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PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Marcadores genéticos. Extraccion de DNA.
Genoteca.

RESUMEN

Se presenta una metodologia relativamente
sencilla para la deteccion de secuencias
microsatélites a partir de genotecas parciales en
plasmidos, que consiste fundamentalmente en
un nuevo protocolo de extraccion de DNA vy el
empleo de una sonda (TG)7T para localizar dife-
rentes tipos de microsatélites.

SUMMARY

We present a relatively simple methodology
for the detection of microsatellite sequences in
partial genetic libraries in plasmids, consisting
mainly in a new DNA extraction protocol and the
use of a probe (TG)7T to locate different types of
microsatellites.
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basan en la seleccion de individuos
gue transmitan unos caracteres pro-
ductivos muy concretos, lo que a me-
dio o largo plazo, implica un aumento
de la consanguinidad vy, por lo tanto,
una mayor homogeneidad genética de
la raza. Este fenédmeno dificulta cada
vez mas laidentificacién de los indivi-
duosy el control de su genealogia, por
lo que se hace necesario definir nue-
vos marcadores que detecten las cada
vez menores variaciones entre los
ejemplares de una misma familia, ga-
naderia o grupo racial.

Parala obtencion de nuevos marca-
dores genéticos resulta muy util abor-
dar el estudio de la informacion que
poseen las células de un individuo
directamente, sobre los acidos nu-
cleicos, y no sdlo su expresioén en for-

Los métodos de mejora animal se ma de proteinas.
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Los estudios sobre el DNA han La estrategia mas empleada parala
puesto de manifiesto en el genoma deteccién de microsatélites equinos
humano unas secuencias muy peculia- consiste en construir en plasmidos una
res denominadas microsatélites (Tautz genoteca parcial de fragmentos de
1989). Se trata de repeticiones en tan- DNA inferiores a 1000 pb y explorarla
dem de motivos simples, asi (TG)n consondas de motivos dinucleotidicos
donde 10<n<30. La funcién que tie- repetidos (Ellegrenet al., 1992,
nen, asi como su mecanismo de ac-Marklundet al., 1994, Guériret al.,

cién, son poco conocidos. 1994).
Los microsatélites presentan una-  El objetivo de este estudio es la
serie de caracteristicas: presentacion de una metodologia sen-

Son muy frecuentes y estan reparti- cilla que permite la deteccién de se-
dos por todo el genoma eucariético y, cuencias de DNA conteniendo seg-
a menudo, presentando un alto grado mentos repetitivos en tAndem (micro-
de polimorfismo en cuanto al numero satélites) de motivos dinucleotidicos
de repeticiones de la secuencia T-G para su empleo en las pruebas de
(Stallingset al.,1991). identificacion y control de paternidad

El modelo de herencia es men- equinos y en la confeccién de mapas
delianoy los alelos detectados presen-genéticos.
tan codominancia. No se ha encontra-
do en la bibliografia ejemplo alguno )
de herencia no mendeliana de ningun MATERIAL Y METODOS
microsatélite.

Las técnicas empleadas para la de- Se extrae y purifica el DNA de 30
teccion de la variabilidad son muy muestras de sangre de caballos. Se
simples en comparacion con otras téc- opta por combinar las técnicas descri-
nicas de investigacion del polimor- tas por Grobegt al.(1991) y Milleret
fismo del DNA. al. (1988)(tabla I). Una vez comple-

Se necesitan cantidades muy pe-tamente solubilizado el DNA, se cal-
queiias de material biolégico para la cula la concentracion obtenida y su
determinacién de las variantes alélicas, grado de pureza.
incluso aunque el DNA esté bastante  Siguiendo la técnica de Estoap
degradado, lo que permite el estudio al. (1993) se selecciona la enzima
de muestras muy antiguas y de origen Sau3Aly se realiza una digestion com-
diverso. pleta de 251 de DNA gendmico.

Estas caracteristicas han llevado a  Se separan los fragmentos del DNA
considerar a los microsatélites como digerido por electroforesis en un gel
los marcadores de eleccion para con-de agarosa al 1 p.100 (p/v), utilizando
seguir, no s6lo un modo fiable de iden- como referencia de tamafios el plas-
tificacion individual y de control de mido pBR322 digerido corHaelll.
las genealogias, sino también una me-Una vez que la separacién es suficien-
jor apreciacion y caracterizacion de la te para discriminar 200 pb, se detiene
diversidad genética de las razas laelectroforesisy se recortalaporciéon
(Moazami-Goudarzet al.,1994). de agarosa que contiene el DNA de
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Tabla I. Protocolo de extracciéon de DNA genomico a partir de sangre erjtaction of

genomic DNA from whole blood).

