamente utilizados,
ya que nos permite estimar los niveles de variabili-
dad genética dentro de las poblaciones y analizar las
relaciones genéticas existentes entre las mismas. Este
tipo de estudio es de gran importancia para realizar
estimaciones de la diversidad genética y de la con-
sanguinidad existente en poblaciones de animales
domeésticos en peligro de extincion.

Durante los tltimos afios se han realizado mu-
chos estudios que han utilizado los microsatélites
para analisis filogenéticos, concluyendo que, con un
buen ndmero de loci analizados y con apropiadas
tasas de mutacion, los microsatélites pueden dar una
buena aproximacién de la filogenia (Aranguren-
Meéndez et al., 2001, 2002(a), 2002(b), 2002(c), 2002(d);
Farid et al., 2000; Ishida et al., 1994; Ishida et al., 1994;

Loftus et al., 1994; Peelman et al., 1998; Saitbekova et
al., 1998; Takezakiy Nei, 1996).

En los estudios de genética de poblaciones, los
marcadores permiten la identificaciéon de cada alelo
por locus, la obtencién de datos poblacionales, y el
calculo de las frecuencias alélicas. De esta manera
podemos estimar las distancias genéticas entre po-
blaciones o entre individuos (Bowcock et al., 1995,
Ponsuksili et al., 1999); asi como también realizar
andlisis filogenéticos y de estructura de la poblacion.
La diversidad o variabilidad genética se puede defi-
nir como «la capacidad genética para variar», y por
ende, la capacidad a responder tanto a variaciones
de indole ambiental como a cambios en los objetivos
de seleccion. Es asi, como la variabilidad genética
constituye la base del progreso genético (Rochambeau
et al., 2000).

Asignacion de Individuos a Raza:

Diferentes procedimientos han sido informados
para este propdsito, indicando una gran variedad de
aplicaciones y de metodologias para la correcta iden-
tificacion de la fuente poblacional (Cornuet et al., 1999,
Paetkau et al., 1995, Rannala y Mountain, 1997).

Los dos métodos mas utilizados para asignar in-
dividuos a poblaciones o razas son: basados en pro-
babilidades y basados en distancias genéticas. En
los primeros, los individuos son asignados a aquella
poblacién en la que su genotipo presenta una mayor
probabilidad de pertenencia; mientras que, en los
segundos, los individuos son asignados a la pobla-
cién que genéticamente sea mas cercana.

Métodos Basados en Probabilidades:

a.- Método de frecuencias:

Este método fue descrito originalmente por Paetkau
etal. (1995), y consiste en asignar un individuo a una
poblacién basandose en el valor de probabilidad de
su genotipo individual de pertenecer a ella. La asig-
nacién por este método se realiza en tres etapas: a.1.-
Calcula las frecuencias alélicas de todas las pobla-
ciones potenciales. a.2.- Calcula la probabilidad de
ocurrencia de cada genotipo multilocus para cada
una de las poblaciones y a.3.- Asigna el individuo a
aquella poblacién en la cual el genotipo multilocus
obtuvo la mayor probabilidad.

b.- Método Bayesiano:

Este método es bastante similar al anterior y esta
muy relacionado con lo reportado por Rannala y
Mountain (1997), quienes utilizaron la metodologia
Bayesiana para detectar migrantes mediante el uso
del genotipado multilocus. Asumiendo una funcién
de densidad igual a priori de las frecuencias alélicas
de cada locus en cada poblacién, Rannala y Mountain
(1997), mostraron que la probabilidad marginal de
observar un individuo con un genotipo A/A,, en el
locus j y en la poblacién i es igual a:

(0, *1/K+1) (0, +1/K)) / ((n, +2) (0, + D) sik =k
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20, +1/K) (n,+1/K)/ (0,+2) (n, + D) sik 'K
donde 1, es el nimero de alelos k muestreados en el
locus j y en la poblacién i (que no contiene al indivi-
duo a ser asignado), 1, es el numero de copias de
genes muestreados en el locusjy enla poblacioniy K,
es el numero total de alelos observados del locus j en
las poblaciones estudiadas.

Métodos Basados en Distancias:

Los métodos basados en distancias asignan el in-
dividuo ala poblacién genéticamente més cercana o
proxima. Para ello se requiere definir una distancia
entre el individuo y la poblacién. Se han definido
numerosas distancias genéticas; sin embargo las po-
demos agrupar en dos grandes bloques: las distan-
cias entre poblaciones (p.e. distancias de Nei; distan-
cia de cuerda de Cavalli-Sforza y Edwards, etc.) y las
distancias entre individuos (eje. distancia de alelos
compartidos (D,,)) (Chakraborty y Jin, 1993).

