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INTRODUCCION

Conceptos basicos

El concepto de variacion genética humana se refiere a las diferencias observables tanto
entre como dentro de las poblaciones humanas a nivel genético. El hecho de puedan existir
multiples variantes (alelos) de cada gen da lugar al polimorfismo, si bien no todos los genes los
presentan. Un alelo es cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen que se
diferencian en su secuencia y que se puede manifestar en modificaciones concretas de la funcidn
de ese gen. Dado que la mayoria de los mamiferos son diploides, poseen dos juegos de
cromosomas, uno de ellos procedente del padre y el otro de la madre. Cada par de alelos se ubica
en igual locus o lugar del cromosoma (Mattei 2002). En ese caso, en el que solo hay un alelo
presente en la poblacién, se dice que el gen se ha fijado. Como valor medio, y en lo referente a las
secuencias de ADN, todos los humanos somos iguales en un 99,5% a cualquier otro miembro de
nuestra especie (Levy et al. 2007). Cuando se habla de variacién genética en humanos se suele
hacer una distincion entre alelos comunes y raros, con el fin de distinguir la frecuencia del alelo
menos frecuente en la poblacidn. Los alelos comunes estan relacionadas con el concepto de
polimorfismo, que se define como aquellos casos en los que el alelo menos frecuente de un gen
tiene una frecuencia alélica de al menos el 1% en la poblacién, mientras que las variantes raras
tienen una frecuencia alélica menor del 1%. También se pueden diferenciar los alelos segin su
composicidon nucleotidica. En términos generales, se pueden dividir en dos grupos: alelos de un
solo nucleétido y variantes estructurales (Kidd et al. 2008). Los alelos de un solo nucleétido, mas
conocidos como polimorfismos de un solo nucledtido (SNP por sus siglas en inglés) son el tipo de
variacién genética mas comun entre distintos individuos. Se ha estimado que en el genoma
humano hay al menos 11 millones de SNP, con alrededor de 7 millones de estos presentando una
frecuencia alélica de mas del 5%, y el resto de entre el 1 y el 5% (Kruglyak & Nickerson 2001).
Ademas de los SNP hay innumerables variaciones de un solo nucledtido que son raras y nuevas
(“de novo”), segregando en algunos casos solo en una familia nuclear o un solo individuo. Por
ejemplo, cualquier par de bases que, aun alterado, es compatible con la vida es probable que se
encuentre en al menos una persona de entre toda la poblaciédn mundial. Sin embargo, es
importante remarcar que en cualquier individuo la mayoria de las variantes alélicas que estén
presentes, seran aquellas comunes a la poblaciéon en su conjunto (Kruglyak & Nickerson 2001).
Incluso cuando se comparan los genomas de dos individuos concretos, la mayor parte de las pares
de bases que difieren se encuentran en loci donde hay variacién poblacional.

Los alelos de SNPs localizados en la misma zona del genoma estan, a menudo, relacionados.
Esta estructura de correlacion, llamada desequilibrio de ligamiento (Slatkin 2008), varia de una
compleja e impredecible forma a lo largo del genoma y entre las distintas poblaciones. Los
esfuerzos realizados durante la Fase 1 del Proyecto Internacional HapMap (Altshuler et al. 2005),
junto con los de grupos asociados (Hinds et al. 2005), marcaron el punto de inicio en el camino
para reducir el genoma a grupos de SNPs altamente correlacionados que, generalmente, se
heredan juntos, conocidos como grupos, agrupaciones o asociaciones LD, o mas comunmente
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haplotipos. A partir de la Fase 2 del Proyecto Internacional HapMap (Frazer et al. 2007) se
determiné que la mayor parte de los SNP en los que la frecuencia del alelo menor es de al menos
un 5% podrian reducirse a unos 550.000 haplotipos para individuos de ancestria asiatica o
europea, y a 1.100.000 haplotipos para individuos de ancestria africana (r’> 0.8). Mediante el
genotipado de la muestra de ADN de un individuo con un SNP representativo (SNP “tagging”) para
cada haplotipo, se consiguié mapear mas del 80% de los SNPs presentes a lo largo del genoma a
frecuencias mayores del 5% (Barrett J. C. & Cardon L. R. 2006, Pe’er I. et al. 2006, Clark A. G. & Li J.
2007, Eberle M. A. et al. 2007).

La variaciéon estructural es, en un sentido amplio, todo conjunto de pares de bases que es
diferente entre individuos y que no son variantes de un solo nucledtido. Este tipo de variacidon
incluye las inserciones-deleciones (indels), sustituciones en bloque, inversiones de secuencias de
ADN vy variacion en el nimero de copias (CNV). En contraposicion a lo ocurrido con las variantes de
un solo nucleétido, la capacidad tecnoldgica para detectar variantes estructurales en el genoma
humano ha aparecido mas recientemente (Tuzun et al. 2005, Khaja et al. 2006, Redon et al. 2006,
Eichler et al. 2007, Korbel & et al. 2007, Cooper et al. 2008). Por eso, nuestra compresién de la
localizacién y las frecuencias de las distintas variantes estructurales aun estd desarrollandose
(Conrad et al. 2006, Cooper, Nickerson & Eichler 2007, McCarroll & Altshuler 2007, Sebat 2007,
Barnes et al. 2008, Korn et al. 2008). Estos estudios sugieren que la variacidon estructural suma al
menos el 20% de todas las variantes genéticas en humanos, y subyace o se relaciona de alguna
forma en mds del 70% del total. En conjunto, para cualquier individuo dado, las variantes
estructurales constituyen entre 9 y 25 Mb del genoma (entre el 0.5% y el 1%, aproximadamente),
subrayando los importantes papeles de esta clase de variacion en la evolucion del genoma y en la
salud humana vy la enfermedad.

No hay dos humanos que sean genéticamente idénticos. Incluso los gemelos
monocigoticos, es decir, los gemelos que se desarrollan a partir de un Unico évulo fecundado,
tienen diferencias genéticas debido a mutaciones ocurridas durante el desarrollo y variaciones en
el nimero de copias dentro de los genes (Bruder et al. 2008).

Ademas, los procesos epigenéticos contribuyen a aumentar mads estas diferencias. La
epigenética es el campo de estudio de los cambios fenotipicos heredables que no se relacionan
con cambios en la secuencia de ADN (Dupont et al. 2009). Normalmente, se asocia el término
epigenética con cambios que afectan a la actividad génica o su expresion, pero también puede
usarse para describir cualquier cambio fenotipico heredable. Estos efectos en caracteristicas
fenotipicas celulares o fisioldgicas pueden ser el resultado de factores ambientales o externos, asi
como del normal proceso de desarrollo. La definicidn de epigenética aceptada de forma general
requiere que estos cambios sean heredables, bien en la progenie celular o del organismo (Ledford
2008, Berger et al. 2009). Algunos ejemplos de los mecanismos que contribuyen a estos cambios
son la metilacion del ADN y la modificacién histénica, cada uno de los cuales cambia la expresion
génica sin alterar la secuencia de DNA subyacente.
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La expresion génica puede ser controlada mediante la accion de proteinas represoras (un
tipo de factores reguladores de transcripcién) que se unen a regiones silenciadoras del ADN. Estos
cambios epigenéticos pueden durar todo el ciclo de vida celular, durante los procesos de divisidn
celular, e incluso durante multiples generaciones aunque no influyan en la secuencia de ADN del
organismo (Bird 2007); dado que son factores no genéticos los que hacen que los genes se
expresen de manera diferencial (Hunter 2008). Un ejemplo de un cambio epigenético es el proceso
de diferenciacion celular de los organismos eucariotas. Durante la morfogénesis, las células madre
totipotenciales se transforman en las distintas lineas celulares pluripotenciales del embrién, lo que
hace que se conviertan en células completamente diferenciadas. Esto se consigue mediante la
activacién de ciertos genes y la inhibicidn de la expresidn de otros (Reik 2007).

Histéricamente, se han descrito como epigenéticos algunos procesos que no son
necesariamente heredables. Un ejemplo seria cualquier modificacion en las regiones
cromosdémicas, especialmente las relacionadas con la modificacion histénica, indiferentemente de
si estos cambios eran heredables o asociados a un fenotipo. Hoy en dia, la definicion consensuada
requiere que una caracteristica sea heredable para ser consideraba epigenética (Berger et al.
2009).

Como ya se ha explicado, los cambios epigenéticos modifican la activacidn de ciertos genes,
pero no codigo de la secuencia del ADN. La microestructura del propio ADN o las proteinas de
cromatina asociadas pueden ser modificadas, provocando la activacion o inhibicién. Este
mecanismo permite a las células diferenciadas de un organismo multicelular expresar solo los
genes necesarios para su propia actividad. Los cambios epigenéticos son preservados en la divisién
celular. Si bien la mayoria de estos cambios ocurren Unicamente durante la vida de un organismo
individual, pueden ser transmitidos a la descendencia mediante un proceso denominado herencia
epigenética transgeneracional. Ademas, si la modificacién epigenética del gen ocurre en el évulo o
el espermatozoide que participan en la fertilizacidn, esta modificacién puede ser transmitida a la
siguiente generacion (Chandler 2007). Algunos procesos epigenéticos concretos son la
paramutacion, la impronta genética, el silenciamiento génico, la inactivacién del cromosoma X, los
efectos de posicion debidos a translocaciones, la reprogramacion genética debida a metilacion, la
transveccion, los efectos maternos, el proceso de la carcinogénesis, la regulacién de las
modificaciones en las histonas y la heterocromatina, y las limitaciones técnicas que afectan a
procesos de partenogénesis o clonacién.

El dafio sufrido por el ADN también puede causar cambios epigenéticos (Kovalchuk &
Baulch 2008, lInytskyy & Kovalchuk 2011, Friedl et al. 2012). Este tipo de dano es muy frecuente,
ocurriendo varias decenas de miles de veces por cada célula del cuerpo humano al dia. Estos
dafios son normalmente reparados, pero en el lugar de la reparacién pueden mantenerse cambios
epigenéticos (Cuozzo et al. 2007). Por ejemplo, una rotura de la doble hebra de ADN puede dar
lugar a una inhibicién génica por metilacion de ADN asi como por modificaciones histdnicas
(O’Hagan, Mohammad & Baylin 2008). Ademas la enzima PARP1 (poli ADP ribosa polimerasa 1) y
su producto PAR (poli ADP ribosa) se acumulan en los lugares donde ha ocurrido el dafio al ADN
como parte del proceso de reparacion (Malanga & Althaus 2005). Esta acumulacién, genera
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ademas la activacion de la proteina remodeladora de cromatina ALC1 que puede causar la
remodelacion del nucleosoma (Gottschalk et al. 2009), lo cual puede dar lugar al silenciamiento
epigenético del gen reparador de DNA MLH1 (Riggs, Russo & Martienssen 1996, Lin et al. 2007).

Algunos productos quimicos dafinos para el ADN, como el benceno, la hidroquinona, el
estireno, el tetracloruro de carbono o el tricloroetileno, causan una considerable hipometilacién
del ADN, algunos mediante la activacion de rutas de stress oxidativo (Tabish et al. 2012).

El dafio sufrido por el ADN es claramente distinto a una mutacién, aunque ambos son tipos
de error en el ADN. El daiio en el ADN es una estructura quimica anormal en el ADN, mientras que
una mutacion es un cambio en la secuencia de pares de bases estandar. El dafio en el ADN causa
cambios en la estructura del material genético y previene que el mecanismo de replicacidn
funcione y cumpla su funcidn de manera adecuada (Kohler et al. 2016). Asimismo, el dafio en el
ADN vy la mutacion tienen distintas consecuencias bioldgicas. Mientras que la mayor parte de los
cambios en el ADN pueden repararse, dicha reparacion no es 100% eficiente. Los daifos en el ADN
gue no se repararan se acumulan en células no replicantes, como las células cerebrales o
musculares en mamiferos adultos y pueden ser causa de envejecimiento (Bernstein et al. 2008,
Hoeijmakers 2009, Freitas & de Magalhdes 2011). En células replicantes, como las células que
recubren el colon, se producen errores tras la replicacidon de dafos pasados en la hebra molde de
ADN, o durante la reparacién de dafios en el ADN. Estos errores pueden dar lugar a mutaciones o
alteraciones epigenéticas (O’Hagan, Mohammad & Baylin 2008). Ambos tipos de alteraciones
pueden ser replicadas y transmitidas a generaciones celulares subsiguientes, pudiendo cambiar la
funcién del gen o la regulacién de la expresion del gen y, posiblemente, contribuir a la progresiéon
del desarrollo del cancer.

Diversidad genética

En una misma poblacién pueden darse a un mismo tiempo varias frecuencias genotipicas, y
cada una de estas podria identificar una subpoblacion. Esto da lugar al concepto de distancia
genética. La distancia genética es una medida de la divergencia genética entre especies o entre
poblaciones dentro de una especie, ya sea que la distancia mida el tiempo desde el ancestro
comun o el grado de diferenciacién (Nei 1987). Las poblaciones con muchos alelos similares tienen
pequeiias distancias genéticas. Esto indica que estan estrechamente relacionados y tienen un
ancestro comun reciente. Es decir, es una medida de frecuencia de recombinacion promedio sobre
una muestra. La distancia genética es util para reconstruir la historia de las poblaciones. Por
ejemplo, la evidencia de la distancia genética sugiere que las personas de Africa Subsahariana y
Eurasia divergieron hace unos 100.000 afios (Nei & Roychoudhury 1974). Las variaciones alélicas
en cada locus causan variacién fenotipica dentro de las especies (por ejemplo, color de cabello,
color de ojos). Sin embargo, la mayoria de los alelos no tienen un impacto observable en el
fenotipo. Dentro de una poblacién, los alelos nuevos generados por la mutacion o bien
desaparecen o se diseminan por toda la poblacidn. Cuando una poblacién se divide en diferentes
poblaciones aisladas (ya sea por factores geograficos o ecoldgicos), las mutaciones que ocurren
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después de la division estaran presentes solo en la poblacidn aislada. La fluctuacion aleatoria de
las frecuencias de los alelos también produce una diferenciacién genética entre las poblaciones.
Este proceso se conoce como deriva genética.

Las diferencias entre las poblaciones representan una pequefia proporcidon de la variacién
genética humana en general. Las poblaciones también difieren en la cantidad de variacién entre
sus miembros. La mayor divergencia entre las poblaciones se encuentra en el Africa subsahariana,
en consonancia con el reciente origen africano de las poblaciones no africanas. Las poblaciones
también varian en la proporcién y los loci exactos que ocupan de los genes introgresados que
recibieron por mezcla arcaica tanto dentro como fuera de Africa. El estudio de la variacién genética
humana tiene una importancia evolutiva y aplicaciones médicas. Puede ayudar a los cientificos a
entender las antiguas migraciones de poblaciones humanas y cémo los grupos humanos estan
biolédgicamente relacionados entre si. El estudio de la variacién genética humana tiene tanto
significacién evolutiva como aplicaciones médicas. Puede ayudar a entender migraciones de
poblaciones humanas antiguas asi como las relaciones existentes entre los distintos grupos
humanos. Para la medicina, el estudio de la variacién humana puede ser de importancia debido a
gue algunos alelos causantes o relacionados con enfermedades son mas frecuentes en regiones
geograficas especificas.

Causas de las diferencias entre individuos

Las causas de las diferencias entre individuos incluyen la segregacion independiente de los
caracteres de la generacion parental a la filial (Segunda Ley de Mendel), el intercambio génico
(entrecruzamiento cromosémico y recombinacién) durante la meiosis y diversos eventos
mutacionales.

La Segunda Ley de Mendel (1866) o Ley de la Segregacién Independiente establece que los
alelos para rasgos separados se transmiten independientemente el uno del otro. Es decir, la
seleccion bioldgica de un alelo para un rasgo no tiene nada que ver con la seleccién de un alelo por
ningun otro rasgo. La segregacién independiente ocurre en organismos eucariéticos durante la
profase meidtica I, y produce un gameto con una mezcla de cromosomas del organismo. La base
fisica de la segregacion independiente de cromosomas es la orientacidon aleatoria de cada
cromosoma bivalente a lo largo de la placa de metafase con respecto a los otros cromosomas
bivalentes. Junto con el entrecruzamiento cromosdmico, la segregacion independiente aumenta la
diversidad genética al producir nuevas combinaciones genéticas, aunque los fendmenos de
ligamiento génico actian en su contra. De los 46 cromosomas en una célula humana diploide
normal, la mitad son derivados de la madre (del évulo) y la otra mitad son derivados del padre (del
esperma). Esto ocurre porque la reproduccién sexual implica la fusion de dos gametos haploides
(el 6vulo y el esperma) para producir un nuevo organismo con el conjunto completo de
cromosomas. Durante la gametogénesis, la produccién de nuevos gametos por parte de un adulto,
el conjunto normal de 46 cromosomas debe reducirse a la mitad para garantizar que el gameto
haploide resultante pueda unirse a otro gameto haploide para producir un organismo diploide. En
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la segregacion independiente, los cromosomas resultantes son elegidos aleatoriamente de entre
todos los posibles cromosomas maternos y paternos. Dado que los zigotos terminan con una
mezcla aleatoria en lugar de un conjunto predefinido de cualquiera de los padres, se consideran
segregados de forma independiente. Por lo tanto, el cigoto puede terminar con cualquier
combinacidon de cromosomas paternos o maternos. Cualquiera de las posibles variantes de un
cigoto formado a partir de cromosomas maternos y paternos se producird con la misma
frecuencia. El cigoto terminard con 23 pares de cromosomas, pero el origen de cualquier
cromosoma particular se seleccionard al azar de los cromosomas paternos o maternos. Esto es lo
gue contribuye a la variabilidad genética de la descendencia.