MATERIAL

- TE 10:1: Tris HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM, pH8

- Solucién de homogeneizacion: urea 8 M; NaCl 0,3 M; SDS 2 p.100 (p/v); Tris HCI 10 mM, pH 8,5; EDTA

10 mM, pH 8
-NaCl6 M
- Etanol absoluto

METODO

1. Centrifugar 7 ml de sangre con anticoagulante a 900 g durante 10 min a 4°C.
2. Recoger todo el manto leucocitario en un volumen final de 1 ml y almacenar a -20°C hasta su uso.

3. Descongelar la muestra y afiadir 50 ml de TE.

4. Agitar 10 min a 150 rpm, centrifugar a 900 g durante 10 min a 4°Cy eliminar el sobrenadante. Repetir

el lavado dos veces mas.

5. Tras el Gltimo lavado, resuspender el botén celular en 15 ml de solucién de homogeneizacién y agitar

a 150 rpm durante 1 h 30 min.

6. Afadir 3 ml de NaCl 6 M, agitar invirtiendo durante 15 seg y centrifugar 15 min a 900 gy 4°C.
7. Recuperar el sobrenadante, afiadir dos volimenes (35 ml) de etanol absoluto. EI DNA se precipita en
forma de marafia de filamentos o medusa. Recuperar dicha medusa con una pipeta Pasteur con la punta

sellada.

8. Lavar el material recuperado adherido a la pipeta en etanol al 70 p.100.
9. Secar ligeramente al aire e introducir en un microtubo con 1 ml de TE hasta que se desprenda el

coagulo de la pipeta.

10. Agitar suavemente (rueda) de varias horas a varios dias hasta disolucién completa.

talla comprendida entre aproximada-
mente 200 y 400 pb, se extrae el DNA,

de las colonias de bacterias suficiente-
mente crecidas (1-2 mm) sobre las

se cuantificay se inserta en un plasmido cajas de LB-agar selectivo, se trans-

pUC18 digerido coBanH1y desfos-
forilado.

Se preparan células competeries
coli IM105 siguiendo el protocolo del
Dr. Mike Scott del Departamento de
Neurologia de la Universidad de
California en San Francisco (VegaPla,

fieren las colonias y se fija el DNA de
las mismas a una membrana de nailon.
La sonda que se utiliza para la de-
tecciéon de clones portadores de
microsatélites es un oligonucleétido
(TG)7T marcado en el extremo 3' con
Digoxigenind. Se rastrea la mem-

1996) basado en resiembras sucesivasrana de nailon con la sonda y se

en cultivos en medios liquidos y la
utilizacion del CaCl] como agente

identifican las colonias positivas me-
diante un anticuerpo anti-Digoxigenina

permeabilizador de la membrana. Se que lleva unida una fosfatasa alcalina,

transforman con 10 ng de vector

quien al actuar sobre el sustrato ade-

recombinante. Una vez que se disponecuado (Lumigen PPD), produce una
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Tablall. Secuencias de los fragmentos de DNA con microsatéliles (88 yequences with
microsatellites).

Microsatélite: HLM1 Numero de acceso GenBank: U36493 Tamafio: 250 pb
GATCTAGAGGACGGGAGCAGCGGGGGCGGAAGAGTAGGCTCCGTGGCCCGGGGGTTGAGA
ACTGTTTTGCAGCAGCTCTGCACGCCCCCTCCCCGCCCCGCGACAGAGACACGTGTTGTGGTT
CCGTCCCGGCTAAGCGATTGTGTGTGTGTGTGTGTAGGGTAGGATCGCGCTTTTTTTTCCTT
TGCTGTGGGTAAGGCTTCTGGGTCCAGAGCCCCAGGGGGAGCACTCCTTCGGCCGGCACCCG
GATC

Microsatélite: HLM2 Numero de acceso GenBank: U36494 Tamafio: 150 pb
GATCTCTCTCCCCACCTCCCCATCTCCCAACCCCCATCCCGGCCCTCGCTCCTCCTCTCCACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACA AGCCTGACACAATGGCCGGGT
GGGGCTGAGGAACTGGCTTCCTCTGCGGCGATC