En el primer caso se adaptan estas distancias a la
relacion entre individuo-poblacion, considerando a
los individuos cémo una muestra de dos genes (los
posibles valores de frecuencias alélicas son 0, 0,5 y
1). Mientras que, en el caso de los alelos compartidos
(D,o), la distancia entre un individuo y la poblacién
se toma como el promedio de distancia entre el indi-
viduo y los miembros de esa poblaciéon (Aranguren-
Méndez et al., 2002(b)).

A pesar de las grandes ventajas que poseen los
microsatélites como marcadores moleculares, existen
también otros factores a considerar que pueden dis-
minuir el poder y/o la sensibilidad de éstos como
marcadores de eleccion, o pueden ser fuente de error
que disminuya su utilidad en los estudios genéticos.
Estos factores son: el patron de mutacion, los alelos
nulos y la homoplasia.

Mutacion, alelos nulos y homoplasia en los
microsatelites

Mutacion:

Las mutaciones son alteraciones del material
genéticoy en ellas se incluyen desde simples sustitu-
ciones de un solo nucleétido hasta las deleciones o
inserciones de uno o mas nucleétidos. La mayoria de
las mutaciones en animales no conllevan a cambios
en el fenotipo, ya que, ocurren en regiones no-
codificantes (mutaciones silentes). De forma general,
las regiones o secuencias codificantes muestran una
baja tasa de mutacion que se ve reflejada en la escasa
variabilidad existente dentro de especies y el alto gra-
do de conservacion que presentan estas regiones en-
tre especies (Eisen, 1999). El elevado grado de con-
servacion de estas regiones se pueden explicar mu-
chas veces por el hecho de que las mutaciones dentro
de estaregion son deletéreas, ya que causan la pérdi-
da de una funcién importante y por lo tanto son eli-
minadas por seleccién purificadora.

Entender el proceso mutacional de los
microsatélites es esencial antes de inferir las relacio-
nes existentes entre la variacion observaday las dis-
tancias genéticas o la estructura de una poblacion.
Los microsatélites, a diferencia de otros marcadores,
tales como proteinas o enzimas, presentan un patrén
diferente de mutacién, ya que en primer lugar, la
mayoria de las mutaciones estan involucradas por la
ganancia o pérdida de una simple unidad de repeti-
cion (Weber y Wong, 1993), ademas de la propia pre-
sencia de homoplasia, la cudl a su vez causa una
subestimacion de la cantidad total de variacion entre
poblaciones y por ende de las distancias genéticas;
por lo tanto, ocurre una sobreestimacion de las simi-
litudes entre las poblaciones.

La tasa de mutacion en los microsatélites ha sido
estimada en un rango que oscila entre 10° y 10°mu-
taciones por gameto (Bowcock et al., 1995, Forbes et
al., 1995); sin embargo, el mecanismo cémo los
microsatélites mutan es aiin desconocido. Dos meca-
nismos son los que principalmente han sido propues-
tos: en primer lugar se cita un desigual cruce en la
meiosis y en segundo lugar un desliz de la hebra del
ADN durante la replicacion, siendo al parecer esta
altima, la principal causa de mutacién de los
microsatélites (Goldstein y Schlotterer, 1999).

In vitro, algunos factores intrinsecos, tales como,
lalongitud de la repeticion y la composicion (tipo de
base nitrogenada) han demostrado que pueden afec-
tar la tasa de mutacion de los microsatélites. Es asi
como los dinucleé6tidos presentan tasas de mutacion
mas elevadas que los trinucleétidos, y las secuencias
con alto grado de AT (adenina-timina) en su compo-
sicién mutan a mayores tasas que las que presentan
altas combinaciones de GC (guanina-citosina)
(Schlotterer y Tautz, 1992).

