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Los microsaté lites constituyen en la actualidad uno de los maJcadores más uti liza­
dos para la búsqueda de QTLs o loci responsables de algunas enfermedades heredita­
rias, Una a lte rnativa al genotipado indi vidual es la amplificac ión en una sola reacción 
de un grupo de animales que conforman un pool de ADN, En este trabajo se ha va lora­
do la precisión e n la estimación de las frecuenc ias a lé licas de cuatro microsaté lites 
amplificados en pools de ADN formados por grupos de entre 3 a 50 anima les, El pro­
ducto amplificado fue posteriormente ana lizado por e lectroforesis capilaJ en un secuen­
ciado r ABl-3 1 O, Las imágenes obtenidas se corrig ie ron para tas bandas sombra y 
amplificación diferencial, artefactos que se generan durante el proceso de amplifica­
c ión en la mayoría de los microsatélites, tomando como medidas informativas de las 
frecuenc ias a lé licas la a ltu ra y área de pico, Como medida de la precisión de l estimador 
de las frecuencias a lé licas se utilizó la varianza de l e rror técnico (Yt ), siendo la a ltura 
de pico la variable que proporcionaba me nores va lores de Yt. La Yt media obte nida fue 
de 0,00 J, por lo que Ja frecue ncia de cualquier a le lo se e ncue ntra dentro de l rango x ± 

6,3% para un interva lo de confianza de l 95%, La correlación ent re las frecue nc ias a lé­
licas obtenidas por genotipado individual y las estimadas a partir de los pools fue alta, 
r = 0,93 a r= 0,99, No se observó un incre mento de la Yt con e l aumento del número de 
individuos dentro del pooL 

Palabras clave: Pools de ADN, Microsatélites, Frecue ncias a lé licas . Polimorfismo. 

SUMMARY 

Microsatellites are at the mo n1ent the most used marker to map quantitative tra it 
and disease loci (QTLs). An alte rna tive to genotype s ingle individuals is ampli fy ing 
just in one reaction a group of animals which ones make up a pool of DNA. We have 
quanti fied the precision of this technique to esti mate alle le frequencies for four micro­
satellites in pools from three to fifty individuals. T he PCR product was ana lysed 
through capilla ry elec trophoresis using an ABI-3 10 sequencer and the e lectrophero­
grams were corrected for stutter bands and adjusted for preferentia l ampli fication. Both 
are arti fac tual PCR products, which are present in the majority o f the microsate llites. 
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Peak height and area were assessed with the objective of determining allele frequen­

cies. VT is the technical error variance used to estimate the accuracy of prediction of 

allele frequency and it was lower for peak height than peak area in eve1y used marker. 

The average Vr was 0.00 l. that is, any al le le frequency x is in the range x ± 6,3% for 

95% contidence interval. The correlation between estimated allele frequencies from 

pools and allele frequencies based on individual genotyping was a lways higher than 
0.93. No VT increment was observecl with the increas ing number of individuals inclu­

ded in the pool. 

Key words: DNA pooling, Microsatellites, Allele frequency, Polymorphism. 

Introducción 

El genotipado a partir de mezclas o pools 
de ADN tiene diversas aplicaciones, entre 
las que se encuentran la búsqueda de loci 
implicados en el desarrollo de enfermeda­
des (K!ROV et al., 2000; DANIELS et al., 
1998; BARCELLOS et al., 1997; SHAW et al., 
1998) y la búsqueda de loci asociados a 
caracteres cuantitativos de importancia eco­
nómica o QTLs (LIPKIN et al., 1998). 

La amplificación de microsatélites en 
pools de ADN presenta como ventaja más 
evidente, frente al esfuerzo de genotipados 
individuales, la reducción del coste de geno­
tipado como consecuencia de una menor 
necesidad de reactivos y de mano de obra. 

A la hora de trabajar con microsatélites 
amplificados a partir de pools de ADN sur­
gen problemas específicos. Por un lado será 
necesario una cuantificación precisa del 
ADN de cada uno de Jos individuos que van 
a componer el pool, medir la sensibilidad de 
la PCR para reflejar cuantitativamente las 
diferencias de amplificación que responden 
a frecuencias alélicas diferentes, medir la 
sensibilidad del método de cuantificación 
del producto de la PCR después de la elec­
troforesis (radioactividad, quimioluminis­
cencia, fluorescencia ... ), y la repetibilidad 
de la técnica de elección. Además, el núme-

ro de individuos presentes en el pool será 
una de las decisiones importantes si obser­
vamos que tiene una significativa influencia 
sobre el error de la estimación de las fre­
cuencias alélicas. 