Intercambio génico

El proceso de intercambio génico por entrecruzamiento cromosdémico y recombinacién es
el intercambio de material genético entre cromosomas homdlogos que da como resultado
cromosomas recombinantes durante la reproduccidn sexual. Ocurre en la etapa de paquiteno de la
profase | de la meiosis durante un proceso llamado sinapsis. La sinapsis comienza antes de que se
desarrolle el complejo sinaptonémico y no se completa hasta casi el final de la profase I. El cruce
generalmente ocurre cuando las regiones coincidentes en los cromosomas enfrentados se rompen
y luego se vuelven a conectar al otro cromosoma. La base fisica del cruce fue demostrada por
primera vez por Harriet Creighton y Barbara McClintock (1931). La frecuencia vinculada al cruce
entre dos loci cualesquiera se denomina valor de cruce. Para un conjunto fijo de condiciones
genéticas y ambientales, la recombinacion en una regidon particular tiende a ser constante.

Existen dos teorias que explican los origenes del proceso de entrecruzamiento, cada una
derivada de las diferentes teorias sobre el origen de la meiosis. La primera teoria proviene de la
idea de que la meiosis evolucioné a partir de la transformacién bacteriana, con la funcion de
propagar la diversidad (Bernstein & Bernstein 2010). La segunda teoria se basa en la idea de que la
meiosis evoluciond como otro método de reparacion del ADN, y asi el cruce es una forma
novedosa de reemplazar secciones de ADN posiblemente dafiadas (Bernstein, Bernstein & Michod
2011).

El cruce y la reparacion del ADN son procesos muy similares, que utilizan muchos de los
mismos complejos de proteinas (Saponaro et al. 2010; Dangel, Knoll & Puchta 2014). McClintock
(1984) estudio el maiz para mostrar como el genoma del maiz cambiaria para superar las amenazas
a su supervivencia. Usé 450 plantas autopolinizadas que recibieron de cada padre un cromosoma
con un extremo roto, y patrones modificados de expresién genética en diferentes sectores de hojas
de maiz dado que los elementos transponibles ("elementos controladores") se esconden en el
genoma, y su movilidad les permite alterar la accidn de los genes en diferentes loci. Estos
elementos también pueden reestructurar el genoma, desde unos pocos nucledtidos hasta
segmentos completos del cromosoma. Las recombinasas y las primasas son las encargadas de
sentar las bases de los nucleétidos a lo largo de la secuencia de ADN. Uno de estos complejos de
proteinas particulares que se conserva entre los procesos es RAD51, una proteina recombinasa
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bien conservada que se ha demostrado que es crucial en la reparacion del ADN y en el cruzamiento
(Esposito 1978, Shinohara et al. 1993). Otros genes en Drosophila melanogaster se han
relacionado también con ambos procesos, al mostrar que los mutantes en estos loci especificos no
pueden someterse a la reparacion del ADN o al cruce (Bernstein, Bernstein & Michod 2011). Este
gran grupo de genes conservados entre procesos apoya la teoria de una estrecha relacidon
evolutiva. Ademads, se ha encontrado que la reparacién del ADN vy el cruce favorecen regiones
similares en los cromosomas. En un experimento que utilizé el mapeo hibrido de radiacién en el
cromosoma 3B del trigo (Triticum aestivum L.), se encontré que el cruzamiento y la reparacion del
ADN se producen predominantemente en las mismas regiones (Kumar, Bassi & Paux 2012).
Ademas, se ha correlacionado que el cruce se produce en respuesta a condiciones estresantes, y
probablemente dafiinas para el ADN (Nedelcu, Marcu & Michod 2004, Steinboeck 2010).

El proceso de transformacién bacteriana también comparte muchas similitudes con el
proceso de entrecruzamiento cromosémico, particularmente en la formaciéon de salientes a los
lados de la cadena de ADN rota, lo que permite la elaboracion de una nueva cadena. La
transformacion bacteriana en si misma se ha relacionado con la reparacién del ADN muchas veces.

Por lo tanto, la evidencia sugiere que la pregunta trata de si el cruce estd mas relacionado
con la reparacién del ADN o la transformacidon bacteriana, ya que los dos no parecen ser
mutuamente excluyentes. Es probable que el cruce haya evolucionado a partir de Ia
transformacion bacteriana, que a su vez se desarrollé a partir de la reparacién del ADN, lo que
explica los vinculos entre los tres procesos.

En cuanto a la bioquimica del proceso, cabe destacar que la recombinacién meidtica puede
iniciarse mediante rupturas bicatenarias que se producen en el ADN mediante la exposicion a
agentes que dafan el ADN (Bernstein, Bernstein & Michod 2011) o la proteina Spoll (Keeny,
Giroux & Kleckner 1997). A continuacidon, una o mds exonucleasas digieren los extremos 5'
generados por las roturas bicatenarias para producir colas de ADN monocatenarias 3'. La
recombinasa especifica de meiosis DMC1 y la recombinasa general Rad51 recubren el ADN
monocatenario para formar filamentos de nucleoproteina (Sauvageau et al. 2005). Las
recombinasas catalizan la unién de la cromatida opuesta y el ADN monocatenario desde un
extremo de la ruptura. A continuacién, el extremo 3' del ADN monocatenario que se une ceba la
sintesis de ADN, provocando el desplazamiento de la cadena complementaria, que posteriormente
se empareja con el ADN monocatenario generado a partir del otro extremo de la rotura bicatenaria
inicial. La estructura que resulta es un tetramero en forma de cruz, también conocido como un
cruce Holliday. El cruce Holliday es una estructura tetraédrica que puede ser “arrastrada” por otras
recombinasas, moviéndola a lo largo de la estructura de cuatro cadenas. El contacto entre dos
cromatidas que pronto sufrird un cruce se conoce como quiasma. Church y Wimber (1969)
midieron la frecuencia del quiasma en las diferentes etapas de la meiosis del saltamontes
Melanoplus femurrubrum mediante irradiacidon con rayos X. Se encontrd que la irradiacién durante
las etapas de leptoteno - cigoteno de la meiosis (es decir, antes del periodo de paquiteno en el que
se produce la recombinaciéon de cruce) aumenta la frecuencia de quiasma posterior. De manera
similar, en el saltamontes Chorthippus brunneus, la exposicion a la irradiacidn con rayos X durante
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las etapas de cigoteno - paquiteno temprano causdé un aumento significativo en la frecuencia
media de quiasma celular (Westerman 1971). La frecuencia de quiasma se puntud en las etapas
posteriores de diploteno - diaquinesis de la meiosis. Estos resultados sugieren que los rayos X
inducen dafnos en el ADN que se reparan mediante una via cruzada que conduce a la formacion de
quiasma.

Tipicamente, los entrecruzamientos se producen entre regiones homodlogas de cromosomas
coincidentes, pero las similitudes en la secuencia y otros factores pueden dar como resultado
alineamientos no coincidentes, proceso denominado entrecruzamiento no homdlogo, o mas
raramente, recombinacion desigual. Durante la replicacion del ADN, cada cadena de ADN se utiliza
como plantilla para la creacién de nuevas cadenas utilizando un mecanismo parcialmente
conservado, cuyo funcionamiento adecuado da como resultado dos cromosomas idénticos
emparejados. Se sabe que los eventos de cruce de cromatidas hermanas ocurren varias veces por
célula en divisién en eucariotas (Smith 1976). La mayoria de estos eventos implican un intercambio
de cantidades iguales de informacién genética, pero pueden ocurrir intercambios desiguales
debido al desajuste de secuencia que dan como resultado una insercion o eliminacién de
informacién genética en el cromosoma. Aunque son raros en comparacién con los eventos de
cruce homoélogos, estas mutaciones son drdsticas y afectan a muchos loci al mismo tiempo. Se los
considera el principal impulsor de la generacidn de duplicaciones génicas y son una fuente general
de mutacién dentro del genoma. Se desconocen las causas especificas de los eventos de
entrecruzamientos no homologos, pero se sabe que varios factores aumentan la probabilidad de
un cruce desigual. Un factor comun es la reparacion de roturas de doble cadena (Puchta 2005).
Estas roturas se reparan a menudo utilizando uniones finales no homodlogas, un proceso que
implica la insercidon de un filamento molde en el filamento roto. Las regiones homélogas cercanas
de la cadena molde se usan a menudo para la reparacion, lo que puede dar lugar a inserciones o
deleciones en el genoma si se utiliza una parte no homdloga pero complementaria de la cadena
molde. La similitud entre secuencias es un factor importante en el proceso de entrecruzamiento:
es mas probable que los eventos de cruce ocurran en regiones largas de secuencia similar en un
gen (Metzenberg et al. 1991). Esto implica que cualquier seccién del genoma con largas secciones
de ADN repetitivo es propensa a eventos cruzados.

La presencia de elementos transponibles es otro elemento influyente del entrecruzamiento
no homologo. Debido a que las regiones cromosdémicas compuestas de transposones tienen
grandes cantidades de cdédigo idéntico y repetitivo en un espacio condensado, se cree que las
regiones de transposones que se someten a un evento de cruce son mas propensas a un
emparejamiento complementario erréneo (Robberecht et al. 2012); es decir, una seccién de un
cromosoma que contiene muchas secuencias idénticas, si se somete a un evento de cruce, es
menos seguro que coincida con una seccién perfectamente homadloga de cédigo complementario y
mas propenso a unirse con una seccion de codigo en una parte ligeramente diferente del
cromosoma. Esto da como resultado una recombinacién desequilibrada, ya que la informacién
genética puede insertarse o eliminarse en el nuevo cromosoma, dependiendo de donde se produjo
la recombinacion. Si bien los factores causantes de la recombinacidon desigual siguen sin
esclarecerse del todo, se han descubierto algunos elementos del mecanismo fisico del proceso. Las
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proteinas de reparacién de desajustes (MMR, MisMatch Repair), por ejemplo, son una familia
reguladora de proteinas responsable de regular las secuencias de ADN no coincidentes durante la
replicaciéon (Kunkel & Erie 2005). El objetivo de las proteinas MMR es la restauracion del genotipo
parental. Se sabe que una clase de proteina MMR en particular, MSH3, forma el heterodimero
MutSB con MSH2 para corregir los largos bucles de insercidn / delecién y el apareamiento erréneo
base-base en los microsatélites durante la sintesis de ADN. La funcionalidad deficiente en las
proteinas MMR se encuentra en aproximadamente el 15% de los canceres colorrectales, y las
mutaciones somaticas en el gen MSH3 se pueden encontrar en casi el 50% de los cdnceres
colorrectales deficientes en actividad MMR (Gao et al. 2013). Existen multiples vias de proteinas
MMR implicadas en el mantenimiento de la estabilidad del genoma de un organismo complejo, y
cualquiera de los muchos posibles errores de funcionamiento da como resultado errores de
edicidn y correccién del ADN (Surtees, Argueso & Alani 2004). Por lo tanto, si bien se desconoce
con total certeza qué mecanismos conducen a errores de entrecruzamiento no homaélogo, es muy
probable que la via MMR esté implicada.

Seleccion natural

La seleccidn natural puede conferir una ventaja adaptativa a los individuos en un ambiente
determinado si un alelo de la poblacién les dota de una ventaja competitiva (Darwin 1859). Los
alelos que presentan seleccion es mas probable que se encuentren presentes en aquellas regiones
en las que confieren una ventaja. La seleccién natural actua sobre el fenotipo (las caracteristicas
observables de un organismo), pero es el componente genético heredable el que, si confiere una
ventaja reproductiva, puede volverse mas comun en una poblacién. Con el paso del tiempo, este
proceso puede dar como resultado poblaciones especialmente adaptadas a determinados nichos
ecolégicos (microevolucion) y, eventualmente, el surgimiento de nuevas especies (especiacion,
macroevolucién). Dicho de otro modo, la seleccidén natural es un proceso clave en la evolucién de
una poblacion. La seleccidn natural actia mediante diversos mecanismos:

- Variacién heredable: como se ha explicado mas arriba, la segregacién independiente de
los caracteres de la generacién parental a la filial (Segunda Ley de Mendel), que codifican para
cada caracteristica, durante la produccién de gametos mediante una divisién celular meidtica. Esto
significa que cada gameto va a contener un solo alelo para cada gen. Lo cual permite que los alelos
materno y paterno se combinen en el descendiente, asegurando la variacion.

- Fitness: en biologia evolutiva, es la representacidon cuantitativa de la seleccién natural y
sexual. Se puede definir respecto a un genotipo o un fenotipo, para un entorno determinado. En
cualquier caso, describe el éxito reproductivo y es igual a la contribucion media al pool genético de
la siguiente generacion resultante de dicho genotipo o fenotipo. El fitness de un genotipo es
manifestado a través de su fenotipo, el cual también se ve afectado por factores ambientales. Por
eso el fitness de un fenotipo dado puede ser distinto en diferentes ambientes selectivos (Orr
2009). La seleccion natural tiende a hacer que los alelos con mayor fitness sean mas comunes con
el tiempo, dando como resultado procesos de evolucidon. Se puede obtener una cantidad de
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informacién importante sobre los distintos tipos de evolucion considerando un modelo de locus
simple. Si suponemos un locus inicial A;, y que en alguin punto una mutacion introduce el alelo A,,
los tres posibles genotipos resultantes serian AjA;, AjA; vy AyA,. Cada uno de estos genotipos
tendria asociado un fitness exclusivo (w11, W1z Y W»3), que si bien es en realidad algo mds complejo
como hemos visto mas arriba, en este ejemplo podriamos asumir que representan las
probabilidades de supervivencia de cada individuo. En la literatura cientifica, los valores absolutos
de fitness (w11, W12 Y W) son a menudo convertidos en valores de fitness relativo respecto a uno
de los genotipos. En nuestro ejemplo, 1, 1+hs y 1+s, respectivamente. El fitness de los genotipos
AjA; y AyA; es expresado de forma relativa al del genotipo A;A;. Asi si asumimos que el fitness de
AjA; esigual a 1, 1+hs = wiywig, ¥ 1+s = wy/wiyp. Los pardmetros s y h son el coeficiente de
seleccion y el efecto del heterocigoto, respectivamente (Akey 2009). Se pueden definir diversos
tipos de seleccidn en términos de fitness relativo.

- Competencia: es la interaccidén entre organismos en la cual el fitness de uno es reducido
por la presencia del otro. Esto puede darse por la necesidad de ambos organismos de un mismo
recurso que esté limitado, como es el agua, el alimento o el territorio (Begon, Harper & Townsend
1996). La competencia puede darse entre especies o dentro de una misma especie, y puede ser
directa o indirecta (Sahney, Benton & Ferry 2010). Las especies menos preparadas para competir
deben adaptarse o desaparecer, teniendo en cuenta el importante papel que juega la competencia
en la seleccién natural.

- Seleccidén sexual: El concepto de seleccion sexual se refiere especificamente a la
competencia por la pareja (Andersson 1994); la cual puede ser intrasexual, entre individuos del
mismo sexo, como por ejemplo la competencia entre machos por el derecho a aparearse con las
hembras; o intersexual, donde uno de los géneros es el que elige la pareja, mas cominmente las
hembras eligen entre un conjunto de machos que se exhiben (Hosken & House 2011). Diversos
rasgos fenotipicos pueden asociarse a la seleccién sexual, siendo mostrados por uno de los sexos y
deseado por el otro, dando lugar a un feedback positivo en el que se retroalimenta la evolucién
exagerada de un determinado caracter. Este proceso se conoce como seleccion autorreforzante de
Fisher (Greenfield et al. 2014). La agresion entre miembros del mismo sexo a veces se asocia a
caracteristicas intersexuales muy distintivas, como las cornamentas de los ciervos, que se usan en
combates por el derecho reproductivo. Ademas, las seleccidn intrasexual se asocia generalmente
con el dimorfismo sexual, incluyendo las diferencias de tamafo corporal entre machos y hembras
de una misma especie (Hosken & House 2011).