Los dos principales modelos que se han utilizado
para modelar el proceso mutacional de los
microsatélites son: el modelo de alelos infinitos (IAM)
y el modelo mutacional por pasos (SMM). En el IAM
se supone que la mayoria de nuevas mutaciones dan
lugar a nuevos alelos distinguibles, es decir, los nue-
vos alelos mutantes son siempre diferentes a los que
ya existian en la poblaciéon original, por lo que en
este caso la homoplasia no existe o es despreciable.
En el SMM los alelos s6lo pueden mutar por la ga-
nancia o pérdida de una sola unidad de repeticion;
debido a esto, queda claro que puede existir una gran
cantidad de homoplasia. Ambos modelos son por lo
tanto extremos. Otro modelo intermedio que se cita
en la literatura, aunque con menor frecuencia es el de
dos fases (TPM) y es igual al SMM, pero permite que
se puedan dar mutaciones de mayor magnitud (Teo-
ria de la Coalescencia) y predice la varianza espera-
da en nimero de repeticiones de un microsatélite,
bajo distintos procesos mutacionales e historias de-
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mograficas. En este modelo se pueden dar «mutacio-
nes viejas» (alelos ya existentes en la poblacién), pero
también «mutaciones nuevas» (alelos nuevos en la
poblacién), con lo cudl la cantidad de homoplasia
existente siempre serd menor que en el modelo SMM.
Por lo tanto TPM en la préctica seria méas parecido al
IAM (Di Rienzo et al., 1994; Murray, 1996).

Al principio se esper6 que los microsatélites si-
guieran el SMM, pero los analisis experimentales han
demostrado que no se trataba de un modelo simple
(Kwok et al., 1996). Parece ser que, dependiendo del
tamano de la unidad de repeticiéon, un microsatélite
se adapta mas a un modelo o al otro. Los
microsatélites de repeticiones de 3-5 pb parece que si
siguen el SMM (Tautz y Schlotterer, 1994), mientras
quelos de 1-2 pb siguen el IAM o el TPM (Vanhala et
al., 1998), al igual que los minisatélites (repeticiones
de 10-60 pb) (Estoup et al., 1999).

Alelos Nulos:

Se habla de alelos nulos cuando estos no pueden
ser amplificados por PCR, debido principalmente a
una mutacion en el punto de hibridacién del inicia-
dor. Uno de los alelos no amplifica y por lo tanto el
individuo es catalogado como homocigoto para el
otro alelo (Dawson et al., 1997). La existencia de alelos
nulos es especialmente dificil de detectar cuando su
frecuencia en la poblacién es baja y cuando no se
dispone de informacién genealdgica fiable. Su deter-
minacion seria posible si se presentara en
homocigosis, ya que no obtendriamos producto am-
plificado de un determinado individuo para ese locus.

En los casos de verificacion de paternidades, po-
demos sospechar la presencia de alelos nulos en un
marcador cuando todos los demdas marcadores apun-
tan a un progenitor y sin embargo, es homocigoto
para ese marcador excluyente, siendo el descendien-
te homocigoto para ese marcador para uno de los
alelos parentales. Un alelo nulo podria llevarnos a
interpretaciones erréneas y excluir a estos animales
como posibles progenitores en un analisis de pater-
nidad, ademas de sesgar las estimaciones de las fre-
cuencias alélicas en las poblaciones. Otra manera
para detectar la presencia de alelos nulos seria a par-
tir del calculo del déficit de heterocigotos para el equi-
librio Hardy-Weinberg (Neuman y Wetton, 1996).

Para solucionar el problema de los alelos nulos se
pueden disenar cebadores alternativos fuera del pun-
to de mutacioén y volver a analizar los individuos
clasificados como homocigotos. Asimismo, esto se
puede evitar no utilizando marcadores que han sido
reportados como portadores de alelos nulos en cier-
tas poblaciones o razas, ya que pueden darnos pro-
blemas de esta indole (Dawson et al., 1997, Mundy y
Woodruff, 1996).

Homoplasia:

Originalmente, el término «homoplasia» fue utili-

zado por los evolucionistas para referirse al hecho
de que un mismo caracter, presente en dos especies,
no siempre ha derivado del mismo caracter ances-
tral. A nivel genético, se dice que dos alelos son
homoplésicos cuando poseen un estado idéntico,
aunque no sea por descendencia (Estoup y Cornuet,
1999).

La homoplasia se refiere al hecho de que dos alelos
tengan el mismo tamaro (pb) pero no es debida a que
sean idénticos. Se toma como idénticos por tener el
mismo tamafo pero intrinsecamente existen claras
diferencias en cuanto a su estructura, presencia de
inserciones y/o deleciones, cambios de bases o va-
riaciones en la region flanqueante (Primmer y
Ellergren, 1998).

