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RESUMEN

Esta nota de aplicacion presenta una nueva plataforma web disefiada para la mineria in
silico de loci de microsatélites polimérficos (SSR), ofreciendo una mayor eficiencia en
comparacidon con métodos tradicionales. La herramienta integra MISA, BLAST vy el script
PSSR-Extractor en un flujo de trabajo continuo, permitiendo la deteccidn y analisis
automatizado de SSRs a partir de secuencias gendmicas. A diferencia de otras herramientas
gque dependen de bases de datos preexistentes, esta plataforma procesa secuencias
especificas de interés, utilizando BLAST para buscar secuencias similares y poder evaluar el
polimorfismo.

Validada en 23 genomas de Mycobacterium tuberculosis, el sistema identificé mas de 4400
loci SSR y extrajo 414 loci polimérficos no redundantes. Una comparacién con herramientas
similares, como PSSRdt, muestra las ventajas de la plataforma en términos de flexibilidad de
entrada, informes de polimorfismo y facilidad de uso. Esta aplicacién web acelera la mineria
de SSR y proporciona valiosas perspectivas sobre la diversidad genética, convirtiéndose en
un recurso poderoso para la investigacion en genética de poblaciones, biologia evolutiva y
epidemiologia.

Palabras clave: SSR; microsatélites; loci polimdrficos; biologia computacional.

ABSTRACT

This application note introduces a novel web platform designed for in silico mining of
polymorphic microsatellite loci (SSRs), offering improved efficiency over traditional
methods. The tool integrates MISA, BLAST, and the PSSR-Extractor script into a seamless
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workflow, enabling the automated detection and analysis of SSRs from genomic sequences.
It supports both standalone and web-based use, with compatibility for various input formats
(FASTA, GBBF). Unlike other tools that rely on pre-existing databases, this platform
processes specific sequences of interest, using BLAST to assess polymorphism.
Validated on 23 Mycobacterium tuberculosis genomes, the system identified over 4,400 SSR
loci and extracted 414 non-redundant polymorphic loci. A comparison with similar tools,
such as PSSRdt, shows the platform’s advantages in input flexibility, polymorphism
reporting, and ease of use. This web application accelerates SSR mining and provides
valuable insights into genetic diversity, making it a powerful resource for research in
population genetics, evolutionary biology, and epidemiology.
Keywords: SSR; microsatellite; polymorphic loci; computational biology.

Recibido: 30/10/2024
Aprobado: 13/11/2024

Introduccion

Los microsatélites, o repeticiones de secuencias simples (SSR), son secuencias de ADN cortas
y repetitivas distribuidas en genomas de organismos procariotas y eucariotas. Estas
secuencias, consistentes en motivos repetidos de 1 a 6 pares de bases, son altamente
polimérficas, lo que las convierte en valiosos marcadores genéticos para una variedad de
aplicaciones, incluyendo estudios evolutivos, genética de poblaciones y seguimiento
epidemioldgico (Ellegren, 2004). La naturaleza polimdrfica de los SSR surge de sus altas tasas
de mutacion, especialmente en el nimero de unidades repetidas, lo que genera una
diversidad genética significativa incluso dentro de las especies.

La mineria in silico de SSRs polimérficos consta de dos etapas generales: primero, la
deteccion de SSRs, para la cual se han desarrollado una amplia gama de aplicaciones; y
segundo, la determinacién de si estos SSRs muestran polimorfismos en el nimero de copias.
Esto requiere comparar sus secuencias con repositorios de especies relacionadas o
secuencias de la misma especie. Para la validacion experimental de los polimorfismos, se
disefian cebadores que flanquean las regiones SSR, utilizando software como Primer-BLAST
(Ye et al., 2012). @ Los cebadores se sintetizan y amplifican mediante PCR, y los resultados
se analizan a través de electroforesis o secuenciacion.

Tradicionalmente, la deteccién de SSR y el andlisis de polimorfismo requerian técnicas
experimentales laboriosas, como la electroforesis en gel o la secuenciacion capilar. Estos
métodos, aunque efectivos, son lentos, consumen muchos recursos y no son escalables para
grandes conjuntos de datos. Para abordar estas limitaciones, se han desarrollado enfoques
computacionales que permiten la identificacién y el andlisis rapidos de SSR en todo el
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genoma. Entre estas herramientas, MISA (MlcroSAtellite identification tool, por sus siglas en
inglés) es un software ampliamente utilizado que ha simplificado enormemente la deteccién
de SSR en secuencias gendmicas (Beier et al., 2017).8) Ademds, la integraciéon de
herramientas como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, por sus siglas en inglés), que
identifica secuencias homélogas comparando datos de entrada con bases de datos de
nucledtidos o proteinas (Altschul et al., 1990), y scripts personalizados, como el PSSR-
Extractor, puede proporcionar métodos eficientes in silico para descubrir loci SSR
polimérficos en multiples genomas. Los avances recientes en las herramientas de deteccién
de SSR han optimizado tanto la velocidad como la precisidon de la mineria in silico de SSR,
especialmente en estudios gendmicos a gran escala (Shilpa y Gopalakrishna, 2021). )