Tipos de seleccidon natural

Cuando no hay diferencias en el fitness entre genotipos (s = 0), se dicen que las frecuencias
alélicas y genotipicas evolucionan de manera neutral, y si no es el caso, hay seleccién natural. El
tipo concreto de seleccién es dependiente de si el valor del coeficiente de seleccidon es positivo o
negativo, y de la relacion de dominancia entre alelos reflejada en el valor del efecto del
heterocigoto. Por ejemplo, la seleccidn direccional ocurre con dominancia incompleta (0 < h < 1). Si
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s < 0, entonces el nuevo alelo A, es deletéreo, y los individuos portadores del mismo son menos
aptos, y la seleccién purificadora (también conocida como seleccidon negativa) actla para purgar A,
de la poblacién. Si s > 0, el nuevo alelo A, es ventajoso, y los individuos portadores estaran mejor
adaptados, y A, serd fijado en la poblacion. La seleccién direccional tiene como resultado una
pérdida de variacion genética y, en general, la seleccion direccional se corresponde con la forma de
seleccion descrita por Darwin.

Otro tipo de selecciébn que actua sobre alelos ventajosos se denomina seleccidon
sobredominante, y ocurre cuando el heterocigoto A;A; tiene el fitness relativo mas alto (s >0y h >
1). La seleccion sobredominante (también llamada ventaja del heterocigoto) es una de las formas
especificas en las que se manifiesta la selecciéon balanceadora, la cual actia de tal modo que se
conserva la variacion genética de la poblacidn. Gillespie (1991) seialé que la seleccién
balanceadora puede ocurrir en ausencia de sobredominancia. Tanto Nielsen (2005) como Akey
(2009) se refieren a cualquier tipo de seleccidn que actla sobre un alelo ventajoso como seleccién
positiva. Sin embargo, Wang et al. (2006) identifican la seleccidn direccional como la fuente
primaria de seleccién positiva en estudios a nivel gendmico.

Importancia de la seleccidn natural

En lo referente al genoma humano, la seleccién natural ha jugado un papel clave en el
desarrollo de la especie. Cuando las poblaciones se ven sometidas a condiciones ambientales muy
distintas, o sufren presiones por fendmenos como enfermedades, la seleccién natural puede llegar
a cambiar de manera drastica la frecuencia alélica de una poblacién a otra. Por ello, cambios
acentuados en las frecuencias alélicas entre poblaciones pueden seializar loci del genoma que han
sufrido procesos de seleccidén. Otras sefiales de seleccidon pueden ser haplotipos caracteristicos
(que al fin y al cabo son conjuntos de alelos caracteristicos de una poblacién o subpoblacién) y una
variacion alélica reducidas en las regiones proximas a las variantes seleccionadas (al encontrarse
estas ligadas).

Las inferencias sobre la seleccidon natural generalmente se basan en la deteccién de sus
efectos sobre los patrones de variacién neutral vinculada a dicha seleccién. El autostop genético,
también llamado “draft genético” (Gillespie 2000) o efecto de autostop (Smith & Haigh 1974), se
refiere a la influencia que la seleccidn sobre los alelos ventajosos tiene en los patrones de variaciéon
ligada. Es decir, se da cuando un alelo cambia su frecuencia, no porque el mismo se encuentre bajo
los efectos de la seleccién natural, sino porque se encuentra cerca de otro gen que estd bajo los
efectos de un barrido selectivo y que esta en la misma cadena de ADN. Cuando un gen sufre un
barrido selectivo, cualquier polimorfismo que se encuentre cerca y esté en desequilibrio de
ligamiento, tenderd a cambiar también sus frecuencias alélicas (Futuyma 2013). Los barridos
ocurren cuando mutaciones de novo (y por tanto, aun raras) son ventajosas y aumentan su
frecuencia. Los alelos neutrales o minimamente deletéreos que se encuentren cerca en el
cromosoma son arrastrados junto con el alelo bajo seleccion, proceso conocido como barrido
selectivo. Los barridos que se encuentran en proceso o estan incompletos son aquellos que se
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encuentran en cualquier estadio anterior a la fijacién del alelo ventajoso. Una vez que se ha fijado,
se dice que el barrido estd completo. En contraste, los efectos sobre un locus neutral debidos a
desequilibrio de ligamiento con mutaciones deletéreas de novo se denominan seleccion de fondo.
Tanto el autostop genético como la selecciéon de fondo son fuerzas evolutivas estocasticas
(aleatorias), como la deriva genética (Gillespie 2001).

El modelo clasico de seleccion positiva dice que la seleccidon actia sobre mutaciones
ventajosas de novo. De manera alternativa, la seleccién podria actuar sobre la variacién genética
preexistente que fuera bien neutral o deletérea, pero que haya pasado a ser una adaptacién
debido a cambios en el ambiente o en el trasfondo genético. Hermisson & Pennings (2005) se
refieren a la seleccidn asociada a variacidn preexistente como “barrido suave”, a fin de distinguirla
del modelo clasico, o “barrido fuerte”. Patrones de variacién genética derivados de la seleccién de
mutaciones de novo pueden diferir enormemente entre ambos modelos (Hemisson & Pennings
2005, Przeworski et al. 2005).

La caracterizacion de las huellas que deja la seleccion direccional positiva en los genes que

son de importancia adaptativa en humanos puede tener una importante relevancia a nivel médico,
ayudando a identificar variantes funcionales que juegan un rol en la salud de las poblaciones.

Deriva genética

La segunda causa de la variacidn genética es debida a la deriva genética (o génica) y al alto
grado de neutralidad de la mayor parte de las mutaciones. La mayoria de las mutaciones no
parecen tener un efecto selectivo positivo ni negativo en el organismo, es decir, son
selectivamente neutras (Kimura 1968, King & Jukes 1969). La causa principal es la deriva genética,
gue es el cambio aleatorio de las frecuencias alélicas de una poblacién debida al muestreo
aleatorio de individuos (Masel 2011). Los alelos presentes en la descendencia son una muestra de
los alelos presentes en los padres, y la casualidad tiene un papel en determinar si un individuo
dado sobrevive y se reproduce. La deriva genética puede hacer que las variantes genéticas
desaparezcan por completo y, por lo tanto, reduzcan la variacién genética o causen que los alelos
inicialmente raros se vuelvan mucho mas frecuentes o incluso lleguen a fijarse. Los efectos de la
deriva genética son mas fuertes en poblaciones pequefias y aisladas y pueden conducir a
frecuencias de alelos significativamente modificadas en un periodo de tiempo relativamente corto
en dichas poblaciones (Star & Spencer 2013; LaBar & Adami 2017). Cuando hay pocas copias de un
alelo, el efecto de la deriva genética es mayor, y cuando hay muchas copias, el efecto es menor. A
principios del siglo XX, se produjeron vigorosos debates sobre la importancia relativa de la
seleccidn natural frente a los procesos neutros, incluida la deriva genética. Ronald Fisher (1922)
sostuvo que la deriva genética juega un papel menor en la evolucion, y esta siguid siendo la vision
dominante durante varias décadas. El genetista de poblaciones Motoo Kimura (1968) reavivo el
debate con su teoria neutral de la evolucién molecular, que afirma que la mayoria de los casos
donde un cambio genético se propaga a través de una poblacién (aunque no necesariamente
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cambios en los fenotipos) son causados por la deriva genética actuando sobre mutaciones
neutrales.

Los modelos matemdticos de deriva genética pueden disefarse usando procesos de
ramificacion o una ecuacidn de difusidn que describe los cambios en la frecuencia de alelos en una
poblacion idealizada (Wahl 2011).

Los modelos mas importantes son el modelo de Wright-Fisher y el modelo de Moran
(Moran 1958). Sin embargo, existen diversos problemas a tener en cuenta al usar estos modelos. Si
la varianza en el niumero de descendientes es mucho mayor que la dada por la distribucién
binomial asumida por el modelo de Wright-Fisher, dada la misma velocidad general de deriva
genética (el tamano de poblacion efectivo de varianza), la deriva genética serd una fuerza menos
poderosa en comparacion con la seleccién (Charlesworth 2009). Incluso para la misma varianza, si
los momentos superiores de la distribucién numérica de la descendencia exceden los de la
distribucién binomial, la fuerza de la deriva genética se debilita sustancialmente (Der, Epstein &
Plotkin 2011). Los cambios aleatorios en las frecuencias de los alelos también pueden ser causados
por efectos distintos al error de muestreo, por ejemplo, cambios aleatorios en la presién de
seleccion. Como se ha comentado, una fuente alternativa importante de estocasticidad, quizds
mas importante que la deriva genética, es el autoestop genético (Gillespie 2001). Las propiedades
matematicas del autostop genético son diferentes de las de la deriva genética (Neher & Shraiman
2011).

Principio de Hardy-Weinberg

El principio de Hardy-Weinberg establece que dentro de poblaciones suficientemente
grandes, las frecuencias de los alelos permanecen constantes de una generacion a la siguiente a
menos que el equilibrio se vea alterado por la migracién, las mutaciones genéticas o la seleccién.
Sin embargo, en poblaciones finitas, no se obtienen nuevos alelos a partir del muestreo aleatorio
de los alelos pasados a la siguiente generacién, pero el muestreo puede causar la desaparicion de
un alelo existente. Debido a que el muestreo aleatorio puede eliminar, pero no reemplazar, un
alelo, y debido a disminuciones o aumentos aleatorios en la frecuencia de alelos, la deriva genética
conduce a la poblacién hacia la uniformidad genética a lo largo del tiempo. Cuando un alelo
alcanza una frecuencia de 1 (100%) se dice que se ha fijado en la poblacién y cuando un alelo
alcanza una frecuencia de 0 (0%) se dice que se ha perdido en dicha poblacién. Las poblaciones
mas pequenas logran una fijacion mas rapida, mientras que en el limite de una poblacidn infinita,
la fijacidn no se logra. Una vez que un alelo se fija, la deriva genética se detiene, y la frecuencia de
los alelos no puede cambiar a menos que se introduzca un nuevo alelo en la poblacién a través de
la mutacion o el flujo de genes. Por lo tanto, incluso si la deriva genética es un proceso aleatorio y
sin direccion, actUa para eliminar la variacidn genética a lo largo del tiempo.
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Deriva y seleccidn

En las poblaciones naturales, la deriva genética y la seleccion natural no actlan
aisladamente; ambas fuerzas estan siempre en juego, junto con la mutacién y la migracién. La
evolucion neutra es el producto tanto de la mutacién como de la deriva, no solo de la deriva. De
manera similar, incluso cuando la seleccién supera la deriva genética, solo puede actuar sobre la
variacion que proporciona la mutacion. Si bien la seleccion natural tiene una direccién que guia la
evolucidn hacia adaptaciones hereditarias al entorno actual, la deriva genética no tiene sentido y
esta guiada solo por las matematicas del azar. Como resultado, la deriva actua sobre las
frecuencias genotipicas dentro de una poblacidn sin tener en cuenta sus efectos fenotipicos. Por el
contrario, la seleccién favorece la propagaciéon de alelos cuyos efectos fenotipicos aumentan la
supervivencia y / o la reproduccion de sus portadores, disminuye las frecuencias de los alelos que
causan rasgos desfavorables e ignora los que son neutros. La ley de los grandes niumeros aplicada a
la deriva predice que cuando el nimero absoluto de copias del alelo es pequeio (por ejemplo, en
poblaciones pequefias), la magnitud de la deriva en las frecuencias de los alelos por generacién es
mayor. La magnitud de la deriva es lo suficientemente grande como para hacer insignificante a la
seleccion en cualquier frecuencia de alelos cuando el coeficiente de seleccién es inferior a 1
dividido por el tamaiio efectivo de la poblacién. Por esto se considera que la evolucidén no
adaptativa resultante del producto de la mutacién y la deriva genética es un mecanismo
consecuente de cambio evolutivo principalmente en poblaciones pequenas aisladas. El ligamiento
genético con otros genes que estdn bajo seleccién puede reducir el tamafio efectivo de la
poblacién experimentado por un alelo neutral. Con una tasa de recombinacién mas alta, el
ligamiento disminuye y con él, este efecto local sobre el tamafio efectivo de la poblacién
(Charlesworth, Morgan & Charleswoth 1993). Este efecto es visible en los datos moleculares como
una correlacidn entre la tasa de recombinacién local y la diversidad genética (Presgraves 2005), y la
correlacién negativa entre la densidad de genes y la diversidad en regiones de ADN no codificantes
(Nordborg et al. 2005). Cuando la frecuencia de los alelos es muy pequeiia, la deriva también
puede dominar la seleccidn incluso en grandes poblaciones. Por ejemplo, aunque las mutaciones
desfavorables generalmente se eliminan rdpidamente en grandes poblaciones, las nuevas
mutaciones ventajosas son casi tan vulnerables a la pérdida por deriva genética como las
mutaciones neutrales. Hasta que la frecuencia de los alelos para la mutacién ventajosa no alcance
un cierto umbral, la deriva genética no tendra efecto.

Mecanismos de actuacion de la deriva génica

El principal mecanismo por el cual actia la deriva génica se conoce como efecto “cuello de
botella”. Se caracteriza por una reduccién drastica del tamafio poblacional en un corto periodo de
tiempo asociado cambios aleatorios en el medio que derivan en una mortalidad elevada en una
poblacién (Robinson 2003). En un proceso cuello de botella puro, las probabilidades de sobrevivir
de cualquier miembro de la poblacién son puramente aleatorias, y no se ven aumentadas por
ninguna caracteristica genética inherente. El proceso puede dar como resultado cambios radicales
en las frecuencias alélicas, de manera completamente independiente de la seleccidén natural.
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El impacto del cuello de botella en una poblacién puede ser mantenido, incluso cuando el
cuello de botella es causado por un Unico evento fortuito, como un desastre natural. Después de
un cuello de botella, la endogamia aumenta. Esto hace que se incremente el dafio realizado a la
poblacién por las mutaciones recesivas deletéreas, en un proceso conocido como depresién
endogamica. La seleccion contra mutaciones deletéreas puede conllevar la pérdida de otros alelos
ligados genéticamente a ellas en un proceso denominado seleccion de fondo (Masel 2011), y
puede verse incrementado su efecto por un proceso de purga genética (Garcia-Dorado 2015). Esto
puede conllevar una pérdida incrementada de diversidad genética. Ademds, una reduccién
poblacional sostenida en el tiempo puede incrementar las probabilidades de fluctuaciones alélicas
debidas a la deriva en generaciones venideras. La variacion genética de una poblacién puede verse
muy reducida por un cuello de botella, e incluso adaptaciones beneficiosas pueden ser
permanentemente eliminadas (Futuyma 1998). La pérdida de variacién hace que la poblacion
superviviente sea vulnerable a cualquier nueva presion selectiva, dado que la adaptacién a
cambios ambientales necesita de suficiente variacién genética en la poblacién para que la
seleccion natural pueda tener efecto (O'Corry-Crowe 2008, Cornuet & Luikart 1996).
Empiricamente, se ha estudiado la deriva genética aleatoria en humanos, asi como en poblaciones
naturales y experimentales de otros muchos organismos. Por ejemplo, Helgason et al. (2003)
mostraron por medio de diversos analisis que los patrones de variacidn genética en los islandeses,
como la baja diversidad genética, son consistentes con altos niveles de deriva genética en el
pasado.