Este es un tipo de polimorfismo que puede detec-
tarse inicamente por secuenciacién, y puede pasar
inadvertido en caso de analizar individuos median-
te amplificacion por PCR y electroforesis para asig-
nar tamafios. La homoplasia en las pruebas de pater-
nidad y parentesco nos supone una relacién cuando
no la hay o viceversa. También puede ser fuente de
error en estudios poblacionales o de evolucién por-
que la tasa de mutacién de los microsatélites esta re-
lacionada de forma compleja con el tamafio y compo-
sicién del alelo. Por ejemplo, los alelos interrumpi-
dos o compuestos conllevan con maés frecuencia a
casos de homoplasia (Tautz y Schlotterer, 1994).

En modelos mutacionales del tipo IAM se supone
la no presencia de homoplasia, ya que una nueva
mutacién produce la creacion de un nuevo alelo; en
este caso totalmente distinto al que existia previa-
mente en la poblacién. Sin embargo, los otros mode-
los de mutacién (SMM, TMP) pueden llegar a gene-
rar homoplasia y la cantidad dependera de la tasa de
mutacién presente en la poblacién.

En los marcadores del tipo microsatélite se espera
en teoria una cierta cantidad de homoplasia, ya que
existe evidencia de que directa o indirectamente los
microsatélites presentan un tipo de mutacion del tipo
SMM o TPM,; los microsatélites se caracterizan por
presentar una elevada tasa de mutaciéon que puede
oscilar entre 10° y 10° mutaciones por locus y genera-
cion (Renwick et al., 2001); por ultimo, el rango limi-
tado de tamafos de alelos presentes en los
microsatélites reduce los posibles estados alélicos
favoreciendo la cantidad de homoplasia (Nauta y
Weissing, 1996; Estoup et al., 1999).

Analisis de la variabilidad genética

Existe una gran diversidad de estadisticas para
cuantificar la variabilidad genética y resumir la in-
formacion a términos mas manejables. Los estadisti-
cos mas empleados son: porcentaje de loci
polimérficos, el nimero medio de alelos por locus, la
heterocigosidad esperada (H,) y observada (H,,) y el
indice de contenido de polimérfico (PIC) (Aranguren-
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Méndez et al., 2001, 2002(b).

Porcentaje de loci polimérficos:

Un locus se considera polimorfico si podemos de-
tectar mas de un alelo en una poblacién. General-
mente el criterio mas utilizado es el del 1%, es decir,
un locus serd polimoérfico si el alelo mas comtn pre-
senta una frecuencia menor al 99% en la poblaciéon
bajo estudio.

Numero medio de alelos por locus:

Esta estadistica indica el nimero medio de alelos
que presenta un locus en una poblacion. Sin embar-
go, dicha medida depende mucho del nimero de in-
dividuos analizados, ya que cuando el nimero es
grande, mayor es la probabilidad de detectar alelos
suplementarios. No obstante, este estadistico es ttil
para estudiar la existencia de variabilidad criptica
en los loci.

Heterocigosidad (H):

Representa una mejor medida de la variacién
genética, ya que es precisa y no arbitraria. La
heterocigosidad la podemos estudiar como H_y H,.

La H,, se define como la frecuencia relativa de in-
dividuos heterocigotos observados en la muestra para
cualquiera de los loci y se calcula por computo direc-
to. Mientras que la H, desde el punto de vista mate-
matico, es la probabilidad de que dos alelos tomados
al azar de la poblacién sean diferentes (Crow y
Kimura, 1970). En una poblacién en equilibrio H-W,
la frecuencia de los heterocigotos viene dada por la
ecuacioén 2 pq.

El célculo de la H; en la poblacién puede realizar-
seatravésde:H, =1-Sp,?

siendo p?= (homocigosidad) o también su equi-
valente: H, =S pi (1 - pi) siendo este termino también
conocido como diversidad génica de Nei (1977).

Segtin Zapata (1987), la H, es un buen estimador
de la variabilidad, dado que se aplica a cualquier
especie, independientemente de su estructura
reproductiva o genética, pudiéndose por tanto reali-
zar comparaciones entre ellas.

Indice de Contenido Polimérfico (PIC):

EI PIC es similar al valor de heterocigosidad y os-
cila entre 0 y 1. Este indice evalda la informatividad
de un marcador en la poblaciéon de acuerdo a las fre-
cuencias de los alelos. Para su calculo se multiplica
la probabilidad de cada posible cruzamiento (esti-
mado a partir de las frecuencias alélicas) por la pro-
babilidad que sean informativos, es decir, que se pue-
da identificar al progenitor del que procede el alelo
(Botsein et al., 1980).

nn-1n
PIC=1- (« piz) w2 pizpjz
i=1i=1j=i-1

Donde p, ...p, son las frecuencias de los 1 alelos.