Normalmente en los microsatélites no 
amplifica una única banda por alelo; a Ja 
banda principal le acompañan otras secun­
darias conocidas como "bandas sombra", 
que son el resultado de la amplificación 
simultánea de fragmentos entre uno y tres 
motivos más cortos que el alelo verdadero, 
consecuencia del fenómeno conocido como 
slippage (deslizamiento) de la polimerasa . 
Debido a estas amplificaciones accesorias, 
en los pools de ADN se produce un solapa­
miento de bandas principales y bandas som­
bra que dificulta la estimación de las fre­
cuencias alélicas. Además, durante la PCR 
se producen otros dos artefactos: Ja adición 
por parte de la polimerasa de una adenina en 
el extremo 3' de la hebra y la amplificación 
diferencial que favorece a los alelos más 
cortos, factores éstos que también contribu­
yen a dificultar Ja estimación correcta de las 
frecuencias alélicas. 

El objetivo del presente estudio es la for­
malización de las manipulaciones de los 
resultados de la electroforesis capilar conse­
cuencia de la amplificación por PCR de Jos 
alelos de un microsatélite presentes en un 
pool de ADN con el fin de estimar las fre-
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cuencias alélicas relativas con una precisión 
suficiente para ser uti.lizadas en trabajos de 
localización de QTLs. 

Materiales y métodos 

Extracción y cuantificación de ADN 

Se extrajo el ADN de cincuenta muestras 
de sangre de bovino siguiendo un método de 
extracción fenol-cloroformo, se estimó su 
concentración mediante fluorimetría (TD-
360 Mini-Fluorometer, Turner Designs) y se 
procedió a la amplificación individual de los 
cuatro microsatélites seleccionados con el 
fin de determinar el comportamiento de cada 
uno respecto a las bandas sombra, adición 
de la adenina y amplificación diferencial. 

Una vez conocido el genotipo de cada 
uno de Jos animales se crearon pools de 
ADN de tres a cincuenta animales atendien­
do a sus frecuencias alélicas para estudiar la 
relación entre el número de animales de un 
pool y el error en la estima de las frecuencias 
alélicas. Se hicieron dos réplicas de cada 
pool para estimar e l error en Ja cuantifica­
ción de ADN. Una de las réplicas se amplifi­
có dos veces para valorar la variabilidad de 
resultados debida a la PCR, de modo que 
para cada pool se obtuvieron tres resultados. 

Microsatélites amplificados 

Los marcadores estudiados fueron los 
siguientes dinucleótidos: BM J 43 (BISHOP et 
al. , J 994 ), RM 188 (BARENDSE et al., 1994 ), 
INRA003 (YAIMAN et al., 1992) y TGLA 126 
(GEORGES M. & MASSEY J., 1992). En Jos 
tres primeros casos el cebador correspon­
diente al extremo 5' de la secuencia se 

marcó con el fluorocromo TET y el último 
con el fluorocromo HEX. 

Electroforesis capilar de los productos 
PCR en ABI 310 

El secuenciador automático ABI 31 O usa 
electroforesis capilar con un polímero des­
naturalizante (POP4, Perkin-Elmer Cetus) 
bajo condiciones de temperatura, voltaje, 
etc., recomendadas por el fabricante para el 
análisis de microsatélites. A partir del elec­
troferograma de cada una de las amplifica­
ciones individuales se extrajeron los datos 
de altura de pico y área de pico del alelo 
principal y de las bandas sombra accesorias, 
mediante el programa GENESCAN. 

Correción de los artefactos de la PCR 
(bandas sombra, adición de la adenina 
en el extremo 3' y amplificación 
diferencial) en los pools 

Cada uno de los picos observados en un 
pool es e l resultado de la superposición de 
la banda principal y un número de picos 
accesorios generados por las bandas sombra 
de los alelos contiguos. Todos los cálculos 
se hicieron para altura de pico y área de 
pico. 

La corrección de las bandas sombra se 
lleva a cabo de Ja siguiente manera: 

Llamamos altura relativa o área relativa 
(ARn) de una banda sombra al cociente A

11
, ; 

IA
11

• donde n es el alelo, i es el orden de la 
banda sombra expresado como la diferencia 
en número de bases con la banda principal. 

Los valores de AR
11

_, fueron medidos par­
tiendo de la información que proporcionan 
tanto los homocigotos como los heterocigo­
tos en ale los con diferencia en suficiente 
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número de bases para que no exista ningún 
solapamiento de picos. 