Pocos intentos se han hecho para identificar automaticamente microsatélites polimérficos
explotando la redundancia en sus secuencias. Hasta ahora, existen pocas herramientas para
la genotipificacion de microsatélites capaces de gestionar grandes voliUmenes de secuencias
(Cantarella et al., 2015).7) Ejemplos de software disefiados para este propdsito incluyen
PolySSR (Tang et al., 2008), PSR (Cantarella et al., 2015), PolyMorphPredict (Das et al., 2019)
y PSSRdt (Tian et al.,, 2019).%1) La mayoria de estas herramientas minan datos de
secuencias de bases de datos de etiquetas de secuencias expresadas (EST), es decir,
regiones transcritas del genoma en humanos u organismos modelo, y emplean pipelines que
combinan scripts personalizados con software de terceros con uso generalizado.

Estas implementaciones difieren en los formatos y tamarfios de las secuencias procesadas,
los métodos de deteccion de SSR (si estan incluidos), y el tipo de SSR (perfectos o
aproximados). También pueden variar en cuanto al disefio de cebadores, la dependencia de
la plataforma computacional y si son aplicaciones de escritorio o basadas en la web.
Ademas, la combinacion compleja de scripts personalizados y software de uso generalizado,
junto con representaciones simplificadas de las etapas involucradas sin especificar las reglas
exactas a seguir en cada paso, hace que estos algoritmos sean metodolégicamente opacos y
dificiles de reproducir o mejorar para terceros.

La aplicacion web que presentamos aprovecha estas herramientas para automatizar todo el
proceso de mineria de SSR, ofreciendo una interfaz facil de usar que elimina la necesidad de
flujos de trabajo manuales complejos. Esta plataforma no solo acelera la deteccién de SSR,
sino que también facilita la identificacion de polimorfismos en los genomas, proporcionando
asi valiosas perspectivas sobre la diversidad genética. El enfoque se basa en trabajos previos
de Martinez Ortiz y Rivero Bandinez (Martinez y Rivero, 2019), quienes describieron una
metodologia fundamental para la mineria in silico de SSR. En este trabajo, ampliamos su
marco introduciendo un sistema integrado y completo disenado para manejar grandes
conjuntos de datos gendmicos con mayor precision y eficiencia.
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Materiales y Métodos

La aplicacién web consiste en varios médulos integrados disefiados para agilizar el proceso
de identificacidn de microsatélites y sus polimorfismos en los genomas.

1. Moddulo de Deteccidon de SSR

o

o

Herramienta: MISA (Script en Perl)

Proceso: Los usuarios suben secuencias gendmicas en formato FASTA, las
cuales son procesadas por MISA para detectar SSR con secuencias
flanqueantes. La deteccidn se basa en pardmetros definidos por el usuario,
como la longitud minima de repeticiéon y tipos especificos de motivos
repetitivos. El resultado es un archivo MultiFASTA que marca las regiones de
repeticion identificadas. Este archivo se utiliza posteriormente para el analisis
en el siguiente modulo.

2. Moddulo de Deteccidon de Polimorfismo

o

o

Herramientas: BLAST y PSSR-Extractor (Java)

Proceso: El archivo MultiFASTA generado en el paso anterior se usa como
entrada para BLAST (acceso remoto), que busca secuencias homoélogas dentro
de una base de datos especificada por el usuario. Los resultados de BLAST son
procesados por el script PSSR-Extractor, que identifica loci polimdrficos
analizando variaciones en el niumero de repeticiones a lo largo de diferentes
secuencias gendmicas. El resultado final es un informe detallado que los
usuarios pueden descargar, conteniendo datos sobre la diversidad alélica y
otros indicadores clave de polimorfismo.

Interfaz del Usuario y Caracteristicas

La figura 1 muestra una captura de pantalla de la interfaz del formulario de entrada de la
aplicacion web. El formulario incluye campos para cargar secuencias genémicas en formato
FASTA y establecer parametros de andlisis. Los usuarios pueden especificar pardmetros de
deteccion para el proceso de identificaciéon de SSR, como la longitud minima de la unidad de
repeticion, el nimero de repeticiones y los tipos de motivos a detectar (por ejemplo,
repeticiones de di-, tri- y tetranucledtidos, etc.). Ademas, el formulario proporciona campos
para ingresar parametros de busqueda de BLAST, incluyendo la base de datos objetivo, el
umbral de valor e y la configuracidén de alineacién para identificar secuencias homologas. Un
botdn de "Enviar" inicia el andlisis, y una barra de progreso muestra el estado de la tarea en

Ccurso.
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Fig. 1- Interfaz de la aplicacidon web para la deteccién de SSR y los pardmetros de busqueda de
BLAST.