Probabilidad de exclusion (PE):

Expresa la probabilidad de que la asignacion erré-
nea de un progenitor sea detectada por el anélisis
(Jamieson, 1994).

PE= « | 2»p12 + 2”p13 + 2”pi4 - 3”p15 - 2(«p12)2 +
3»pi2'|pi3

o)

PE =«p, (1-p)*- «(p,p)* (4 -3 (P, + P));

dondei>jyp,...p, sonlas frecuencias de los alelos.

PE_,=1-((1-PE)) (1-PE,)........ (1-PE))); ala probabi-
lidad global de un conjunto de marcadores.

Equilibrio Hardy-Weinberg (H-W):

La ley de Hardy-Weinberg (Hardy, 1908;
Weinberg, 1908) representa a una poblacién grande
de individuos diploides, con reproduccién sexual
aleatoria, sin seleccién, mutacion y migracion, las fre-
cuencias génicas y genotipicas permanecen constan-
tes de generacioén en generacién y, ademads, existe una
relacion simple entre ambas. Asi, una poblacién con
frecuencias génicas y genotipicas constantes, se dice
que estd en equilibrio H-W.

Cuando la poblacién se desvia de manera signifi-
cativa de estas proporciones se habla de desequili-
brio H-W, y se puede medir mediante el indice de
fijacion F (Wright, 1965), el cudl se expresa para un
locus cualquiera como:

F= (HE B Ho) / (HE)’

Siendo H, y H, la heterocigosidad esperada y ob-
servada para ese locus, respectivamente. Cuando el
indice de fijacion F es igual a cero se indica que la
poblacion esté en equilibrio; mientras que si F es dife-
rente de cero, ya sea en forma positiva o negativa,
indicaria que existe un déficit o exceso de
heterocigotos, respectivamente.

Analisis de la estructura poblacional

Antes de realizar los analisis de la estructura
poblacional es esencial probar la variaciéon genética
encontrada mediante los microsatélites, con el objeto
de que no se haya violado alguna de los supuestos
bésicos en un analisis poblacional. Estos supuestos
son tres: a) selectiva neutralidad de cada locus, b) la
inexistencia de alelos nulos y c) independencia de
los loci (Murray, 1996).

Efectos como la seleccién, puede confundir los re-
sultados, y cualquier loci que esté presumiblemente
ligado a un cardcter de interés selectivo debe ser des-
cartado del anélisis. Aunque la mayoria de los
microsatélites se comportan de manera neutral
(Murray, 1996).

Para los estudios de la estructura de la poblacion
los analisis de la F-estadistica han mostrado ser una
herramienta ttil para dilucidar los patrones y extraer
la variacion genética residente entre y dentro de las
poblaciones. Segtn estos estadisticos, la variabilidad
de una poblacién global puede ser subdivida entre
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sus subpoblaciones (Aranguren-Méndez et al.,
2002(d).

Wrigth (1965) defini6 tres F-estadisticas: F, F y
F,,, como correlaciones entre unidades gaméticas en
la poblacién a diferentes niveles. Los estadisticos F
y F,; explican las correlaciones entre dos unidades
gaméticas tomadas al azar de una subpoblacién y
del total de la poblacién como un todo respectiva-
mente; y nos indica el exceso o déficit de heterocigotos
presentes; mientras que el F, es la correlacion entre
dos gametos tomados al azar de cada una de las
subpoblaciones y mide el grado de diferenciacion
genética entre dos subpoblaciones. Estos pardmetros
se relacionan a través de la siguiente expresion:

(1 - Fn‘) = (1 - Fls) ’ (1 - FST) (1)

Pudiéndose inclusive en algunos casos extender
el analisis a niveles jerarquicos adicionales dentro
de la poblacién, y en casos de analisis de variabili-
dad genética intraracial, subdividiendo las razas en
subpoblaciones, hasta dos niveles jerarquicos, por lo
que la ecuacion (1) extendida seria:

(1-F)=@1-Fg) -1-F) -(1-F.)

donde F .y F. . miden el grado de diferenciacion
genética entre subpoblaciones dentro de razas y den-
tro de las subpoblaciones, respectivamente (5).