Una vez calculados los AR . de todas las 
11.I 

bandas sombra para todos los alelos se ajus-
tó una recta de regresión (LiPKJN et al., 
1998) para predecir el comportamiento de 
las bandas sombra de aquel los alelos no 
analizados. Posteriormente se corrigieron 
los picos de los pools aplicando la siguiente 
ecuac ión: 

r 

AC,, = Aº - ~ (ACo_;ARo_;;) 
'"-

donde AC se define como la altura o área 
17 

corregida para las bandas sombra y AC
11

_1 es 
la altura o área corregida de A

11
_1• Por tanto 

para un pool con k bandas habrá k ecuacio­
nes con k incógnitas AC,,. 

En el caso de la banda res ultante de la 
adición de la adenina e n el extremo 3', al 
estar s ituada una base por e ncima del alelo 
princ ipal no interfiere con la banda princi­
pal de ningún alelo en microsatélites dinu­
cleótidos. Es posible reducir al máximo el 
tamaño de la banda alargando el tiempo de 
elongación principal de la PCR. 

Queda por corregir la amplificación dife­
rencia l ya que en la PCR se favorece la 
amplificación de la banda principal de Jos 
alelos más cortos, al contrario que en las ban­
das sombra, donde los alelos más largos tie­
nen bandas sombra más altas . Teniendo en 
cuenta que ambos tipos de bandas son resul­
tado de la amplificación de Jos alelos que 
existían en el p ool, las bandas sombra se pro­
ducen en detrimento de las principales . La 
corrección practicada fue Ja s iguiente: 

o 

A V = °" AC AR . 11 ¿ 11 11 . t 

j ... -2 

s iendo AVn el valor corregido de altura o 
área para bandas sombra y amplificació n 
diferencial. 

La correción expuesta es un caso particu­
lar del tratamiento de la PCR como proceso 
" amplificador". Mediante la teoría del pro­
cesamiento electrónico de señales (EYK­
HOFF, 1974; PAPOULIS, 1977) las respuestas 
reproducibles de un amplificador pueden 
ser modelizadas con precisión. Perlin 
( 1995) considera que existe una relación 
lineal entre la seíial de entrada (las frecuen­
cias de los diferentes a lelos que integran el 
pool) y la de salida (la lectura del secuen­
c iador en forma de alturas o áreas de la 
curva). Sea x el vector de frecuencias aléli­
cas reales (estimado arriba por los AV,,), y A 
la matriz formada por los elementos 
AR . / 2: AR .. Según su modelo, el vector 

11. I ¡ ll.j 

y = Ax predice las concentraciones re lativas 
de ADN presentes en el producto de la PCR. 
Puesto que y es el dato observado en el 
experimento, se puede estimar x mediante el 
producto matricial Ay, operación que resu­
me los pasos detallados arriba. La matriz A 
es una inversa genera lizada de A, la cual 
puede obtenerse por diferentes métodos 
(p.ej. optimización minimo-cuadrática). Los 
valores ajustados negativos se truncan a 
cero. 

Finalmente, para estimar las frecuencias 
alélicas (FA,,) se utilizó Ja s iguie nte ecua­
ción : 

s ie ndo N el número de animales gue compo­
ne n el pool. 

Como indicador de la precisión de las 
frecuencias alélicas se estimó la varianza de 
la distribución del error técnico V 7' término 
utilizado por otros investigadores en traba­
jos anteriores (LiPKJN et al. , J 998; DARVASJ 
& SOLLER, 1994), como media muestra] de 
las diferencias cuadráticas entre la frecuen­
c ia real (genotipado individual) y las fre­
cuencias estimadas. 
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Otra manera de medir la precisión de las 
estimaciones de las frecuencias alélicas es 
ver en que medida nos alejamos de la recta 
deseable x =y mediante la regresión de las 
frecuencias estimadas con los pools (y) 

sobre las frecuencias reales (x). 

Resultados y discusión 

Intensidad relativa de las bandas sombra 
(AR .) 

n,1 

En Ja figura 1 se muestran las observacio­
nes y la recta de regresión de las intensida­
des relativas de cada una de las bandas som­
bra, considerando bien el valor de la altura 
del pico, bien el área que encie1ra, sobre el 
tamaño del alelo. En todos los casos los 
valores de altura proporcionan un mejor 
ajuste que los valores de las áreas. 

Como puede observarse, las rectas de 
regresión para los cuatro microsatélites, 
tanto cuando se utiliza la altura como el 
área, tienen una pendiente mayor la corres­
pondiente a i = -2. En el trabajo de LJPKIN et 
al., ( 1998), se utilizaba como variable regre­
sora e l número de repeticiones de los alelos 
en lugar del tamaño final del mismo. 