El efecto fundador es un caso especial de efecto cuello de botella, que ocurre cuando un
pequeiio grupo de una poblacidn se separa de la poblaciéon original y forma una nueva poblacién.
El muestreo aleatorio de alelos en la poblacién recién formada es de esperar que no describa de
manera fehaciente la poblacidn original en algunos aspectos (Campbell 1996). Es incluso posible
gue el numero de alelos para algunos genes en la poblacién original sea mayor que el numero de
copias génicas en la poblacién fundadora, haciendo que la representacidn completa sea
totalmente imposible. Por eso, cuando el tamaiio poblacional de la poblacion fundadora es muy
pequeiio, sus fundadores pueden afectar fuertemente la composicion genética de la poblacién en
el futuro. La idea de que la importancia de la deriva genética acabe superando la de la seleccién
natural en poblaciones pequenas ha sido validada en multiple estudios de evolucién molecular en
humanos. Por ejemplo, frecuencias altas para determinadas enfermedades en grupos étnicos
relativamente cerrados son generalmente atribuibles a valores altos de deriva genética, bien
durante o después de la fundacion de estas poblaciones (Ostrer 2001). La alta frecuencia de
acromatopsia en la poblacion del atoldn Pingelap es un ejemplo ampliamente citado de como los
procesos extremos de cuello de botella pueden afectar a la frecuencia de los alelos deletéreos
(Hussels & Morton 1972). Un buen ejemplo es la migracion Amish a Pennsylvania en 1744. Dos
miembros de la colonia original compartian el alelo recesivo para el sindrome de Ellis-van Creveld.
Como resultado de muchas generaciones de endogamia debida al aislamiento de la poblacién, el
sindrome de Ellis-van Creveld presenta mucha mas prevalencia entre los Amish que entre la
poblacién general (Cavalli-Sforza et al. 1996).
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La diferencia en las frecuencias génicas entre la poblacién original y la fundadora puede
también provocar que los dos grupos se diferencien significativamente en el curso de muchas
generaciones. Segun la diferencia (distancia genética) se incrementa, las dos poblaciones
separadas pueden llegar a ser distintas, tanto a nivel genético como fenotipico, aunque no solo la
deriva genética sino también la seleccion natural, el flujo génico y la mutacion contribuyen a esta
divergencia. Este potencial para provocar cambios relativamente rdpidos en la frecuencia génica de
la poblacién fundadora, hizo que la mayoria de cientificos consideraran el efecto fundador (y por
extension, la deriva genética) una fuerza significativa en la evolucién de nuevas especies. Sewall
Wright fue el primero en relacionar esta significancia a la deriva aleatoria y a poblaciones
pequefias recientemente formadas, en su teoria del equilibrio cambiante en la especiacion (Wolf,
Brodie & Wade 2000). Después de Wright, Ernst Mayr creo muchos modelos que explicaban como
la reduccidn en la variacion genética y el pequeno tamaio poblacional debido al efecto fundador,
eran de importancia critica para el desarrollo de nuevas especies (Hey, Fitch & Ayala 2005). Sin
embargo, hoy en dia este punto de vista cuenta con mucho menos apoyo dado que los resultados
experimentales son equivocos (Howard & Berlocher 1998).

En humanos, el efecto fundador asociado a un tamafio poblacional original pequefo (lo
cual se asocia a un aumento de probabilidad de que ocurran procesos de deriva genética), puede
haber tenido una importante influencia en las diferencias alélicas neutrales entre poblaciones. Los
modelos neutrales de deriva genética y mutacién han sido aplicados también a caracteres
cuantitativos (Lande 1976, Orr 1998). Usando este tipo de analisis, muchos estudios han sugerido
gue muchos aspectos en la evolucion de la morfologia facial de los primeros representantes del
género Homo podrian ser mds consistentes con la deriva genética que con la seleccion natural
(Ackerman & Cheverud 2004, Weaver et al. 2007). A menudo, el tamano efectivo de una poblacion
se infiere de su composicién genética, basandose en modelos tedricos que incluyen la deriva
genética (Hey 2005). Aunque hay métodos para estimar cambios en el tamafio poblacional efectivo
a lo largo de toda una genealogia, han sido aplicados principalmente a patégenos mas que a
poblaciones humanas (Shackelton et al. 2006).

Las inferencias moleculares relativas a la historia de las poblaciones humanas son objeto de
investigacién, dando como resultado datos que no pueden ser obtenidos facilmente de otras
fuentes como fdsiles o lingtisticas. Sin embargo, dado que tanto la deriva como la mutacién son
procesos estocasticos, la inferencias relativas a la historia poblacional solo tienen robustez cuando
se analizan multiples genes en un marco de referencia que tenga en cuenta dicha estocasticidad.
Basandose en el andlisis de 25 regiones génicas, Templeton (2005) ha planteado numerosas
expansiones durante los ultimos 2 millones de afios de evolucién humana. De manera similar,
Gherman et al. (2007) sugieren que una explosion inusualmente alta de cambios a gran escala en
el genoma humano ocurrid hace 54 millones de afios, atribuibles a altas tasas de deriva en el
ancestro comun de los monos del Nuevo Mundo (Platyrrhini) y el clado que incluye a los monos
del Viejo Mundo y a Hominoidea (Catarrhini).
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Bases de datos en el estudio de la variacion genética

Las bases de datos son esenciales para la investigacidon y aplicaciones de bioinformatica.
Existen muchas bases de datos que cubren diversos tipos de informacion: por ejemplo, secuencias
de ADN y proteinas, estructuras moleculares, fenotipos y biodiversidad. Las bases de datos pueden
contener datos empiricos (obtenidos directamente de los experimentos), datos pronosticados
(obtenidos del analisis) o, con mayor frecuencia, ambos. Pueden ser especificos de un organismo,
ruta o molécula de interés en particular. Contienen informacién de areas de investigacién que
incluyen gendmica, protedmica, metaboldmica, expresion génica de microarrays y filogenia
(Altman 2004). La informacion contenida en las bases de datos bioldgicas incluye la funcién del
gen, la estructura, la localizacidn (tanto celular como cromosdmica), los efectos clinicos de las
mutaciones, asi como las similitudes de las secuencias y estructuras biolégicas. También pueden
incorporar datos compilados de muchas otras bases de datos. Estas bases de datos varian en su
formato, mecanismo de acceso y si son publicas o no. Las bases de datos biolégicas se pueden
clasificar en bases de datos secuenciales, estructurales y funcionales. Las secuencias de acidos
nucleicos y proteinas se almacenan en bases de datos de secuencias y bases de datos de
estructuras almacenan estructuras resueltas de ARN y proteinas. Las bases de datos funcionales
proporcionan informacién sobre la funcidn fisiolégica de los productos génicos, por ejemplo,
actividades enzimaticas, fenotipos mutantes o vias bioldgicas. Las bases de datos de organismos
modelo son bases de datos funcionales que proporcionan datos especificos de cada especie. Las
bases de datos son herramientas importantes para ayudar a los cientificos a analizar y explicar una
serie de fendmenos biolégicos de la estructura de las biomoléculas y su interaccién, a todo el
metabolismo de los organismos y a la comprensién de la evolucién de las especies. Este
conocimiento ayuda a facilitar la lucha contra las enfermedades, ayuda al desarrollo de
medicamentos, a predecir ciertas enfermedades genéticas y a descubrir las relaciones basicas
entre las especies.

El conocimiento bioldgico se distribuye entre muchas bases de datos generales y
especializadas diferentes. Esto a veces hace que sea dificil garantizar la coherencia de la
informacién. La bioinformatica integrativa es un campo que intenta abordar este problema
proporcionando acceso unificado. Una solucién es cdmo las bases de datos bioldgicas hacen uso
de referencias cruzadas a otras bases de datos con cddigos de acceso estandarizados para vincular
sus conocimientos relacionados entre si.

Los conceptos de base de datos relacional en ciencias informaticas y busqueda y
recuperacion de informacidn en bibliotecas digitales son importantes para comprender las bases
de datos bioldgicos. El disefio de bases de datos bioldgicos, el desarrollo y la gestidn a largo plazo
es un area central de la bioinformatica (Bourne 2005). El contenido de los datos incluye secuencias
de genes, descripciones textuales, atributos y clasificaciones ontoldgicas, citas y datos tabulares. A
menudo se describen como datos semiestructurados y se pueden representar como tablas,
registros delimitados por claves y estructuras XML.
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Tipos de bases de datos

Hay dos tipos comunes de bases de datos bioldgicas: bases de datos primarias y bases de
datos secundarias. Estos dos difieren en su estructura de archivo. Las bases de datos primarias a
menudo contienen solo un tipo de datos especificos que se almacenan en su propio archivo.
Cargan datos nuevos analizados en experimentos y actualizan sus entradas para garantizar la
calidad de los datos. Las bases de datos secundarias son bases de datos que utilizan otras bases de
datos como fuente de informacidn, por lo que obtienen sus datos solicitando otras bases de datos.
A menudo procesan o analizan los datos que coinciden con la solicitud correspondiente para
obtener nuevos resultados.

La mayoria de las bases de datos bioldgicas estdn disponibles a través de sitios web que
organizan los datos de modo que los usuarios puedan navegar por los datos en linea. La revista
Nucleic Acids Research regularmente publica nimeros especiales sobre bases de datos bioldgicos y
tiene una lista de tales bases de datos. El nimero de 2018 tiene una lista de cerca de 180 de tales
bases de datos y actualizaciones de las bases de datos descritas anteriormente (Rigden &
Fernandez 2018).

Las metabases de datos son bases de datos de bases de datos que recopilan informacion de
bases de datos para generar nuevos datos. Son capaces de fusionar informacidon de diferentes
fuentes y ponerla a disposicion de una forma nueva y mas conveniente, o con énfasis en una
enfermedad u organismo en particular, como hace Entrez (NCBI Resource Coordinators 2012), por
ejemplo. Las bases de datos de acidos nucleicos pueden clasificarse en base de datos de ADN y
bases de datos de expresidon génica.

A su vez, las bases de datos de ADN pueden separarse en primarias y secundarias, segun
sean bases de datos con repositorios propios o consigan datos de terceros. Entre las bases de
datos de ADN primarias cabe destacar DDBJ (Dna Data Bank of Japan) del National Institute of
Genetics en Japon, GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) en EE.UU y
European Nucleotide Archive del EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory - European
Bioinformatics Institute) en Europa son repositorios de datos de secuencias de nucledtidos de
todos los organismos. Los tres aceptan envios de secuencias de nucledtidos y luego intercambian
datos nuevos y actualizados diariamente para lograr una sincronizacidon dptima entre ellos. Estas
tres bases de datos son bases de datos primarias, ya que contienen datos de secuencias originales.
Colaboran con Sequence Read Archive (SRA), que archiva lecturas sin procesar de instrumentos de
secuenciacion de alto rendimiento. Entre las bases de datos secundarias destacan:

e HapMap: El International HapMap Project fue una organizacién que tuvo como objetivo
desarrollar un mapa de haplotipos (HapMap) del genoma humano, para describir los
patrones comunes de la variacion genética humana. HapMap se usa para encontrar
variantes genéticas que afectan la salud, la enfermedad vy las respuestas a las drogas y los
factores ambientales.
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e OMIM: es un catdlogo continuamente actualizado de genes humanos y trastornos y rasgos
genéticos, con un enfoque particular en la relacién gen-fenotipo. OMIM es producido y
actualizado en la Escuela de Medicina Johns Hopkins (JHUSOM).

e RefSeq: La base de datos RefSeq es una coleccidn de acceso publico de secuencias de
nucledtidos (ADN y ARN) y sus productos proteinicos. Esta base de datos estd construida
por el National Center for Biotechnology Information (NCBI) y, a diferencia de GenBank,
proporciona solo un registro para cada molécula biolégica natural (es decir, ADN, ARN o
proteina) para organismos principales que van desde virus hasta bacterias y eucariotas.

Ademas, los datos subyacentes generalmente estan disponibles para su descarga en una
variedad de formatos. Los datos bioldgicos vienen en muchos formatos. Estos formatos incluyen
texto (PubMed, OMIM,...), datos de secuencia (GenBank, UniProt,...), estructura de proteinas (PDB,
SCOP,...) y enlaces.

Una base de datos de expresion génica, generalmente analizada a partir de datos obtenidos
de micromatrices de ADN, es un repositorio cuyos usos clave son almacenar los datos de medicidn
de micromatrices, administrar un indice de busqueda y poner los datos a disposicién de otras
aplicaciones para su andlisis e interpretacion. Estas bases de datos recopilan secuencias del
genoma, las anotan y las analizan, y permiten su acceso al publico. Estas bases de datos pueden
contener muchos genomas de especies, o un genoma de organismo modelo Unico. Las mas
conocidas que incluyen datos de Homo sapiens son:

1000 Genomes Project: Lanzado en enero de 2008, fue un esfuerzo de un consorcio

internacional de investigacion para establecer el catdlogo mas detallado posible de la variacién
genética humana. Los cientificos planearon secuenciar los genomas de al menos mil participantes
anénimos de una serie de diferentes grupos étnicos dentro de los siguientes tres afios, usando
tecnologias recientemente desarrolladas que eran mads rapidas y menos costosas (Durbin et al.
2010). McVean et al. (2012), anunciaron la secuenciacion de 1092 genomas y su integracién en el
proyecto. En 2015, se informé de los resultados y la finalizacion del proyecto y de las
oportunidades que el mismo podia ofrecer para futuras investigaciones (Auton et al. 2015). Se
logrd identificar muchas variaciones raras, restringidas a grupos estrechamente relacionados, y se
analizaron ocho clases de variacidn estructural.

El proyecto une equipos de investigacion multidisciplinarios de institutos de todo el mundo,
incluidos China, Italia, Japon, Kenia, Nigeria, Perq, el Reino Unido y los Estados Unidos. Cada uno
contribuye al conjunto de datos de secuencias y al mapa del genoma humano, que es de libre
acceso a través de bases de datos publicas para la comunidad cientifica y el publico en general
(McVean et al. 2012). Al proporcionar una visién general de toda la variacion genética humana, el
consorcio generard una herramienta valiosa para todos los campos de la ciencia bioldgica,
especialmente en las disciplinas de genética, medicina, farmacologia, bioguimica y bioinformatica.

El objetivo principal de este proyecto es crear un catalogo completo y detallado de las
variaciones genéticas humanas, que a su vez se puede utilizar para los estudios de asociaciéon que
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relacionan la variacién genética con la enfermedad. Al hacerlo, el consorcio busca descubrir mas
del 95% de las variantes (NP, CNV, indels) con frecuencias alélicas menores, de hasta el 1%, en todo
el genoma y de entre 0,1% y 0,5% en regiones génicas, asi como para estimar las frecuencias
poblacionales, el background de los haplotipos, y los patrones de desequilibrio de ligamiento de
alelos variantes.

Ensembl: es un proyecto cientifico conjunto entre el Instituto Europeo de Bioinformatica
(EBI) y el Instituto Wellcome Trust Sanger, que se lanzé en 1999 en respuesta a la finalizacion del
Proyecto del Genoma Humano (Flicek, Amode, Barrell et al. 2010). Ensembl tiene como objetivo
proporcionar un recurso centralizado para genetistas, bidlogos moleculares y otros investigadores
gue estudian los genomas de nuestra propia especie y otros vertebrados y organismos modelo
(Flicek, Aken, Ballester et al. 2010).

En el proyecto Ensembl, los datos de secuencia se introducen en el sistema de anotacion de
genes que crea un conjunto de ubicaciones pronosticadas de genes y los guarda en una base de
datos MySQL para su posterior analisis y visualizacién. Estos datos son de acceso libre para la
comunidad investigadora mundial. Todos los datos y cddigos producidos por el proyecto Ensembl
estan disponibles para descargar (Ruffier et al. 2017), y también hay un servidor de base de datos
de acceso publico que permite el acceso remoto. Ademas, el sitio web de Ensembl proporciona
visualizaciones generadas por ordenador de gran parte de los datos. Con el tiempo, el proyecto se
ha ampliado para incluir especies adicionales (incluidos organismos modelo clave como el ratén, la
mosca de la fruta y el pez cebra), asi como una gama mas amplia de datos gendmicos, incluidas las
variaciones genéticas y las caracteristicas reglamentarias. Desde abril de 2009, un proyecto
hermano, Ensembl Genomes, ha ampliado el alcance de Ensembl en metazoos, plantas, hongos,
bacterias y protistas de invertebrados, mientras que el proyecto original continda centrandose en
los vertebrados.

SNPedia: es un sitio web bioinformatico basado en concepto wiki (una comunidad virtual,
cuyas paginas pueden ser editadas directamente desde el navegador, donde los mismos usuarios
crean, modifican o eliminan contenidos que, generalmente, comparten), que sirve como base de
datos de polimorfismos de nucledtido Unico (SNP). Cada articulo sobre un SNP proporciona una
breve descripcidn, enlaces a articulos cientificos y sitios web de gendmica personal, asi como
informacién de micromatrices sobre ese SNP (Cariaso & Lennon 2012). A fecha de 8 de agosto de
2018, hay 109238 SNPs registrados en la base de datos (SNPedia 2018). | nimero de SNP en
SNPedia se ha duplicado aproximadamente una vez cada 14 meses desde agosto de 2007 (Cariaso
& Lennon 2012). Un programa informatico asociado llamado Promethease, también desarrollado
por el equipo SNPedia, permite a los usuarios comparar los resultados de genética personal con la
base de datos SNPedia, generando un informe con informacion sobre los atributos de una persona,
como la propensién a enfermedades, en funcién de la presencia de SNP especificos dentro su
genoma.