La desviacion del equilibrio H-W puede ser debi-
da a una variedad de causas. Si los resultados arro-
jan un exceso de heterocigotos, podria en este caso
ser atribuida a la presencia de una selecciéon
sobredominante o la ocurrencia de migraciones enla
poblacién estudiada; si por el contrario los hallaz-
gos son de déficit de heterocigotos, podria deberse a
cuatro factores principalmente; en primer lugar, que
el locus esté bajo seleccion; en segundo lugar, a la
presencia de alelos nulos en esa poblacién, dando
una falsa lectura de un exceso de homocigotos; en
tercer lugar a altos niveles de consanguinidad en la
poblacién, producto de apareamiento entre indivi-
duos emparentados y, en cuarto lugar, se atribuiria a
la presencia de una cierta subestructuraciéon
reproductiva de la poblacién (efecto «Wahlund»)
(Nei, 1987).

Nei (1977), reformulé los indices F, basandose en
los valores de H, y H,. En este modelo, el cudl es
independiente del nimero de alelos presentes en cada
locus, la diferenciacién o estructura de la poblacion
se mide por un parametro denominado G, (Nei, 1973,
1977), analogo al F_, y que cumple la siguiente rela-
cion:

(1 - Gn‘) = (1 - Gls) (1 - GST);
donde:
GST = (HT_ Hs) / (HT)

H, es equivalente a la anterior H,, mientras que H,
se define como la heterocigosidad media esperada
por locus en la poblacion total: H .= (4, h,) / k; siendo
kel namero de loci y h, la heterocigosidad esperada
en la poblacién total para un determinado locus. Una
vez introducida la definiciéon de diversidad genética
de Nei (Gg,), Hy viene a representar la diversidad
genética dentro de la subpoblacion y H, la diversi-
dad genética en la poblacion total.

Analisis de la diferenciacion genética

Para estudiar las diferencias entre poblaciones se
han de comparar las frecuencias alélicas observadas
de cada locus mediante una prueba adecuada y cal-
cular las distancias genéticas entre ellas. En este sen-
tido, la distancia genética mide el grado de diferen-
ciacion existente entre poblaciones de una misma
especie, o entre especies, pudiéndose cuantificar esa
diferencia mediante diferentes indices de distancias.

Las distancias genéticas ayudan a entender las
relaciones evolutivas entre poblaciones y nos permi-
te obtener informacién para caracterizacién de razas
(Nagamine y Higuchi, 2001). De las distancias
genéticas es importante estudiar el tipo de distancia,
el método de construcciéon del dendrograma o
algoritmos y el andlisis de remuestreos.

Distancias Genéticas:

Las distancias genéticas son estimadoras del tiem-
po de separacién entre poblaciones y se basan en
ciertas diferencias genéticas existentes dentro y entre
poblaciones. Algunas de las distancias genéticas es-
tan enfocadas en los cambios de las frecuencias
génicas (p.e. F,); mientras que otras incorporan ade-
mas el proceso mutacional, y en el caso especifico de
los microsatélites éstas se denominan distancias por
paso o etapas (stepwise). Las matrices de las distan-
cias genéticas entre poblaciones pueden ser conver-
tidas en arboles evolutivos utilizando métodos de
agrupamiento, tales como, el método de agrupamiento
no ponderado por pares utilizando la media aritmé-
tica (UPGMA) o el Neighbour Joining (NJ) (Goldstein
y Schlotterer, 1999).

Suponiendo diferentes modelos mutacionales
para los loci que codifican para proteinas (IAM) y
para los loci microsatélites (SMM), Takezaki y Nei
(1996) estudiaron la eficacia mediante simulacién por
ordenador de diferentes medidas de distancia en la
correcta reconstrucciéon de una filogenia conocida.
Dichas distancias correspondieron a:

a.- Distancia estindar de Nei (D (Nei, 1972)):

D,=-In(,/OT])
donde Jx y Jy son las homocigosis medias sobre
loci en la poblacion X e Y, respectivamente .
Bajo el proceso mutacional IAM se espera que
la D¢ incremente linealmente con el tiempo, si se man-
tiene un balance entre deriva y mutacién a través de
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todo el proceso evolutivo.
b- Distancia minima de Nei (D, (Nei, 1973) ):

D =(0+])/2-],)

En este caso la esperanza de D es conocida como:
E(D,) =J(1-e2"),donde ] es la homocigosis de las
dos poblaciones.

c.- Distancia de Reynolds (Reynolds et al., 1983):

DL=-In(1-F,)F, @q,=(0,+1)/ @-1,) /1-],

d.- Distancia de Rogers (Rogers, 1972):

T mj

D, = (1/1)SO (& (x,-y,)?/ 2)

e.- Distancia de Prevosti (Cp; (Prevosti et al., 1975) ):

Esta distancia posee las mismas propiedades es-
tadisticas que la D, y se define como:

m.
T

N Cp=daex;-y,e/ (2r)
ji

f.- Distancia de cuerda (D, (Cavalli-Sforza y
Edwards, 1967) ):
rmy } }
D.=(2pr)a02(1-a0x;y,)

ji

La D_representa las poblaciones como puntos en
la superficie de una hiperesfera multidimensional
usando las frecuencias alélicas. La distancia entre
ellas seria dada a partir de la longitud cordal entre
los puntos.