La figura 2 muestra una captura de pantalla de la interfaz de tablas de resultados de la
aplicacion web. Las tablas incluyen columnas para el identificador SSR, la posicién gendmica,
la unidad de repeticidn, el recuento de repeticiones e indicadores de polimorfismo, como la
frecuencia alélica y el PIC (Polymorphic Information Content, por sus siglas en inglés). Cada
fila representa un locus SSR identificado, y los usuarios pueden ordenar y filtrar los
resultados segun diferentes criterios. La interfaz también ofrece opciones para descargar los
resultados en formato Excel.
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Fig. 2-Interfaz de resultados que muestra datos de polimorfismo SSR y salidas de andlisis.

Resultados y Discusion

La aplicacion web fue validada utilizando 23 genomas completos de Mycobacterium
tuberculosis de la base de datos NCBI RefSeq, identificando exitosamente 4433 /oci SSR. De
estos, se extrajeron 414 loci polimdrficos no redundantes. Medidas clave, incluyendo la
frecuencia alélica y el contenido de informacién polimérfica (PIC), confirmaron la precision
de los polimorfismos identificados.

La aplicacion web ofrece avances significativos en la deteccion automatizada de loci de
microsatélites polimdrficos (SSR) mediante métodos computacionales. Al aprovechar
herramientas bien establecidas como MISA y BLAST junto con el script PSSR-Extractor, este
sistema integra multiples funciones en una unica interfaz facil de usar y accesible a
investigadores en diversos dominios de la genética y bioinformatica.

La aplicacion tiene aspectos distintivos en comparacién con otros métodos in silico
reportados en la literatura. La Tabla 1 presenta una comparacién entre Polymorphic SSR
Extractor, la herramienta que presentamos, y PSSRdt (Tian et al., 2019), que fue elegida
debido a su lanzamiento reciente y sus principios algoritmicos claramente descritos.
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Tabla 1-- Comparacién entre PSSRdt y el Polymorphic SSR Extractor.

Criterio

PSSRdt (Tian et al., 2019)

Polymorphic SSR Extractor

Distribucion

Aplicacién independiente (combinacion
de scripts)

Servicio web y aplicacion independiente (con

interfaz grafica)

Formato de entrada

FASTA

FASTA, GBBF, entrada libre

Base de datos de
busqueda

Transcriptoma  (EST-DB), aplicacién

independiente

Nucledtidos (BLAST), remoto

Deteccion de SSR

Script basado en MISA

Script basado en MISA

Principio algoritmico Busca "en entrada de base de datos EST" | Busca "en secuencia problema de entrada"

Reporte de polimorfismo | Numero de repeticiones por locus Ndmero de alelos y PIC

Entre los criterios mostrados en la Tabla 1, resaltamos el principio algoritmico. A diferencia
de la mayoria de las otras aplicaciones disefiadas para estos propdsitos que toman una base
de datos como entrada, tipicamente una base de datos EST, la aplicacion Polymorphic SSR
Extractor utiliza una secuencia especifica como entrada. Esta secuencia representa un
interés de investigacién particular. Este enfoque es mas intuitivo y natural en comparacion
con los métodos anteriores, ya que los investigadores suelen comenzar con una secuencia
de interés (un EST, un fragmento de genoma o un genoma completo) y buscan identificar
marcadores de microsatélites dentro de ella y determinar cudles pueden ser polimérficos.

Polymorphic SSR Extractor utiliza este enfoque, realizando la deteccién de polimorfismos
mediante la consulta de una base de datos remota, estandarizada y curada (en este caso,
BLASTdb, NCBI Resource Coordinators, 2018). Después del anadlisis de datos, proporciona
resultados sobre los marcadores SSR de la secuencia de entrada y su nivel tedrico de
polimorfismo (PIC). Esto permite a los investigadores preseleccionar los marcadores mds
informativos para experimentos in vitro posteriores.

La plataforma aborda limitaciones claves de los métodos tradicionales de deteccidn de SSR,
gue histéricamente han dependido de enfoques experimentales laboriosos. Aunque
efectivos, estos métodos no son escalables para conjuntos de datos grandes y a menudo
implican flujos de trabajo complejos. El marco computacional que hemos desarrollado no
solo automatiza la deteccidon de SSR, sino que también acelera el analisis de polimorfismos
en multiples genomas. Esto es particularmente beneficioso en estudios que requieren la
mineria de SSR de alto rendimiento, como la genética de poblaciones y la epidemiologia.