Microsatélite: HLM3 Numero de acceso GenBank: U36495 Tamafio: 468 pb
GATCTAGAGGACCATTCTCTGGGCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCACACGCACGTGTG
TGTGGGGAGGGTTTGAGGTGGGTGCAGAAAAACCAAGGGGTTCTAGCCCTCCTTTTCTACCT
TCCCAGGGCAATATCTCCTGCAGAAACTGAATCTCCTCCATGGCTCCAGCTCCACCAGACAG
GCCCCACTCTGGTTCCAGCTTCTCCAGAATCTCCTGCCCTGAATTCCAGGACACTACCTCCTC
CCGCTGTCTCTGAGGTCTAGGAGTGGTAGTGGCTTCCTTCTGTTGCTGTTCTCTGTGGTGCCT
CACCATCTCCTGTTTGGCTGAGCTCAGGAATTCGAATTATGCTCCAAGAGAACTGCAGACGT
TTCCCCACTTACGTTGTTTCTACTTATGATTTAGCGACCTTACGATGGTGTGAAGGTAATATG
CATTCAGTAGCAACTTTACTTCAAATTTGGATC

Microsatélite: HLM4 Numero de acceso GenBank: U36496 Tamafio: 362 pb
GATCCCATGAATGGGCTCCAGAGAACCCTGGAAAGCCCACGCACCTGCGGAAGCCACCGTC
GTCAAAGAAAGGCAGCCTCAGTTCCCAAAACAGAAGGAGCCGAGTGGAAAGACTGCGTAG
GAGTGCCGTGGGGAGACACTCAAGCTCATGAGTCTCCAGCCTTTTCGAGAAGAAAAGCCCC
TTTCCATTTCCTCGGGGATGGGTGCAAGGTGCCCTGAAGAGCTCGCGAGTGTGTGTGTGTG
TGCTGTGGGGTCGTCTTTGTACTGTGACGGTTGTGAGTCTCGGGCAGCACCGTGGCTGCCTC
CCCTCCCTGGGGGAGTCCCAAGGCTCCAAAGAGGCTGCGATGTTAGGCTTAGAGATC
Microsatélite: HLM5 Numero de acceso GenBank: U36497 Tamafio: 425 pb
GATCCAGAATGACTCCCAGTGGGAGGTGGTTCTTCTGTTGACCTGGCTCCCTTGGTGGTCTG
AGGTTGTCACCCTCAGGGCTGAATTTGTGAGCAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCACGAGTC
TGTGTGTGTGTGTGCACACATGCTCAACTGGAGACCCACAGGATTTCAGCTCTTCTGAGGC
ACCTAGAAGCTGACACGCTGGGTAGTGAGACGAGCAGCCGGGTGAGAATGTAACAAACGTT
GTATGAAAGAAATCGACTTTGTTACCGACTGGCTTGAGGGAGGGACGACTGTGTTGTCTGGA
AGTGTTAGGTTCATTTTATATTTGTGTCGGGAGAAATGTTCAGCTCTGGTGCAGACACTGGTG
GCAGCCAGACCACGCTTGACTCCCTGGGTTGAAATTGAGAGAAAACTTATAGGATC

Microsatélite: HLM6 Numero de acceso GenBank: U36498 Tamafio: 418 pb
GATCCTGAGCACGGCACCTGGCACATTCATGGACATTCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTATGCGTGCGCGCGCGCTGATATAGAGAGAAAGGGGAGGGAGGGA
GCGGAAACAGAGACAAAGTGGAGAGATATCGAAAATGGGTCAAAATACTAATGGGTACAC
CTGGATAAAGGGTATATGGTTGTTTACCATCCAGGCAACTTTTCCACAAGTTTATCTTTAAAT
AAATGCATTTTAAAAATGGACCGTTGGCTGTTGTCCCAAATTTTGCCTAACCTTTGAGATTTC
TGGCTTTGATTCCCGCAGCTGCCATCGCTAGCGTACCCAGACCCCAGAAGTGTGCAATGGTG
ACTTTAAAACAGTTGTCGCAGGTTCTGTCCCAGGCAAGAAAACCTGGATC