8.~ Distancia «A» de Nei (D ,; (Nei et al., 1983) ):

r mj
DA= (1/1‘) a ( 1-a0 (Xinij) )

ji

Nei simulé esta distancia (D,) con el proceso
mutacional IAM y demostr6 que era mas eficiente que
la D, D_, D, y D. en la asignacién de correctas
topologias.

Otra distancia es la dm? de Goldstein et al. (1995),
la cuél es la mas reciente y como producto de la apa-
ricion de los primeros estudios con ADN
microsatélite. Dado que estos marcadores poseen un
elevado grado de polimorfismo con respecto al na-
mero de repeticiones, su nimero puede aumentar o

disminuir por un proceso mutacional del tipo SMM.
Bajo este modelo de mutacion, un alelo i (alelos con i
repeticiones) se supone que puede mutar a otro alelo
enunestadoi+ 1 61-1conigual probabilidad, alu-
diendo un mejor anélisis para este tipo de marcador
y denotandose de la siguiente manera:

r

(dm)*=a (mx,-my)*/ 1;

)

donde mx= (a, ix,) y my= (&, iy,) representan los
estados alélicos medios del j-ésimo locus y x; ey, son
las frecuencias de los alelos en el estado i en el j-ésino
locus en la poblacion X e Y, respectivamente.

En estos estudios Takezaki y Nei (1996) conclu-
yen con respecto a las distancias genéticas genera-
das a partir de datos de estudios con marcadores cla-
sicos, los cudles presentan un modelo de mutacion
IAM, y con microsatélites con mutacion del tipo SMM.
Las distancias mas eficientes para ambos modelos
resultaron ser Dy D, para la correcta asignacion de
topologias, y la distancia estandar (D,) y dm?”resulta-
ron ser las mas apropiadas para estimar los tiempos
evolutivos, coincidiendo con otros reportes
(Aranguren-Méndez et al., 2002(b), Nagamine y
Higuchi, 2001, Ruane, 1999).

Matematicamente, cualquiera de estas funciones
debe poseer ciertas propiedades para poder ser con-
sideradas como una distancia. Primero, la distancia
entre una poblacién Ay ella misma debe ser cero (0),
de aqui que d(, ,)=0. Segundo, la distancia entre la
poblacién A 'y la poblacion B debe ser simétrica, o lo
que es lo mismo d(, ;) = d(; ,); si una distancia satisfa-
ce estas propiedades se denomina distancia semi-
métrica y si ademas logra satisfacer la desigualdad
triangular d(, ;) d» (d(, o) + d(;)) se denomina dis-
tancia métrica (Eding y Laval, 1999); la distancia D
de Nei, no cumple estas propiedades, ya que no es
una distancia métrica.

Métodos de Agrupamiento o Algoritmos:

Enla construccion de los arboles filogenéticos exis-
ten diferentes métodos para dibujar la matriz de dis-
tancias. Sin embargo, los mas empleados sonel NJ y
el UPGMA, los cuéles generalmente dan muy bue-
nos resultados. A pesar de ello el primero parece ser
superior cuando se suponen en el modelo diferentes
tasas de evolucion (Eding y Laval, 1999, Takezaki y
Nei, 1996).

El método NJ fue descrito por Saitou y Nei (1987),
se caracteriza por que construye drboles mediante su-
cesivos agrupamientos de alineaciones, tomando en
cuenta las longitudes de rama para dichos
agrupamientos. Una vez realizado el agrupamiento
deriva la mejor aproximacién para la maxima parsi-
monia, construyendo los grupos apareados sobre la
base de la minima longitud de rama. Las dos princi-
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pales caracteristicas de este método son que los resul-
tados nos dan un &rbol no rotado (sin raiz u origen
evolutivo), y luego este no supone un reloj evolutivo.

Por otra parte, el método UPGMA construye los
arboles o dendrogramas mediante sucesivos
agrupamientos bajo el criterio del promedio de la dis-
tancia de cada par. Se caracteriza porque supone una
tasa constante de cambios evolutivos, es decir, supo-
ne la existencia de un reloj evolutivo y los drboles son
rotados. Weir (1996) lo definié como una distancia
entre grupos, producto del promedio de todas las dis-
tancias entre pares de cada una de las combinacio-
nes.