La validacién en genomas de Mycobacterium tuberculosis demuestra la fiabilidad de la
plataforma, con la identificacién de 4433 SSR y 414 loci polimérficos no redundantes. Estos
resultados son consistentes con la diversidad genética observada en la especie, ya que la
alta tasa de mutacién de los SSR contribuye a una variacion alélica sustancial. Indicadores
clave de polimorfismo, como la frecuencia alélica y el contenido de informacién polimdrfica
(PIC), confirmaron la precisién de los resultados, destacando el potencial del sistema para
identificar SSR que pueden servir como valiosos marcadores genéticos en diversas especies.

Es una ventaja critica la capacidad de la aplicacion para manejar conjuntos de datos a gran
escala sin sacrificar la precision. En estudios comparativos, encontramos que nuestro
enfoque integrado ofrece una eficiencia mejorada en comparacion con herramientas
autonomas, especialmente en la gestion de grandes volimenes de datos donde la
intervencion manual ralentizaria significativamente el proceso.
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Una de las fortalezas de la aplicacién radica en su accesibilidad. Al proporcionar una interfaz
grafica de usuario, el sistema reduce la necesidad de conocimientos profundos de
programacion, lo que permite que un rango mas amplio de investigadores la utilicen de
manera efectiva. Los usuarios pueden personalizar parametros clave, como la longitud de
las unidades de repeticion, los umbrales de deteccidn y los criterios de busqueda de BLAST,
permitiendo analisis personalizados segun los objetivos especificos del estudio.

Esta personalizacidn es particularmente relevante en estudios evolutivos, donde diferentes
organismos pueden exhibir niveles variados de diversidad de SSR. Por ejemplo, al permitir
gue los usuarios ajusten la sensibilidad de la deteccion de SSR, la plataforma garantiza que
tanto las regiones altamente variables como las conservadas del genoma puedan ser
analizadas.

A pesar de estas fortalezas, existen ciertas limitaciones. Actualmente, la aplicaciéon depende
del PSSR-Extractor, que, aunque efectivo, podria beneficiarse de una mayor optimizacion,
particularmente en el manejo de estructuras gendmicas mdas complejas donde los
polimorfismos SSR pueden estar enmascarados por la homologia de secuencia u otras
caracteristicas gendmicas. Ademads, la versidon actual solo soporta un rango limitado de
bases de datos para la identificacion de secuencias homélogas, y la expansion de este rango
mejoraria su aplicabilidad a un espectro mas amplio de organismos.

El trabajo futuro se centrard en mejorar la eficiencia algoritmica de la linea de deteccién de
SSR, asi como en integrar bases de datos gendmicas adicionales para ampliar la utilidad de
la plataforma. También se planea una validaciéon adicional en genomas mas diversos,
particularmente de especies eucariotas con estructuras repetitivas mas complejas.

Conclusiones

Este estudio presenta una novedosa y eficiente aplicacion web para la mineria in silico de
loci SSR polimérficos, ofreciendo mejoras significativas en comparacion con métodos
tradicionales y herramientas autonomas. Al integrar herramientas establecidas como MISA,
BLAST y el script PSSR-Extractor en una plataforma unica y facil de usar, la aplicaciéon
automatiza tanto la deteccién de SSR como el andlisis de polimorfismo, reduciendo la
necesidad de flujos de trabajo experimentales laboriosos.

Polymorphic SSR Extractor se destaca al permitir a los investigadores analizar secuencias
especificas de interés, en lugar de depender de bases de datos completas, y al utilizar bases
de datos remotas y estandarizadas, como BLAST, para la deteccién de polimorfismo.
Comparado con otras herramientas recientes como PSSRdt, nuestra plataforma ofrece una
mayor compatibilidad de entrada, un informe de polimorfismo mas completo (incluyendo
recuentos de alelos y PIC), y flexibilidad tanto en el uso auténomo como en la web.

Validada en 23 genomas de Mycobacterium tuberculosis, la aplicacion identificd con éxito
mas de 4400 loci SSR y extrajo 414 loci polimérficos no redundantes con alta precisidn. Este
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enfoque proporciona a los investigadores una herramienta poderosa y personalizable para
la mineria de SSR de alto rendimiento, particularmente en los campos de genética de
poblaciones, biologia evolutiva y epidemiologia.

El desarrollo futuro se enfocara en mejorar la eficiencia algoritmica, ampliar Ila
compatibilidad con bases de datos y validar la herramienta en genomas mdas complejos. Al
facilitar tanto la deteccion de SSR como el andlisis de polimorfismo previo a los
experimentos, esta plataforma de cddigo abierto tiene el potencial de avanzar la
investigacidn en gendmica computacional y andlisis de microsatélites.

Disponibilidad e Implementacion

La aplicacién esta disponible en: https://misapssrextractor.spl.br.saveincloud.net.br.
El codigo fuente y recursos adicionales estan disponibles en  GitHub:
https://github.com/Thebx1994/MISAPolymorphicSSRsExtractorService.git.
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