Estimación de las frecuencias alélicas en 
los pools de ADN 

La varianza debido a repeticiones no 
resultó ser diferente de O, tanto entre répli­
cas de PCR (6,88.1 o-6) como entre réplicas 
de preparación del pool (7, 18. 10"5), por lo 
que siempre se utilizó como valor estimado 
final de las frecuencias alélicas a partir de 
los pools la media de todas las repeticiones. 

En el cuadro l aparecen los valores de VT 

para los cuatro núcrosatélites cuando se utili­
zan los valores de altura o los de área. Los 
valores de VT más bajos en todos los micro­
satélites (8Ml43, 0,0018; RMl88, 0,0008; 
INRA003, 0,0009; TOLA 126, 0,0054) se 
obtienen cuando se utilizan las medidas de 
altura de pico, lo que representa el mismo 
resultado, como era previsible, a partir del 
mejor ajuste de la regresión de las bandas 
sombra para altura. Resulta destacable el 
valor más alto de Vr obtenido para el micro­
saté lite TGLAJ26, ya que es el marcador 
con menor número de alelos, tan sólo 3 fren­
te a los 6-1 O encontrados en los otros micro­
satélites. Este hecho se debe en parte a que el 
Vr promedia las diferencias entre las frecuen­
cias alélicas estimadas y las veraderas divi­
diendo por el número de alelos. Un microsa­
télite tan escasamente polimórfico sería 

Cuadro 1 
Valores de VT para los cuatro microsatélites cuando se utilizan la altura o el área de los picos 

Table 1 
V r values for four microsatellites when high or area of the peaks are used 

Microsatélites Vt (altura) Vt (área) 

BM143 0,0018 0,0032 
RMl88 0,0008 0,0026 
INRA003 0,0009 0,0013 
TGLA126 0,0054 0,0140 
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Figura 1. Regresión de las bandas sombra relativas (AR) sobre el tamaño del alelo (n). r es el coefi ciente 
de corre lación 

Figure l. Regression of the relative shadow bands (AR) on the length of al/ele (11). r is the correlation 
coejficient 
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Figura 2. Evolución del error técnico (VT) a medida que aumenta el número de alelos dentro del pool 
Figure 2. Evoluiion of 1he 1echnical error (VT) with the increasing of the number of alleles included in 

1he pool 
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Figura 3. Regresión de las frecuencias alé licas estimadas ut ilizando pools sobre las frecuencias 
verdaderas en los cuatro microsatéli tes analizados 

Figure 3. Regression of allelic frequencies eslimates using pools on the true values .for the f our 
ana/yzed microsatellites 
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descartado a priori, por lo que calcularnos la 
media de Vrcon los otros tres microsatélites. 
Teniendo en cuenta un intervalo de confianza 
del 95% la frecuencia de cualquier alelo se 
encontraría dentro de un rango de x ± 6,3%. 
Basándonos en este enur medio de muestreo 
(V1 = 0,001). en el caso de familias de 500 
medios hernrnnos y un gen con efecto aditivo 
de 0,25 desviaciones típicas fenotípicas, el 
resultado obtenido se correspondería con 
una pérdida de potencia del J 5% aproxima­
damente, lo que se traduciría en la necesidad 
de incrementar el tamaiío de familia en un 
26% ( 130 animales más) para obtener la 
misma potencia de detección de asociación 
entre el locus y el carácter cuantitativo. 

En cuanto a la evolución del error técnico 
en función del número de individuos dentro 
del pool los resultados obtenidos demues­
tran que no parece que exista ningún incre­
mento, al menos hasta un tamaño final de 50 
animales que es el pool de mayor tamaño 
utilizado (figura 2). 

En la figura 3 aparecen enfrentadas la esti­
mación de las frecuencias alélicas por genoti­
pado individual y la estimación desde los 
pools. La COffelación fue alta, r = 0,93 para 
ambos microsatélites frente a valores obteni­
dos por BREEN et al., ( 1999) entre r = 0,96 y r = 
0,79. La nube de puntos alrededor de Ja recta 
se hace más dispersa a medida que las frecuen­
cias alélicas crecen, Jo que indica que la preci­
sión en la estima es mejor para alelos cuya fre­
cuencia de aparición dentro del pool es baja. 

Conclusiones 

Los resultados presentados proporcionan 
unas excelentes expectativas para justificar 
la utili zac ión de pools de ADN en estudios 
de búsqueda de genes asoc iados a caracteres 
productivos o enfermedades, especialmente 

en las etapas iniciales de búsqueda cuando 
se pretende locali zar regiones candidatas a 
lo largo de todo el genoma de una especie 
mediante genotipado selectivo. 
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