Es asi como los dendrogramas no son mds que la
representacion grafica de una matriz de distancias, y
que bajo ciertas condiciones, esta representacion pue-
de ser tomada como una estimacion de la filogenia

Anélisis de Remuestreos:

Dado que la estimacion de las distancias genéticas
entre poblaciones es un método estadistico, el proce-
so de muestreo es sumamente importante. Existen
varias técnicas estadisticas para remuestreos de los
datos de loci genéticos. Entre ellas se encuentran el
«Bootstrapping» y el Jackknife. Estas técnicas permi-
ten la posibilidad de dibujar multiples arboles y esti-
mar la fiabilidad para los diferentes nodos en el ar-
bol, asi como el nivel de confianza del arbol (Weir,
1990).

El «bootstrapping» es una técnica que genera in-
formacion adicional acerca de la distribucién de los
parametros. Dado que los datos consisten en n obser-
vaciones, un «bootstrap» genera una muestra den
dibujos al azar, realizado por medio del reemplaza-
miento de los datos originales. De este modo, todas
las observaciones originales tienen la misma oportu-
nidad de ser reemplazados, y al final el valor de los
nuevos «bootstrap» serd el promedio para el
parametro muestreado (Tivang, 1994; Weir, 1990).
Generalmente este proceso se repite un gran nimero
de veces (31000), creando un gran nimero de «nue-
vos» conjuntos de datos, pudiéndose usar ademas
para estimar medias y desviaciones estdndares de
un estimador calculado con los datos en cuestion.

La técnica del Jackknife, por otro lado, es un sim-
ple re-muestreo numérico, que consiste en generar
un «nuevo» valor estimado a partir de la técnica
iterativa basada en la estimacién de maxima verosi-
militud después de excluir la i-*™ observacion. Asi,
cada nuevo valor estimado estaria basado en -1 ob-
servaciones. La principal limitacién de esta técnica
es la poca informacién que proporciona acerca de la
distribucion de los estimadores (Weir, 1996).

Diversidad de Weitzman:

El analisis de Weitzman es otro método para la
construccion de arboles filogenéticos basado en la
funcion de diversidad (Weitzman, 1992, 1993). Dado

que en los programas de conservacion genética el
principal objetivo es preservar la variabilidad dentro
de la poblacién, bajo la hipétesis de existencia de
correlacion entre la variacion genética y la viabili-
dad de la poblacién, se hace necesario cuantificar la
biodiversidad para asi racionalizar mejor la politica
de conservacion (Weitzman, 1992).

La diversidad de Weitzman se define como la di-
versidad esperada después de un cierto periodo de
tiempo, y se basa en la probabilidad de extincién de
cada elemento (poblacién o raza) en un conjunto o
grupo considerado. Si n elementos estan en peligro
de extincién, ambos patrones (supervivenciay/o ex-
tincién) pueden ocurrir con una cierta probabilidad.
Para cada uno de ellos pueden calcularse los corres-
pondientes valores de diversidad (Thaon D’arnoldi
etal., 1998). Una vez conocida la consanguinidad de
una poblacién o raza, ésta puede utilizarse como su
propia probabilidad de extincién, proporcionando
un orden prioritario sobre las razas a conservar
(Aranguren-Méndez et al., 2002(c)).

Conclusiones

Los analisis con marcadores genéticos del tipo
microsatélite para el estudio de poblaciones resultan
muy utiles y valiosos, ya que ademas de la evalua-
cioén de la variabilidad genética, la informacién ge-
nerada permite estudiar con mayor exactitud la es-
tructura genética y la caracterizacién molecular de
las poblaciones y/o razas. Asi mismo, esta revisiéon
confirma que los microsatélites pueden ser usados
eficazmente para establecer las relaciones genéticas
entre poblaciones y razas, de gran utilidad en la eva-
luacién global de la diversidad (dentro y entre ra-
zas), que es sumamente til y deberia ser tomada en
cuenta a la hora de tomar decisiones para poner en
préctica planes de conservacién y mejoramiento ani-
mal. Finalmente, la informacién generada por los
microsatélites puede ser integrada al Banco Global
de Diversidad de los Animales Domésticos dela FAO
(FAO Global Data Bank on Domestic Animal Diversity
(DAD-IS)), para el conocimiento y divulgacion de las
razas y poblaciones en estudios biol6égicos.
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