ENCODE: es un proyecto publico de investigacion que tiene como objetivo identificar
elementos funcionales en el genoma humano (Hong et al. 2016). Encode fue lanzado por el
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Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano de los EE. UU. (NHGRI) en septiembre de
2003. Disefiado como continuacién del Proyecto Genoma Humano, el proyecto ENCODE tiene
como objetivo identificar todos los elementos funcionales en el genoma humano. El proyecto
involucra a un consorcio mundial de grupos de investigacion, y se puede acceder a los datos
generados a partir de este proyecto a través de bases de datos publicas. El Instituto Nacional de
Investigaciéon del Genoma Humano (NHGRI) ha categorizado a ENCODE como un "proyecto de
recursos comunitarios", es decir, como un proyecto de investigacién especificamente disefiado e
implementado para crear un conjunto de datos, reactivos u otro material cuya utilidad principal
sea cumplir como un recurso para el conjunto de la comunidad cientifica. En consecuencia, la
politica de publicacién de datos ENCODE estipula que los datos, una vez verificados, se depositaran
en bases de datos publicas y se pondran a disposicién de todos para su uso sin restricciones (Raney
et al. 2010).

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) es un conjunto de proteinas presentes en
la superficie celular, esenciales para el reconocimiento de moléculas y agentes externos por parte
del sistema inmunitario especifico en los vertebrados, lo cual determina la histocompatibilidad. La
funciéon principal de las moléculas del CMH es unirse a los antigenos propios de patdgenos, y
sefalizarlos en la superficie celular para que sean reconocidos por los linfocitos T (Janeway et al.
2001). Las moléculas de CMH median en la relacién entre los leucocitos (también Illamados
glébulos blancos), un tipo de células del sistema inmunitario, con otros leucocitos o células del
organismo. El CMH determina la compatibilidad de los donantes en los trasplantes de érganos, asi
como la susceptibilidad frente a enfermedades autoinmunes. En humanos, el CMH se suele llamar
HLA (acrénimo inglés de Human Leukocyte Antigen).

En la célula, las moléculas de proteina del propio fenotipo del huésped o de otras entidades
biolégicas son continuamente sintetizadas y degradadas. Cada molécula del CMH en la superficie
celular sefializa una fraccién de una proteina, llamada epitopo. El antigeno presentado puede ser
propio o ajeno, evitando asi que el sistema inmune de un organismo apunte a sus propias células.

Organizacion de CMH

La familia de genes del CMH se divide en 3 subgrupos: clase |, clase Il, y clase lll. Cada
subgrupo cuenta con unas subunidades especificas que son reconocidas por distintos tipos de
correceptores. Las proteinas del subgrupo clase | tienen subunidades B2 que solo pueden ser
reconocidas por correceptores CD8. Las de clase Il tienen B1 y B2 y pueden ser reconocidas por
correceptores CD4. De esta forma, las chaperonas asociadas a proteinas del CMH regulan que tipo
de linfocitos se pueden unir a un antigeno dado con alta afinidad, dado que diferentes linfocitos
expresan diferentes correceptores.
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La diversidad antigénica, mediada por las clases | y Il del CMH, se obtiene de al menos tres
formas: (1) el repertorio proteico del CMH de un organismo es poligénico, es decir, se consigue a
partir de multiples genes interactuantes; (2) la expresidon génica del CMH es codominante (de
ambos conjuntos de alelos heredados de la generacién parental); (3) las variantes génicas del CMH
son altamente polimdrficas, por lo que son altamente variables incluso intraespecificamente
(Janeway et al. 2001).

Las primeras descripciones del CMH fueron hechas por Peter Gorer (1936). Los genes del
CMH fueron identificados por primera vez en lineas de ratones consanguineos. Se trasplantaron
tejidos tumorales entre distintas lineas y se vio que habia rechazo de los tejidos trasplantados del
donante al receptor (Little 1941). Snell y Higgings (1951) consiguieron identificar un locus de un
gen del CMH mediante entrecruzamiento de ratones.

De las tres clases identificadas del CMH, la atencion se suele centrar en las clases | y Il
Mediante la interaccién con las glicoproteinas CD4 de la superficie de los linfocitos T colaboradores
(también llamados Linfocitos T CD4+), la clase Il del CMH media en el establecimiento de Ia
inmunidad especifica (también llamada inmunidad adquirida o inmunidad adaptativa). Mediante la
interaccion con la glicoproteina transmembrana CD8 de la superficie de los linfocitos T citotdxicos
(o CTL, por sus siglas en inglés Citolytic T Lymphocyte), la clase | del CMH, media en la destruccién
de células del huésped infectadas o que sean identificadas como malignas, esto es, el aspecto de
inmunidad especifica denominada inmunidad celular.

Funciones del CMH

El CMH y especialmente los genes HLA se encuentran implicados en la respuesta inmune.
Actualmente se encuentran registrados mas de 12.000 alelos de clase | y mas de 4.000 alelos de
clase Il. Este nivel de hiperpolimorfismo se ha atribuido a un modelo de selecciéon balanceada
inducida por parasitos (Garamszegi y Nunn, 2011) e influenciado por la seleccion sexual. En efecto,
los agentes infecciosos han constituido probablemente una de las presiones selectivas mas
intensas en el modelado de nuestro patrimonio genético en el pasado (Karlsson, Kwiatkowski &
Sabeti 2014), lo cual proporciona un mayor fitness y una mejor defensa contra patégenos con un
genoma altamente mutable, produciendo una progenie con CMH heterocigoto (Singh 2001), pero
todavia en la actualidad suponen el 64% de las muertes de menores de 5 afios (Liu et al. 2012).
Esta por ver, no obstante, si en las poblaciones con una asistencia médica eficaz las presiones
selectivas contintan actuando de forma perceptible. EIl CMH es el sistema antigeno-tejido que
permite al sistema inmune (mds especificamente a las células T) unirse, reconocerse y tolerarse
(autoreconocerse). EIl CMH interactua con los receptores de los linfocitos T (TCR) y sus co-
receptores para optimizar las condiciones de union para la interaccion TCR-antigeno, en términos
de afinidad y especificidad de unién a antigeno, y eficacia de transduccién de seiiales.
Esencialmente, el complejo CMH-péptido es un complejo de autoantigeno / aloantigeno. Tras la
union, los linfocitos T deben, en principio, tolerar el auto-antigeno, pero activarse cuando se
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exponen al aloantigeno. Los estados de enfermedad ocurren cuando este principio es
interrumpido.

Presentacién del antigeno: Las moléculas de CMH se unen tanto al receptor de células T

como a los co-receptores CD4 / CD8 en linfocitos T, y el epitopo antigénico contenido en el surco
de unioén al péptido de la molécula del CMH interactda con el dominio de la inmunoglobulina del
TCR para desencadenar la activacion de los linfocitos T.

Reaccion autoinmune: Tener algunas moléculas del CMH aumenta el riesgo de

enfermedades autoinmunes mas que tener otras. El antigeno de clase | HLA-B27 es un ejemplo. No
estd claro exactamente cdmo tener HLA-B27 aumenta el riesgo de espondilitis anquilosante y otras
enfermedades inflamatorias asociadas (Kataria y Brent 2004), pero se han planteado hipdtesis de
mecanismos que implican presentacion de antigenos aberrantes o activacion de células T
(Hacquard-Bouder, Ittah & Breban 2005).

Aloreconocimiento de tejidos: Las moléculas de CMH, en complejo con epitopos peptidicos,

son esencialmente ligandos para los TCR. Las células T se activan por su unién a péptidos de
cualquier molécula de CMH, las cuales no fueran “entrenadas” para reconocer durante la seleccién
positiva (también llamado reconocimiento restrictivo del antigeno) del timo.

Emparejamiento selectivo y CMH

El término emparejamiento selectivo hace referencia al fenédmeno por el cual un sujeto
tiende a emparejarse con otros individuos que se asemejan a él en alglin aspecto. El
emparejamiento selectivo en humanos ha sido ampliamente observado y estudiado, y dentro de
los tipos que pueden observarse se encuentra el emparejamiento selectivo basado en el genotipo
y la expresidn fenotipica.

Pearson et al. (1903) observaron una alta correlacién entre la altura, la longitud de los
brazos, y del antebrazo izquierdo en 1000 parejas. Mas recientemente (Kocsor et al. 2011) han
descrito como los hombres prefieren mujeres cuya apariencia facial se parece a la suya propia,
cuando se les presentan tres opciones a elegir entre las que se encuentra una modificada para que
se parezca a la suya propia. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con las mujeres. Pero Hedrick (1992)
habia observado, a través de un modelo con ratones, que la eleccidén de pareja llevada a cabo por
las hembras podia reducir la proporcién observada de heterocigotos, contribuir al mantenimiento
del polimorfismo, influir en las frecuencias del tipo de apareamiento y generar desequilibrio
gameético.

Estudios realizados en EEUU concluyeron que el emparejamiento selectivo basado en
similitudes genéticas juega un papel importante. Se observd que las parejas estudiadas
establecidas con anterioridad eran mas similares genéticamente que cualquier pareja de
individuos escogidos al azar (Guo el al. 2014). Algunos investigadores argumentan que este
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emparejamiento selectivo es debido exclusivamente a la estratificacion poblacional, el hecho de
gue las personas se emparejen de manera mas probable con gente de su mismo grupo étnico
(Abdellaoui, Verweij & Zietsch 2014).

Hay una serie de evidencias que parecen sustentar el papel de la seleccidn sexual sobre el
mantenimiento de los altos niveles de heterocigosidad en los genes del CMH (Ejsmond, Radwan &
Wilson 2014). El mecanismo impulsado por la reproduccién sexual funciona a través de las
preferencias de eleccion de la pareja dependiente del CMH antes del apareamiento y, después del
apareamiento, influye en el resultado exitoso del embarazo. Este efecto no se aplica solo tras la
implantacion y durante el desarrollo embrionario, sino que también opera controlando el procesa
de implantacién embrionario (Capittini, Martinetti & Cuccia 2008). La proporcidon de resultados
fallidos alcanza el 80% del total de embarazos si consideramos los abortos desde las primeras
etapas después de la fecundacién (Apanius et al. 1997, Gilbert et al. 1998, Racowsky 2002).

En ratones, se ha observado un comportamiento selectivo particular determinado por el
CMH, el “efecto Bruce”: una hembra prefiada, que tenga la oportunidad de aparearse con una
segunda pareja que difiera en los loci del CMH, abortara en favor del macho que sea mas diferente
en cuanto al CMH (Yamazaki et al. 1983). Asi, el bloqueo del embarazo también puede
incorporarse al esquema del polimorfismo en el CMH determinado por la presién selectiva de los
patégenos propuesto por Potts y Wakeland (1993), ya que serviria para evitar la endogamia,
aumentando la heterocigosidad del CMH. Se han propuesto 3 mecanismos de actuacion de la
busqueda selectiva del conyuge ligada al genotipo CMH (Piertney y Oliver, 2006): a) Preferencia
por una pareja con alto grado de heterocigosis (y por tanto de diversidad), b) Preferencia por
individuos portadores de genotipos especificos con proteccién contra determinados agentes
infecciosos y c) Preferencia por un cényuge de genotipo diferente. En un meta analisis reciente
(Kamiya et al. 2014) se han encontrado evidencias de seleccién de pareja por diversidad MHC en
varias especies no humanas. En humanos, sin embargo, los resultados han sido contradictorios
(Winternitz y Abbate, 2015), aunque entre los diferentes modelos, también parece encontrarse
una significativa tendencia a seleccionar parejas con un alto grado de diversidad (Winternitz et al.
2013, Winternitz et al. 2017). Chaix, Cao & Donnelly (2008) observaron en los individuos que
estudiaron mostraban emparejamiento selectivo negativo (también llamado heterogamia) para
genes de la regién del CMH en el cromosoma 6. Los individuos se sienten mas atraidos por los
olores de otros individuos que son genéticamente diferentes en esta region (Wedekind et al. 1995,
Wedekind et al. 1997). Los investigadores concluyen que esto explica la abundancia de
heterocigosis en los nifios, haciéndoles menos vulnerables a los patégenos. Sin embargo, estos
estudios fueron muy criticados en base a sus procedimientos metodolégicos (Hedrick &
Loeschcke 1996). Sin embargo, Winking et al. (2014) concluyeron que los patrones de
emparejamiento selectivo negativo asociados a olores o preferencias por la pareja, no se desvian
significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg.

Se han desarrollado diversos test para estudiar la relacion entre el emparejamiento
selectivo y los genes HLA (Jin, Speed & Thompson 1995; Génin et al. 2000), aunque son escasos y a
veces contradictorios, y Unicamente para grupos poblacionales pequeiios y endogamicos, o para
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poblaciones mixtas (Ober et al. 1997). En este estudio se encontraron evidencias de que entre los
hutteritas (comunidad religiosa de EEUU) se evitaban los matrimonios entre personas que
presentaban el mismo genotipo. Sin embargo, en un estudio similar realizado por Hedrick y Black
(1997) en nativos sudamericanos, no se encontrd evidencia de este emparejamiento no aleatorio.
En relacién a los escasos resultados significativos observados en nuestra especie en relacion a la
seleccion sexual asociada al CMH, se han propuesto varios factores que podrian afectar a la validez
de los resultados. Entre ellos, destaca la tendencia al mestizaje entre individuos de diferentes
poblaciones, lo que podria generar artefactos en la deteccion de modelos de busqueda selectiva
del cényuge por estratificacion poblacional, asi como diferentes comportamientos asociados al
patrimonio cultural, como la higiene o la cosmética (Winternitz et al. 2017).

Proceso de colonizacion de Homo sapiens

Como se ha sefialado anteriormente, el efecto fundador asociado a un tamafo poblacional
original pequefio (lo cual se asocia a un aumento de probabilidad de que ocurran procesos de
deriva genética), puede haber tenido una importante influencia en las diferencias alélicas neutrales
entre poblaciones. El modelo explicativo del origen geografico de los humanos anatdmicamente
modernos denominado “Out of Africa” apoya esta idea.

El origen reciente de los humanos modernos (también llamado teoria del “Out of Africa”,
hipdtesis del origen uUnico reciente, hipdtesis de la sustitucion o modelo del origen africano
reciente) es, en paleoantropologia, el modelo dominante sobre el origen y migracion temprana de
los humanos anatémicamente modernos (Homo sapiens), el cual propone un area de origen Unica
para los humanos modernos. De acuerdo con este modelo, los humanos habrian evolucionado en
el este de Africa y empezaron a expandirse por el mundo hace entre 50000 y 100000 afios (Stringer
2003, Liu et al. 2006).

La principal hipdtesis que se opone a la del “Out of Africa” es la hipdtesis multirregional del
origen de los humanos modernos, que postula una migracién temprana de Homo sapiens africanos
gue se habrian cruzado con poblaciones locales de Homo erectus en diversas regiones del mundo
(Wolpoff et al. 2000, Jurmain et al. 2008).

Sin embargo, la situacién es mas complicada. Prifer et al. (2014) exponen evidencias de
que hubo entrecruzamiento entre humanos modernos fuera de Africa con Neandertales y
Denisovanos. Varios estudios estipulan que hubo hasta dos procesos migratorios (Macaulay et al.
2005, Beyin 2011) La primera habria tenido lugar entre hace 130000 y 115000 afios a través del
norte de Africa (Smith 2007, Armitage et al. 2011, Balter 2011, Cruciani et al. 2011), y al parecer los
individuos habrian muerto o se habrian retirado, aunque hay pruebas de la presencia de humanos
modernos en China hace 80000 afios (Liu et al. 20015). Una segunda migracién habria tenido lugar
por la llamada ruta del Sur, siguiendo la linea de la costa sur de Asia, que llevd a la colonizacién de
Eurasia y Australia hace alrededor de 50000 afios. La evidencia mas temprana de la presencia de
humanos en Australia es de al menos hace 65000 afios (Clarkson et al. 2017). De acuerdo con esta
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teoria, Europa fue colonizada bien por una migracién posterior desde la India, que fue repoblada
desde el sudeste de Asia, o por una rama temprana de esta segunda migraciéon que pobld Oriente
Préximo y Europa (Macaulay et al. 2005, Posth et al. 2016). Aunque recientemente, se ha sugerido
que H. sapiens podria haber migrado de Africa hace 270000 afios (Posth et al. 2017).

Origenes africanos de Homo sapiens

La cronologia del origen de los humanos anatdmicamente modernos es un tema
complicado. Hublin et al. (2017) han descrito restos de Homo sapiens modernos de entre hace
350000 y 280000 afios, que les ha servido para apoyar una hipétesis del origen panafricano de H.
sapiens. En general, se acepta que los seres humanos anatdmicamente modernos surgieron en
Africa alrededor de hace 200000 afios. Delson et al. (2000) expusieron que la tendencia en
expansioén craneal y la tecnologia litica achelense que ocurrié entre hace 400000 afos y el segundo
periodo interglaciar en el Pleistoceno Medio (hace aproximadamente 250000 anos), proporcionan
pruebas de una transicion de Homo erectus a H. sapiens. En la teoria del Out of Africa, la migracion
de H. sapiens, tanto dentro como fuera de Africa, eventualmente reemplazé a las poblaciones
dispersas de H. erectus que estaban presentes con anterioridad. Hace 100000 aios, empiezan a
surgir evidencias de una tecnologia mas sofisticada, y hace 50000 afios pruebas de
comportamiento inequivocamente asociable a H. sapiens modernos se convierten en dominantes.
Las herramientas liticas muestran patrones regulares que son reproducidos o duplicados con mas
precision que antes, y las herramientas hechas de hueso y asta aparecen por primera vez
(Hoffecker 2009, Tattersall 2009).