Microsatélite: HLM7 Numero de acceso GenBank: no inscrita Tamafio: 104 pb
GATCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGAGTGATATGTGGAAACCCTGGTCCTTGGGGATC
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emision luminica capaz de impresio- de los fragmentos de DNA contenien-
nar una placa radiografica en unos dolos microsatélites detectados HLMI

minutos. al 7.
Las colonias positivas se siembran  Clasicamente, para la obtencion de
en medio de cultivo LB con 6fg/ml DNA se ha utilizado la proteinasa K.

de ampicilina, se incuban 12 horas a Se propone un protocolo poco peligro-
37°C y se extraen y purifican los so, en lo referente a la utilizacién de
plasmidos por lisis alcalina. productos muy toéxicos, y econémico.
Se utiliza un procedimiento de se- En el método descrito por Grolattal.
cuenciacion automatica basado en el (1991) de extraccion y purificacion de
meétodo de los didesoxinucleétidos de DNA a partir de sangre, se consigue
Sangeret al. (1977) con los cuatro separar el DNA de los complejos
didesoxinucleétidos terminadores proteicos que le acomparfian, mediante
marcados con fluorocromos distintos. laaccion de unagente caotrépicocomo
Los productos de cada reaccidn se la urea y un detergente como el SDS
resuspenden en @l de solucion de sin necesidad de emplear proteinasa
carga (5:1, formamida desionizada y K, lo que resulta mas sencillo y barato.
EDTA 50 mM, pH 8), se desnaturali- La ultima etapa de desproteinizacion
zan a 90°C durante 2 min, se enfrian mediante fenol, cloroformo y alcohol
sobre hielo picado y se cargan en unisoamilico utilizada por estos autores
gel de poliacrilamida que se ha colo- se sustituye por la técnica de deshidra-
cado previamente en un secuenciadortacion de Millerel al.(1988). Consiste
automatico ABI 373 Strech (APPLIED en una precipitacion salina de las pro-
BIOSYSTEMS, PERKIN ELMER). teinasincrementando laconcentracion
La electroforesis se realiza a potencia final de NaCl en el medio hasta 1,5 M,
constante (32 vatios) y 40 °C de tem- lo que resultaincomparablemente mas
peratura. Se siguen las recomendacio-seguro y econémico.
nes del fabricante para obtener la se- EI DNA obtenido con esta técnica
cuencia del fragmento de DNA en es- tiene una proporcién entre las absor-
tudio. bancias a 260 nmy 280 mn que fluctda
Se identifica la secuencia corres- entre 1,7y 2, lo cual indica una buena
pondiente al inserto del DNA y al desproteinizacion. Por otra parte, ha
plasmido y se resuelven las posibles sido digerido con las enzimas de res-
ambigiliedades comparando las secuentriccion Hindlll, BanH1, EcdR1l y

cias complementarias obtenidas en lasSau3Al, clonado en plasmidos,
dos reacciones. secuenciadoy empleado como sustrato

para la técnica de amplificacion por

PCR, obteniéndose en todos los casos
RESULTADOS Y DISCUSION los resultados esperados.

Para generar gran cantidad de frag-

Enlatabla | se presenta el protoco- mentos pequefios, se digiere el DNA

lo disefiado parala extraccion de DNA con la enzima de restriccion Sau3Al,
genodmico a partir de sangre entera. cuya secuencia de reconocimiento es

La tabla Il recoge las secuencias de sélo cuatro bases (GATC), por lo
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tanto, desde un punto de vista proba- repeticiones, HLM6 con 18 y HLM7
bilistico, debe ser muy abundante en el con 19, como las secuencias con mi-
genoma. Las tallas seleccionadas va-crosatélites imperfectos, asi HLM3,
rian entre 200 y 400 pb aproximada- con una secuencia de 8 pb entre dos
mente. Se escoge el limite de 400 pb gruposde 11y 4 repeticiones, y HLM5,
para garantizar la obtencion de la se- con 8 pb entre dos grupos de 9y 7
cuencia del fragmento con una sola repeticiones.
reaccion de secuenciacion. El problema que surge al utilizar
Se elige una sonda (TG)7T, que una sonda tan corta es que también
permite detectar tanto microsatélites puede detectar microsatélites de pocas
gue contienen secuencias con muchasrepeticiones, como HLM1, HLM4 y

repeticiones CA, asi HLM2 con 21 HLMS5.
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