Teoria de la “ruta de la costa”

La teoria de la “ruta de la costa” es principalmente usada para describir el poblamiento
inicial de la Peninsula Ardbiga, India, el sudeste de Asia, Nueva Guinea, Australia, parte de Oceania,
la costa de China, y Japén (Wells 2003, Pope & Terrel 2007). Esta ligado a la presencia y dispersion
de los haplogrupos M y N del ADN mitocondrial, asi como los patrones de distribucion especificos
de los haplogrupos C y D del ADN del cromosoma Y en estas regiones (Macaulay et al. 2005,
Mirazén Lahr et al. 2012). La teoria propone que los primero humanos, de manera similar a los
negritos del sudeste de Asia o los proto-Australoides actuales, presentes ya en las regiones
costeras del sur de la India continental, se expandieron a las islas Andaman e Indonesia, y mas
tarde se ramificaron al sur hacia Australia, y al norte hacia Japdn (Wells 2003). Hace unos 70000
afios, parte de los portadores del haplogrupo mitocondrial L3 migraron del este de Africa a Oriente
Préximo. Se ha estimado que de una poblacién de entre 2000 y 5000 individuos en Africa, solo un
pequefio grupo de entre 150 y 1000 personas, cruzaron el Mar Rojo (Zhivotovsky et al. 2003, Stix
2008). Este grupo viajo a lo largo de la ruta de costa de Arabia y Persia hacia la India, que parece
ser el primer punto de asentamiento importante (Metspalu et al. 2004). Wells (2003) argumenta
qgue la ruta se extendia 250 kildmetros por la ruta de la costa sur de Asia, llegando a Australia
alrededor de hace 50000 afios.
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Hoy en dia, en el estrecho de Bab-el-Mandeb, el Mar Rojo tiene una anchura de 20
kildmetros, pero hace 50000 aios el nivel del mar era 70 metros menor, debido a la glaciacion, y el
mar era mas angosto. Aunque el estrecho nunca se llegd a cerrar por completo, la separacién fue
lo suficientemente pequefia, y la posibilidad de la existencia de islas o islotes en el camino, habrian
permitido el paso mediante el uso de balsas simples (Beyin 2011, Fernandes et. al. 2006). El
hallazgo de depdsitos de restos de conchas en Eritrea datados en 125000 afios (Walter 2000),
indica que la dieta de los primeros humanos habria incluido marisco obtenido de la zona
intermareal.

Dispersion temprana por el norte de Africa

La migracién temprana por el norte de Africa tuvo lugar hace entre 130000 y 115000 afios.
El descubrimiento de herramientas liticas en los Emiratos Arabes Unidos sirvié para probar la
presencia de humanos modernos hace entre 100000 y 125000 afios (Armitage et al. 2011),
volviendo a poner de actualidad la anteriormente controvertida ruta del norte de Africa (Smith
2007, Balter 2011, Cruciani et al. 2011, Scerri et al. 2014).

Se han encontrado fdsiles de H. sapiens en Qafzeh (Israel) datados hace entre 80000 y
100000 afios. Parece ser que estos humanos se extinguieron o se retiraron de vuelta a Africa hace
entre 70000 y 80000 afios, siendo posiblemente reemplazados por los Neandertales ubicados mas
al sur, que trataban de escapar del clima mas frio de Europa (Finlayson 2009). Liu et al. (2006)
analizaron marcadores autosémicos microsatélites que dataron en 56000 afos. Llegaron a la
conclusion de que los fésiles de Qafzeh son una ramificacion aislada temprana que se retiré de
vuelta a Africa.

De acuerdo a Kuhlwilm et al. (2016) los Neandertales recibieron flujo genético hace
alrededor de 100000 afos, de un grupo de humanos que se separé de otros humanos modernos
hace alrededor de 200000 afios. Argumentan que los ancestros de los Neandertales de las
montanas Altai y los humanos modernos tempranos se encontraron y entrecruzaron, posiblemente
en Oriente Préximo, varios miles de afios antes de lo anteriormente pensado, y que esto
complementa la evidencia arqueoldgica sobre la presencia de humanos modernos fuera de Africa
hace mds de 100000 aiios, proporcionando la primera prueba genética de dichas poblaciones.

Shen et al. (2002) cuestionan la extincion de esta dispersidon temprana. Datan los restos del

hombre de Liujang hace entre 111000 y 139000 afios. Liu et al. (2015) argumentan la presencia de
humanos modernos en China por el hallazgo de dientes de humanos modernos.
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Datacion: pre- o post- Toba

La datacion de la cronologia asociada a la ruta del Sur estd en disputa (Appenzeller 2012).
Puede haber ocurrido antes o después de la catastrofe de Toba. La catastrofe de Toba fue una
supererupcion volcanica que ocurrié hace entre 69000 y 77000 afios en lo que actualmente es el
lago Toba (Sumatra, Indonesia), que se formd a raiz de la propia erupcion. La erupcidn causé un
invierno volcanico global que durd entre 6 y 10 afios, y conllevo un periodo de enfriamiento de
1000 aiios. En 1993, Gibbons sugirid la relacién entre la erupcién y un proceso de cuello de botella
en la poblacién humana, e investigadores como Rampino & Self (1993) o Ambrose (1998) apoyaron
la idea. Sin embargo, tanto la teoria del invierno volcanico como su relaciéon con el proceso de
deriva en la poblacién humana es altamente controvertida y ha sido discutida intensivamente
(Oppenheimer 2002, Choi 2013). Las herramientas liticas descubiertas bajo capas de ceniza
depositadas en la India parecen apuntar a que la dispersidon fue pre-Toba, pero el origen de las
herramientas esta en disputa (Appenzeller 2012). Por otro lado, el haplogrupo L3 sugiere una
expansion post-Toba, dado que este haplogrupo se originé antes de la expansién de los humanos
fuera de Africa, y puede ser datado hasta hace 60000-70000 afios, sugiriendo que la expansion
ocurrid algunos miles de afios después de la catastrofe de Toba (Appenzeller 2012). Brahic (2012)
publicé un articulo sobre una nueva investigacion que mostraba que algunas mutaciones en el
ADN humano habrian ocurrido mas lentamente de lo ocurrido, e incluyendo una revisién en la
datacion para la migracién fuera de Africa, ubicandola en una horquilla de hace 90000 y 130000
afios.

Entrecruzamiento entre humanos arcaicos y modernos

Existe evidencia de mestizaje entre humanos arcaicos y modernos durante el Paleolitico
Medio y el Paleolitico Superior temprano. El entrecruzamiento ocurrié en varios eventos
independientes que incluyeron neandertales, denisovanos, asi como varios hominidos no
identificados. En Eurasia, el entrecruzamiento entre neandertales y denisovanos con humanos
modernos tuvo lugar varias veces hace entre 100.000 y 40.000 afios, y tanto antes como después
de la reciente migracién fuera de Africa hace 70.000 afios. A través de la secuenciacién del genoma
completo de tres neandertales de Vindija (Green et al. 2010) se reveld que los neandertales
compartian mas alelos con poblaciones de Eurasia que con las poblaciones de Africa subsahariana.
El exceso observado de similitud genética se explica mejor por el flujo génico reciente de los
neandertales a los humanos modernos después de la migracién fuera de Africa. Se ha hallado ADN
derivado de neandertal en el genoma de las poblaciones contemporaneas de Europa y Asia, y se
estima que representa entre el 1% y el 6% de los genomas modernos. El genoma de la mayoria de
europeos y asiaticos tienen entre el 1% y el 4% de ADN neandertal (Green et al. 2010). Prifer et al.
(2014) estimaron una proporcion de entre el 1,5% y un 2,1%, pero luego fue revisado a un
intervalo entre el 1,8% y el 2,6% (Prifer et al. 2017). El mismo estudio observd que los asiaticos
orientales tienen mas ADN neandertal (2,3-2,6%) que los euroasiaticos occidentales (1,8-2,4%).
Lohse & Frantz (2014) infieren una tasa aun mayor de 3,4-7,3%. Las tasas mas altas de mezcla
arcaica en se han encontrado en las poblaciones indigenas del sudeste asidtico y Oceania, con un
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4-7% estimado del genoma de los melanesios (Meyer et al. 2012) o los aborigenes australianos
(Rasmuseen et al. 2011) modernos derivado de denisovanos. La ancestria derivada de
neandertales y denisovanos estd significativamente ausente de la mayoria de las poblaciones
modernas en el Africa subsahariana. Sin embargo, se han encontrado alelos arcaicos consistentes
con varios eventos de mezcla independientes. En ciertas poblaciones de Africa occidental, las tasas
de mezcla parecen ser significativamente mds altas que en Eurasia. La mezcla de un linaje basal de
humanos arcaicos de Africa occidental en los Mende de Sierra Leona se ha estimado en un 13%
(Skoglund et al. 2017).

Estudiando una secuencia de genoma de alta calidad de una mujer neandertal de Altai
(Siberia), se ha encontrado que el componente de neandertal en humanos modernos no africanos
esta mas relacionado con el neandertal de Mezmaiskaya (Caucaso), seguido por los neandertales
de Vindija (Croacia) y, por ultimo, que con el neandertal de Altai (Siberia). Estos resultados
sugieren que la mayoria de la mezcla en humanos modernos provino de poblaciones de
Neanderthal que se habian separado (alrededor de 80-100 kya) de los linajes neandertal Vindija y
Mezmaiskaya antes de que las dos ultimas divergieran entre si (Priifer et al. 2014).

Al analizar el cromosoma 21 de los neandertales de Altai (Siberia), El Sidron (Espaia) y
Vindija (Croacia), se determina que, de estos tres linajes, solo los neandertales de El Sidrén y
Vindija muestran tasas significativas de flujo génico (0,3-2,6 %) hacia los humanos modernos, lo
qgue sugiere que los neandertales de El Sidréon y Vindija estdn mas estrechamente relacionados que
los neandertales de Altai con los neandertales que se cruzaron con los humanos modernos hace
unos 47000-65000 afios (Kuhlwilm et al. 2016). Y de forma contraria, también se ha determinado
gue se dieron tasas significativas de flujo génico de humanos modernos a neandertales solo para el
neandertal de Altai (0,1-2,1%), lo que sugiere que el flujo de genes humanos modernos en los
neandertales se produjo principalmente después de la separacién de los neandertales de Altai de
los neandertales El Sidrdon y Vindija hace aproximadamente 110000 afios. Los resultados muestran
gue la fuente del flujo génico de humanos modernos hacia los neandertales se origind a partir de
una poblacién de humanos modernos hace unos 100.000 anos, anterior a la migracion fuera de
Africa de los antepasados humanos modernos de los no africanos actuales.

Introgresion

La introgresidon, también conocida como hibridacidn introgresiva, es el movimiento de un
gen (flujo génico) de una especie a otra mediante el retrocruzamiento repetido de un hibrido
interespecifico con una de sus especies parentales. Es un proceso a largo plazo, ya que pueden ser
necesarias muchas generaciones hibridas antes de que ocurra el retrocruzamiento. La introgresiéon
difiere de la hibridacion simple. La introgresién da como resultado una mezcla compleja de genes
parentales, mientras que la hibridacidn simple da como resultado una mezcla mds uniforme, que
en la primera generacién sera una mezcla uniforme de dos especies parentales. La introgresidn es
una fuente importante de variacion genética en poblaciones naturales y puede contribuir a la
adaptacion e incluso a la radiacién adaptativa (Grant, Grant & Petren 2005). Existe evidencia de
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que la introgresion es un fendmeno omnipresente en plantas, animales (Bullini 1994; Dowling &
Secor 1997) e incluso en humanos (Holliday 2003) en la que puede haber introducido el
haplogrupo D de la microcefalina (Evans et al. 2006). Existe una fuerte evidencia de la introgresion
de los genes neandertal (Wills 2011) y los genes de denisovanos (Huerta-Sanchez et al. 2014) en
partes del pool genético humanos modernos. Alrededor del 20% del genoma de neandertal se ha
encontrado introgresado en la poblacion humana moderna de asidticos del este y europeos
(Vernot & Akey 2014). En los indigenas papues de Nueva Guinea, los alelos de neandertal
introgresados se encuentran en mayor frecuencia en los genes expresados en el cerebro, mientras
gue los alelos de denisovanos tienen la mayor frecuencia en los genes expresados en los huesos y
otros tejidos (Akkuratov, Gelfand & Khrameeva 2018).

El hecho de que se haya detectado una mezcla mas alta de neandertales en los asiaticos
orientales que en los europeos (Wall et al. 2013; Sankararaman et al. 2014; Nielsen et al. 2017),
posiblemente podria explicarse por la ocurrencia de mas eventos de mezcla en los antepasados
tempranos de los asidticos orientales después de la separacién de los europeos y asidticos
orientales, dilucién de la ascendencia neandertal en los europeos por mezcla con poblaciones con
baja ascendencia neandertal a través de migraciones posteriores, o seleccién natural que pudo
haber sido relativamente menor en los asiaticos orientales que en los europeos. Los estudios
indican que una eficacia reducida de la seleccidén purificadora contra alelos de Neanderthal en
asiaticos orientales no podria explicar la mayor proporcién de ascendencia neandertal de los
asiaticos orientales, favoreciendo modelos mas complejos que implican pulsos adicionales de
introgresién neandertal en asiaticos orientales (Vernot & Akey 2015; Kim & Lohmueller 2015).
También se ha observado que existe una variacion pequena pero significativa de las tasas de
mezcla de neandertal dentro de las poblaciones europeas, pero ninguna variacion significativa
dentro de las poblaciones de Asia oriental (Vernot & Akey 2014).

El andlisis gendmico sugiere que existe una division global en la introgresién de neandertal
entre las poblaciones de Africa subsahariana y otros grupos humanos modernos, incluidos los
norteafricanos, en lugar de entre poblaciones africanas y no africanas (Sanchez-Quinto et al. 2012).
Los grupos norteafricanos comparten un exceso similar de alelos derivados con los neandertales, al
igual que las poblaciones no africanas, mientras que los grupos del Africa subsahariana son las
Unicas poblaciones humanas modernas que generalmente no experimentaron la mezcla de
neandertales. Se encontrd que la sefial genética neandertal entre las poblaciones del norte de
Africa varia en funcién de la cantidad relativa de ascendencia autdéctona del norte de Africa,
europea, de Oriente Proximo y subsahariana. Se observé que la mezcla inferida con neandertal era
la mas alta entre las poblaciones norteafricanas con ascendencia autdctona norteafricana maxima,
como los bereberes tunecinos, donde estaba al mismo nivel o incluso mas alto que las poblaciones
de Eurasia (100 -138%); alto entre las poblaciones de Africa del Norte con una mayor mezcla
europea o de Oriente Préximo, como grupos en el norte de Marruecos y Egipto (60-70%); y la mas
baja entre las poblaciones del norte de Africa con una mayor mezcla subsahariana, como en el sur
de Marruecos (20%) (Sanchez-Quinto et al. 2012). Estos autores postulan que la presencia de esta
sefial genética neandertal en Africa no se debe al flujo génico reciente de poblaciones europeas o
de Oriente Proximo, ya que es mas alta entre las poblaciones que tienen ascendencia preneolitica
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indigena del norte de Africa. El haplotipo B0O06 ligado a Neanderthal del gen de la distrofina
también se ha encontrado entre los grupos de pastores ndmadas en el Sahel, Etiopia y Burkina-
Faso, que estan asociados con las poblaciones del norte. En consecuencia, la presencia de este
haplotipo BO06 en la zona norte y noreste del Africa Subsahariana se atribuye al flujo de genes
desde un punto de origen no africano (Yotova et al. 2011). También se han observado tasas bajas
pero significativas de mezcla de neandertal para los masai de Africa Oriental. Después de
identificar ascendencia africana y no africana entre los masai, se puede concluir que el reciente
flujo genético humano no africano (post-Neandertal) fue la fuente de la contribucién ya que
alrededor del 30% del genoma masai se puede rastrear hasta introgresion no africana de hace
aproximadamente 100 generaciones (Wall et al. 2013).

No se ha encontrado evidencia de ADN mitocondrial neandertal en humanos modernos
(Krings et al. 1997; Serre et al. 2004; Wall & Hammer 2006). Esto sugeriria que la mezcla exitosa
con los neandertales sucedidé por via paterna en vez de por via materna neandertal (Mason &
Short 2011; Wang, Farina & Li 2013). Posibles hipdtesis son que el ADN mitocondrial de neandertal
tuvo mutaciones perjudiciales que llevaron a la extincién de portadores, que la descendencia
hibrida de las madres de neandertal se criaron en grupos de neandertal y se extinguieron con ellas,
o que las hembras neandertales y machos sapiens no produjeron descendencia fértil (Mason &
Short 2011).

Como se muestra en un modelo de mestizaje producido por Neves & Serva (2012), el grado
de mezcla con neandertales observado en los humanos modernos puede haber sido causada aun
con una tasa muy baja de cruzamiento entre humanos modernos y neandertales, con el
intercambio de un par de individuos entre las dos poblaciones en aproximadamente 77
generaciones. Esta baja tasa de cruzamiento explicaria la ausencia de ADN mitocondrial de
neandertal en el pool genético de humanos modernos mencionado anteriormente, ya que el
modelo estima una probabilidad de solo un 7% para un origen neandertal tanto del ADN
mitocondrial como del cromosoma Y en humanos modernos. Cabrera et al. (2018) sugieren que los
genes neandertal observados en ciertas poblaciones modernas en Africa pueden haber sido
traidos de Eurasia alrededor de 70 kya por machos que portan el haplogrupo E paterno y hembras
portadoras del haplogrupo materno L3.

Se ha descubierto la existencia de grandes regiones gendmicas con una contribucién
neandertal muy reducida en los humanos modernos debido a la seleccién negativa (Vernot & Akey
2014) causada en parte por la infertilidad masculina hibrida (Sankararaman et al. 2014). Estas
grandes regiones de baja contribucion de neandertal son mas comunes en el cromosoma X, dado
que su ascendencia neandertal es cinco veces menor que en los cromosomas autosdmicos, y
contenian un numero relativamente alto de genes especificos para los testiculos (Sankararaman et
al. 2014). Esto significa que los humanos modernos tienen relativamente pocos genes de
Neanderthal que se encuentran en el cromosoma X o se expresan en los testiculos, lo que
concuerda con el hecho de que la infertilidad masculina se ve afectada por una cantidad
desproporcionadamente grande de genes en los cromosomas X. También se ha demostrado que la
ascendencia neandertal se ha seleccionado en rutas bioldgicas conservadas, como el
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procesamiento de ARN (Sankararaman et al. 2014). De acuerdo con la hipétesis de que la seleccién
purificadora ha reducido la contribucidn de los neandertales en los genomas humanos modernos
actuales, los humanos modernos eurasiaticos del Alto Paleolitico, como los restos del hombre de
Tianyuan, portan mds ADN de Neandertal (alrededor del 4-5%) que los humanos modernos de
Eurasia (aproximadamente 1-2%) (Yang et al. 2017).

Se descubridé que los genes que afectan a la queratina han sido introgresados desde los
neandertales a los humanos modernos, sugiriendo que estos genes dieron una adaptacidon
morfoldgica en la piel y el cabello a los humanos modernos para hacer frente a ambientes no
africanos (Vernot & Akey 2014). Esto también ocurre con varios genes implicados en el lupus
eritematoso sistémico, la cirrosis biliar primaria, la enfermedad de Crohn, el tamafio del disco
Optico, los niveles de interleucina 18 y la diabetes mellitus tipo 2 (Sankararaman et al. 2014). Ding
et al. (2014) investigaron la introgresién neandertal en 18 genes, varios de los cuales estan
relacionados con la adaptacion a la luz ultravioleta, dentro de la region del cromosoma 3p21.31
(regidn HYAL) de asiaticos orientales. Los haplotipos introgresivos se seleccionaron positivamente
solo en poblaciones de Asia oriental, aumentando constantemente desde hace unos 45,000 afos
hasta un aumento repentino de la tasa de crecimiento hace entre 5,000 y 3,500 afios. Los hallazgos
también sugieren que esta introgresién de Neanderthal ocurrié dentro de la poblacién ancestral
compartida por asiaticos orientales y nativos americanos.

Evans et al. (2006) habian sugerido previamente que el haplogrupo D de microcefalina, un
gen regulador critico para el volumen cerebral, se origind a partir de una poblacion humana
arcaica. Basandose en la edad de coalescencia de los alelos D derivados, los resultados muestran
gue el haplogrupo D introgresé hace 37,000 afios en humanos modernos a partir de una poblacion
humana arcaica que se separé hace 1,1 millones de afios (basado en el tiempo de separacidn entre
alelos D y no D), coherente con el periodo en que los neandertales y los humanos modernos
coexistieron y divergieron respectivamente. La alta frecuencia del haplogrupo D (70%) sugiere que
fue seleccionado positivamente en humanos modernos. La distribucion del alelo D de la
microcefalina es alta fuera de Africa, pero es baja en el Africa subsahariana, lo que sugiere que el
evento de mezcla ocurrié en poblaciones arcaicas de Eurasia. Segun Lari et al. (2010), esta
diferencia de distribucién entre Africa y Eurasia sugiere que el alelo D se origind de los
neandertales, pero se descubrid que un individuo neandertal de la cueva de Mezzena, en Monti
Lessini (Italia) era homocigoto para un alelo ancestral de microcefalina, por lo que no
proporcionaba ningun apoyo a que los neandertales contribuyesen con el alelo D a los humanos
modernos y tampoco excluia la posibilidad de un origen de neandertal del alelo D. Green et al.
(2010), habiendo analizado a los neandertales de Vindija, tampoco pudieron confirmar un origen
neandertal del haplogrupo D del gen de la microcefalina.

Se ha encontrado que los alelos HLA-A*02, A*26, A*66, B*07, B*51, C*07:02 y C*16:02 del
sistema inmune introgresaron desde los neandertales a los humanos modernos (Abi-Rached et al.
2011). Después de emigrar de Africa, los humanos modernos se encontraron y se cruzaron con
humanos arcaicos, lo que fue una ventaja para los humanos modernos al restaurar rapidamente la
diversidad de HLA y adquirir nuevas variantes de HLA que se adapten mejor a los patdgenos
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locales. Los genes neandertal introgresados exhiben efectos reguladores en cis (regiones no
codificantes del ADN que regulan la transcripcion de los genes cercanos) en los humanos
modernos, lo que contribuye a la complejidad gendmica y la variacién del fenotipo de los humanos
modernos (McCoy, Wakefield & Akey 2017). Al observar individuos heterocigotos (portadores de
Neandertal y versiones humanas modernas de un gen), se encontréo que la expresion alelo
especifica de los alelos de neandertal introgresados era significativamente menor en el cerebro y
los testiculos en relacién con otros tejidos. En el cerebro, esto fue mas pronunciado en el cerebelo
y los ganglios basales. Esta regulacién negativa sugiere que los humanos modernos y los
neandertales posiblemente experimentaron una tasa de divergencia relativamente mds alta en
estos tejidos especificos.

Estudiando el genoma de una hembra de neandertal de Vindija, Prifer et al. (2017)
identificaron diversas variantes genéticas derivadas de neandertal, incluidas aquellas que afectan
los niveles de colesterol LDL y vitamina D, y tienen influencia sobre los trastornos alimentarios, la
acumulacién de grasa visceral, la artritis reumatoide, la esquizofrenia y la respuesta a farmacos
antipsicoticos.

Examinando a los humanos modernos europeos en relacidon con el genoma del neandertal
de Altai, los resultados muestran que la mezcla con neandertal se asocia con varios cambios en el
craneo y la morfologia cerebral subyacente, sugiriendo cambios en la funcién neuroldgica a través
de la variacién genética derivada del neandertal (Gregory et al. 2017). La mezcla de neandertales
se asocia con una expansion del drea posterolateral del crdneo humano moderno, que se extiende
desde los huesos parietales occipitales e inferiores a los locales temporales bilaterales. Con
respecto a la morfologia moderna del cerebro humano, la mezcla de Neanderthal se correlaciona
positivamente con un aumento en la profundidad del surco intraparietal derecho y un aumento en
la complejidad cortical para la corteza visual temprana del hemisferio izquierdo. La mezcla con
neandertales también se correlaciona positivamente con un aumento en el volumen de materia
blanca y gris localizado en la regién parietal derecha adyacente al surco intraparietal derecho. En el
area que se superpone a la circunvolucion de la corteza visual primaria en el hemisferio izquierdo,
la mezcla de neandertales se correlaciona positivamente con el volumen de materia gris. Los
resultados también muestran evidencia de una correlacidn negativa entre la mezcla con neandertal
y el volumen de materia blanca en la corteza orbitofrontal.

Aunque es menos parsimonioso que la idea de que se debe al flujo génico reciente, la
observacion de diferencias en la cantidad de ancestria neandertal entre Eurasia y Africa pudo
deberse a la subestructura de la poblacién antigua en Africa, causando homogenizacién genética
incompleta en los humanos modernos cuando los neandertales divergieron, mientras que los
ancestros primitivos de Eurasia estaban aun mas relacionados con los neandertales que los
africanos (Green et al. 2010). Sobre la base del espectro de frecuencias de alelos, se demostré que
el modelo de mezcla reciente se ajustaba mejor a los resultados, mientras que el modelo de
subestructura de poblaciones antiguas no tenia cabida, lo que demuestra que el mejor modelo fue
un evento de mezcla reciente precedido por un evento de cuello de botella entre los humanos
modernos, lo que confirma la mezcla reciente como la explicacién mas parsimoniosa y plausible
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para el exceso observado de similitudes genéticas entre los humanos modernos no africanos y los
neandertales (Yang et al. 2012). En base a los patrones de desequilibrio de ligamiento, los datos
confirman un reciente evento de mezcla (Sankararaman et al. 2012). Teniendo en cuenta los
patrones observados en el desequilibrio de ligamiento, se estimd que el ultimo flujo de genes de
neandertal hacia los ancestros primitivos de los europeos ocurrié hace entre 49000 y 67000 afios.
Junto con la evidencia arqueoldgica y fésil, se cree que el flujo de genes se produjo en algun lugar
de Eurasia occidental, posiblemente en Oriente Medio. Utilizando un genoma de neandertal,
euroasiatico, africano y chimpancé (como outgroup) y dividiéndolo en blogues de secuencias
cortas no recombinantes, para estimar la maxima verosimilitud del genoma en diferentes modelos,
se descartd la idea de una subestructura poblacional antigua en Africa y se confirmé un evento de
mezcla neandertal (Lohse & Frantz 2014).

Los restos de enterramientos del Paleolitico superior de un nifio humano moderno de
Abrigo do Lagar Velho (Portugal) presentan rasgos que indican el cruce de los neandertales con los
humanos modernos que poblaron la peninsula ibérica (Duarte et al. 1999). Teniendo en cuenta la
fecha de los restos funerarios, hace unos 24500 ainos, y la persistencia de los rasgos de neandertal
mucho después del periodo de transicion de una poblacién neandertal a una poblacién humana
moderna en la peninsula ibérica, hace entre 28000 y 30000, el nifio puede haber sido
descendiente de una poblaciéon ya muy mezclada.

Los restos de un humano moderno del Paleolitico superior de Pestera Muierilor (Rumania)
de hace 35000 afios muestran un patron morfolégico de los primeros humanos modernos
europeos, pero posee caracteristicas arcaicas o neandertales, sugiriendo que los humanos
modernos europeos se entrecruzan con los neandertales (Soficaru, Dobos & Trinkaus 2006). Estas
caracteristicas incluyen una gran amplitud interorbital, arcos superciliares relativamente planos, un
prominente mono occipital, una muesca mandibular asimétrica y poco profunda, un proceso
coronoideo mandibular alto, el céndilo perpendicular a la posicidon de la muesca y una cavidad
glenoidea escapular estrecha. La mandibula Oase 1, perteneciente a un individuo humano
moderno temprano, de Pestera cu Oase (Rumania) de entre 34000 y 36000 presenta un mosaico
de caracteristicas modernas, arcaicas y posibles de neandertal (Trinkaus et al. 2003). Muestra un
puente lingual del foramen mandibular, no presente en humanos anteriores, excepto los
neandertales de finales del Pleistoceno medio y tardio, lo que sugiere la afinidad con los
neandertales. A partir de la mandibula de Oase 1 se concluye que, aparentemente, hubo un
cambio craneofacial significativo de los primeros humanos modernos, al menos de Europa,
posiblemente debido a cierto grado de mezcla con los neandertales. Los primeros humanos
modernos europeos y los subsecuentes del Paleolitico superior medio, que se relacionan
anatédmicamente en gran medida con los primeros humanos africanos modernos del Paleolitico
medio, también muestran rasgos distintivamente neandertales, lo que sugiere que solamente la
ascendencia humana moderna del Paleolitico medio era poco probable para los humanos
europeos modernos tempranos (Trinkaus 2007). Una mandibula de neandertal de la cueva de
Mezzena en Monti Lessin (Italia) muestra indicios de un posible cruce entre los ultimos
neandertales italianos (Condemi et al. 2013). La mandibula se encuentra dentro del rango
morfolégico de los humanos modernos, pero también muestra fuertes similitudes con algunos de
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los otros especimenes de neandertal, lo que indica un cambio en la morfologia tardia de
neandertal debido al posible entrecruzamiento con los humanos modernos. Manot 1, una calota
parcial de un ser humano moderno descubierta en la Cueva de Manot (Galilea occidental, Israel) y
fechada en alrededor de 54700 aios, representa la primera evidencia fésil del periodo en que los
humanos modernos emigraron con éxito de Africa y colonizaron Eurasia (Hershkovitz et al. 2015).
También proporciona la primera evidencia fosil de que los humanos modernos habitaron el sur de
Levante durante la interfaz paleolitica media-superior, contemporaneamente con los neandertales
y cerca del probable evento de cruzamiento. Las caracteristicas morfoldgicas sugieren que la
poblacién Manot puede estar estrechamente relacionada o dar lugar a los primeros humanos
modernos que mas tarde colonizaron con éxito Europa para establecer poblaciones del Paleolitico
superior temprano.

El ADN de denisovanos se ha encontrado en humanos modernos. Se ha demostrado que los
melanesios comparten relativamente mds alelos con los denisovanos en comparacidon con otros
eurasiaticos y africanos (Reich et al. 2010). Se estima que del 4% al 6% del genoma en melanesios
se deriva de denisovanos, mientras que otros eurasidticos o africanos no muestran contribuciones
de los genes de denisovanos. Se ha observado que los denisovanos aportaron genes a los
melanesios pero no a los asidticos orientales, lo que indica que hubo interaccién entre los
antepasados primitivos de los melanesios con los denisovanos, pero que esta interaccidon no tuvo
lugar en las regiones cercanas al sur de Siberia, donde se han encontrado los Unicos restos de
denisovanos hasta la fecha. Ademads, los aborigenes australianos también muestran un relativo
aumento de alelos compartidos con los denisovanos, en comparacién con otras poblaciones de
Eurasia y Africa, de acuerdo con la hipdtesis de una mayor mezcla entre los denisovanos y los
melanesios (Rasmussen et al. 2011).

Reich et al. (2011) postulan que la mayor presencia de mezcla con denisovanos esta en las
poblaciones de Oceania, seguidas por muchas poblaciones del sudeste asidtico y ninguna en las
poblaciones de Asia oriental. La presencia de ADN denisova es significativa en las poblaciones
orientales del sudeste asiatico y de Oceania como aborigenes australianos, polinesios, fijianos,
indonesios orientales, filipina mamanwa y manobo; pero no en ciertas poblaciones occidentales y
continentales del sudeste asidtico como indonesios occidentales, los Jehai de Malasia, los Onge de
las islas Andaman vy los asidticos continentales, lo que indica que el evento de mezcla con los
denisova sucediod en el sudeste de Asia en lugar de en Eurasia continental. La observacion de la alta
mezcla con denisovanos en Oceania y su falta en Asia continental sugiere que los humanos
modernos y los denisovanos se habian cruzado al este de la linea de Wallace que divide el sudeste
asiatico de acuerdo con Cooper & Stringer (2013).

Skoglund y Jakobsson (2011) observaron que, de forma particular, los pobladores de
Oceania, seguidos por los del sudeste de Asia, poseen una alta mezcla con denisova respecto a
otras poblaciones. Ademas, hallaron bajas tasas de mezcla con denisovanos en el este de Asia,
pero ninguna en las poblaciones nativas de América. Por el contrario, Prifer et al. (2014)
encontraron que los asiadticos continentales y los nativos americanos poseen un 0,2% de
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contribucién de denisovanos. Wall et al. (2013) exponen que no encuentran evidencia de mezcla
con poblaciéon denisova en los pobladores actuales del este de Asia.

Los hallazgos indican que el evento de flujo génico de denisova sucedié a los ancestros
comunes de los aborigenes filipinos, australianos y guineanos (Reich et al. 2011). Los nativos de
Nueva Guinea y los australianos tienen tasas similares de mezcla con denisova, lo que indica que el
entrecruzamiento tuvo lugar antes de la entrada de sus ancestros comunes en Nueva Guinea y
Australia, durante el Pleistoceno, hace al menos 44000 afios. También se ha observado que la
cantidad de ascendencia de Oceania cercana en el sudeste asiatico es proporcional a la mezcla con
denisova, excepto en Filipinas. Reich et al. (2011) sugirieron también un posible modelo de ola de
migracion temprana hacia el este de humanos modernos, algunos que fueron antepasados de las
poblaciones mencionadas anteriormente, y que se cruzaron con los denisovanos, seguidos
respectivamente por la divergencia de los antepasados filipinos, el mestizaje entre los ancestros
tempranos de los nativos de Nueva Guinea y los australianos con una parte de la misma poblacién
de inmigrantes tempranos que no experimentaron el flujo génico con denisovanos, y el mestizaje
entre los antepasados tempranos filipinos con una parte de la poblacién de una ola migratoria
tardia hacia el este, de la cual descenderian los asiaticos orientales. Se ha demostrado que los
eurasiaticos tienen material genético de origen arcaico, aunque en proporcién significativamente
menor, que se superpone con el de los denisovanos, debido al hecho de que los denisovanos estan
relacionados con los neandertales, que contribuyeron al acervo genético eurasiatico, mas que con
el mestizaje de los denisovanos con los antepasados primitivos de esos euroasidticos (Reich et al.
2010; Meyer et al. 2012). Los restos éseos de un humano moderno temprano de la cueva de
Tianyuan (cerca de Zhoukoudian, China) de hace 4,000 afios mostraron una contribucién de
Neanderthal dentro del rango de los humanos modernos eurasiaticos de hoy en dia, pero no tenia
ninguna contribucién discernible de denisova (Fu et al. 2013). Es un pariente lejano de los
antepasados de muchas poblaciones asiaticas e indigenas americanas, pero posterior a la
divergencia entre asiaticos y europeos. La falta de un componente de denisova en el individuo de
Tianyuan sugiere que la contribucién genética ha sido siempre escasa en el continente (Prifer et
al. 2014).

Estudiando los alelos HLA del sistema inmune, se ha sugerido que HLA-B*73 introgresé de
los denisovanos a humanos modernos en Asia occidental debido al patrén de distribucion y la
divergencia de HLA-B*73 respecto a otros alelos HLA (Abi-Rached et al. 2011). En los humanos
modernos, HLA-B*73 se concentra en el oeste de Asia, pero es raro o estd ausente en otros
lugares. Aunque HLA-B*73 no estd presente en el genoma secuenciado de denisova, el estudio del
desequilibrio de ligamiento observd que estaba asociado al alelo HLA-C*15:05 derivado de
denisova, en consonancia con la estimacion de que el 98% de los humanos modernos que portan
B*73 también poseen C*15:05. Los alelos de HLA-A*02, HLA-A*11, HLA-C*15 y HLA-C*12:02 de
denisova corresponden a alelos comunes en humanos modernos, y se cree que deben haber sido
aportados por los denisovanos a los humanos modernos, ya que es poco probable que se hayan
conservado independientemente en ambos durante tanto tiempo debido a la alta tasa de
mutacion de los alelos HLA (Abi-Rached et al. 2011).
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Se ha encontrado que una variante del gen EPAS1 (un factor de transcripcion que responde
a la falta de oxigeno a nivel celular) se introdujo de denisovanos a los humanos modernos (Huerta-
Sdnchez et al. 2014). La variante ancestral regula al alza los niveles de hemoglobina para
compensar los bajos niveles de oxigeno, como en altitudes elevadas, pero esto también tiene la
contraprestacion del aumento de la viscosidad sanguinea. La variante derivada de denisova limita
este aumento de los niveles de hemoglobina, lo que resulta en una mejor adaptacion de la altitud.
La variante del gen EPAS1 derivado de denisova es comun en los tibetanos y fue seleccionada
positivamente en sus ancestros después de que colonizaron la meseta tibetana (Huerta-Sanchez et
al. 2014).

La rapida descomposicion de los fésiles en los entornos del Africa subsahariana hace que
actualmente no sea factible comparar la mezcla humana moderna con muestras de referencia de
hominidos arcaicos del Africa subsahariana (Lachance et al. 2012). De las tres regiones candidatas
con introgresién encontradas buscando patrones inusuales de variacidon (como por ejemplo, una
profunda divergencia de haplotipos, patrones inusuales de desequilibrio de ligamiento y tamafio
de clado basal pequeiio) en 61 regiones no codificantes de dos grupos de cazadores-recolectores
(los Aka y los San, quienes tienen una mezcla significativa) y un grupo agricola de Africa Occidental
(Mandinka, que no tiene una mezcla significativa), se concluye que aproximadamente el 2% del
material genético encontrado en estas poblaciones del Africa Subsahariana se inserté en el
genoma humano hace aproximadamente 35,000 afios desde los hominidos arcaicos que se
separaron del linaje humano moderno hace unos 700,000 afios (Hammer et al. 2011). Ademas se
sugiere que este evento de mezcla ocurrié con los hominidos arcaicos que alguna vez habitaron
Africa Central. Investigando secuencias de genoma completo de alta cobertura de quince
individuos varones subsaharianos cazadores-recolectores de tres grupos; cinco pigmeos (tres Baka,
un Bedzan y un Bakola) de Camerun, cinco Hadza de Tanzania y cinco Sandawe de Tanzania; se han
hallado signos de que los antepasados de los cazadores-recolectores se cruzaron con una o mas
poblaciones humanas arcaicas (Lachance et al. 2012) probablemente hace mas de 40,000 afios
(Callaway 2012). El andlisis de los supuestos haplotipos introgresivos en las quince muestras de
cazadores-recolectores sugiere que la poblacién africana arcaica y los humanos modernos
divergieron hace alrededor de 1.2 a 1.3 millones de afios. Xu et al. (2017) analizaron la evolucién
de la proteina Mucin-7 en la saliva de ciertas poblaciones africanas y encontraron evidencia de que
una especie de humanos arcaicos puede haber contribuido con ADN en su reserva genética. Esta
especie no fue identificada y fue referida como una poblacién fantasma de humanos. Skoglund et
al. (2017) examinaron los genomas de varias poblaciones antiguas y recientes en Africa y también
identificaron pruebas que apuntaban a un grupo extinto de humanos arcaicos, un "linaje basal de
poblacién de Africa occidental”, con contribuciones al conjunto genético de las poblaciones de
Africa occidental, estimadas en 13% para Mende y en 9% para Yoruba. De manera similar, un
estudio de 2018 ha calculado la mezcla arcaica de las poblaciones en Yoruba al 8% (Durvasula &
Sankararaman 2018).
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Situacion de la poblacion gitana en el Pais Vasco

El hecho de que la poblacion gitana practique cierto grado de seleccién sexual mediante
emparejamiento intraétnico, la convierte en un grupo poblacional muy interesante para el estudio
de la deriva y la seleccién genética. Asimismo, el origen de esta poblacidon en Punjab (norte de la
India) y su historia como poblacién némada hace que sea igualmente interesante el estudio de sus
posibles entrecruzamientos con poblaciones euroasidticas. En la UPV se han realizado estudios con
poblaciones gitanas para diversos campos como la determinaciéon de fenotipos de obesidad y
estudio de la influencia de los factores genéticos y ambientales sobre el desarrollo de la adiposidad
en poblacién caso-control y en familias de etnia gitana de la Comunidad Auténoma Vasca por parte
del grupo de investigacion de la Dra. Esther Rebato Ochoa, o como el trabajo de Fin de Grado de
IRigo Marcos Sarobe (2016) donde se estudian inserciones Alu de la poblacién gitana del Pais
Vasco. Por ello resulta interesante estudiar la situacion de esta poblacion respecto a los genes HLA.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la presente tesis doctoral se ha trabajado con la hipdtesis de que existe un
conjunto de procesos y presiones selectivas que afectan a los genes HLA clase | y |l del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de manera diferencial, tanto entre regiones
de los propios genes, como entre los genes al completo y entre distintas poblaciones
humanas. Ademas se ha considerado la idea de que, a lo largo del proceso evolutivo
(donde se cree tuvo gran importancia la relacion entre Homo sapiens y humanos
arcaicos como Neandertales y Denisovanos) y colonizador humano (desde la salida de
Africa hasta la actualidad), estas presiones selectivas han dejado su marca en el
genoma, y que estas marcas pueden usarse para estudiar la historia evolutiva de
nuestra especie.

Podemos resumir la hipdtesis de trabajo de esta tesis doctoral en la siguiente
frase: Existen presiones selectivas que afectan a los genes HLA clase | y Il del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Para evaluar esta hipdtesis se ha trabajado con los siguientes objetivos:

1. Conocer el grado de presencia de desequilibrios Hardy-Weinberg en el
conjunto de los genes HLA clase | y Il de del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad.

2. Establecer el rango de accién de la varianza de Wahlund en los genes
estudiados, a fin de valorar la posible accién de las diversas presiones
selectivas.

3. Valorar el alcance y presencia de marcadores informativos de ancestria (AIMs)
en los genes estudiados, con el fin de saber si estos genes pueden usarse para

estudiar movimientos migratorios humanos.

4. Caracterizar la poblacién gitana de la comunidad auténoma del Pais Vasco
teniendo en cuenta los genes objeto de estudio.

5. Evaluar la presencia de introgresiones de ADN Neandertal en humanos
actuales, asi como valorar las relaciones geograficas que pudieran surgir.
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Bases de datos

1000Genomes

Una parte de los datos genéticos usados en esta tesis corresponden a datos genotipicos de
SNPs de la regién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad obtenidos de la base de datos del
proyecto 1000 Genomes Fase 3 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/). Se
han usado las secuencias de 2504 individuos de las 26 poblaciones de todo el mundo que forman
parte del proyecto (Tabla M.1), obtenidos de la pdgina web del proyecto, en los formatos VCF
(datos individuales) y popVCF (datos poblacionales).

La herramienta “1000 Genomes Browser” (Figura M.1) permite seleccionar regiones

concretas (cromosomas, genes, exones, regiones intergénicas,...) dentro del conjunto del genoma
humano. Los datos pueden ser descargados desde la propia herramienta en los formatos VCF y
popVCF anteriormente mencionados.
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Phase 3 ) : - BeselAl Shareibigoege FAQ Mol  Mersin 38
ATTENTION: You are browsing the alignment and genotype data from the Phase 3 May 2013 call set *
~ Weogram View pIE P23 pId p223 P21 P23 P22 p21N pl2 pl.2 all qi2 a3 9K A% qi) gE2 a2 4221 q223 q23) q233 24 9281 a2 927
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Alt locilpatches: 213 =
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Figura M.1: Ventana de navegacion de la herramienta 1000 Genomes Browser del NCBI. En este
ejemplo, podemos visualizar el gen HLA-DRB1.
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Cadigo poblacién Descripcion Procedencia Numero de individuos
ACB Caribefios de origen Barbados 96
africano
ASW Afroamericanos Suroeste de EEUU 61
BEB Bengalies Bangladesh 86
CDX Chinos Dai Xishuangbanna, China |93
CEU Ancestria del nortey  |Utah, EEUU 99
oeste de Europa
CHB Chinos Han Pekin, China 103
CHS Chinos Han Sur de China 105
CLM Colombianos Medellin, Colombia 94
ESN Esan Nigeria 99
FIN Fineses Finlandia 99
GBR Britanicos Inglaterra y Escocia 91
GIH Indios guyaraties Houston, Texas 103
GWD Gambianos Division Occidental, 113
Gambia
IBS Poblacién ibérica Espafia 107
ITU Indios telugu Reino Unido 102
JPT Japoneses Tokio, Japdn 104
KHV Kinh Ciudad Ho Chi Minh, |99
Vietnam
LWK Luhya Webuye, Kenia 99
MSL Mende Sierra Leona 85
MXL Ancestria mexicana Los Angeles, EEUU 64
PEL Peruanos Lima, Peru 85
PJL Punyabies Lahore, Pakistan 96
PUR Puertorriquefios Puerto Rico 104
STU Tamiles de Sri Lanka Reino Unido 102
TSI Toscanos Region de Toscana, 107
Italia
YRI Yoruba Ibadan, Nigeria 108

Tabla M.1: Poblaciones del proyecto 1000 Genomes incluidas en los estudios realizados en esta
tesis. Se incluyen datos sobre el origen geogrdfico, asi como el numero de individuos de cada
poblacion.
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En la Figura M.2 podemos ver un mapa con las localizaciones de cada una de las
poblaciones estudiadas en este trabajo.

Q

)
CEU
a9
IBS
@ PIL
ASW e ._______,___..-—CHB
TSI CHS,
MXL PUR ]pT
103 .
() o )
KHV
102

BED
mst| mu
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ESN W STU

YRI

O Phase 1 population from the 1000 Genomes Project
O Final release population from the 1000 Genomes Project

A population that was collected in diaspora

Figura M.2: Mapamundi con las localizaciones de las 26 poblaciones estudiadas. La cifra dentro de
cada circulo indica el numero de individuos estudiados de dicha poblacion. Se incluye una leyenda
en la que se explica en qué fase del proyecto 1000 Genomes se incluyd dicha poblacion, asi como si
la muestra fue recogida en una localizacion diferente al lugar de origen ancestral de la poblacidn.

Hemos considerado que las poblaciones LWK, YRI, ESN, MSL, GWD, ACB y ASW entran
dentro del bloque de poblaciones africanas. En el caso de las dos ultimas, si bien se han recogido
las muestras en la isla de Barbados y el suroeste de EEUU respectivamente, se ha decidido
incluirlas dentro del grupo de poblaciones africanas porque en origen fueron poblaciones
esclavizadas de origen africano que han mantenido los rasgos de la poblacion original.

Los Luhya (LWK) de Webuye son un grupo étnico bantu de Kenia. Son aproximadamente
5,3 millones de personas segun el censo de 2009, divididos en unas 19 tribus distintas cada una
con su propio dialecto. Representan alrededor del 16% de la poblacidn total de Kenia de 38,5
millones, siendo el segundo grupo étnico mas grande de Kenia.

Los Yoruba de Ibadan (YRI) son alrededor de 105 millones de personas en total. La
mayoria de esta poblacion es de Nigeria, donde los Yoruba representan el 21% de la poblacidn del
pais, convirtiéndolos en uno de los grupos étnicos mas grandes de Africa. Seglin Schlebusch et al
(2017) los Yoruba tienen ~ 31% de mezcla prehistdrica de lo que los autores consideran “humanos
basales”.
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Los Esan (ESN) son un grupo étnico de alrededor de 1,5 millones de personas del sur de
Nigeria. Los Esan son tradicionalmente agricultores, practicantes de medicina tradicional,
guerreros mercenarios y cazadores. Hay una fuerte didspora Esan, sobre todo hacia Reino Unido,
en parte debido al pasado colonial.

Los Mende (MSL) son un grupo étnico de alrededor de 2 millones de personas, y son uno
de los grupos étnicos mds grandes de Sierra Leona. Su lenguaje, también llamado mende, es
hablado por alrededor del 46% de la poblacién de Sierra Leona, y es usado como lengua franca por
grupos étnicos menores que habitan en la misma region.

Los Gambianos de la zona conocida como Divisién Oeste (GWD) de Gambia son un grupo
de alrededor de 700.000 personas que habitan el extremos suroeste del pais, en la zona de la
desembocadura del rio Gambia.

Como hemos dicho, tanto los caribefios de origen africano de Barbados (ACB) como la
poblacién afroamericana del suroeste de EEUU (ASW), son poblacion de origen africano pero que
habitan zonas del continente americano. Barbados cuenta con una poblacidon de alrededor de
300.000 personas, de las que el 93% son poblacion de origen africano o mulatos, esto hace pensar
gue ha habido cierto grado de mestizaje. En el suroeste de EEUU hay una zona conocida como
“Black Belt” o Cinturdn Negro en la que la poblacidn afroamericana es predominante. El censo de
los Estados Unidos informd que en 2000 los Estados Unidos tenian 96 condados con un porcentaje
de poblacién negra de mas del 50%, de los que 95 estaban ubicados a lo largo de la costa y las
tierras bajas del sur en una zona relacionada con las areas tradicionales de la agricultura de
plantacion, incluido el Delta del Mississippi.

En el grupo de poblaciones europeas hemos incluido a IBS, TSI, GBR, FIN y CEU. Si bien la
muestra de esta ultima se ha muestreado en Utah (EEUU), mantiene el pool genético de las
poblaciones del centro y oeste de Europa de las que proviene en origen.

La poblacién ibérica espaiiola (IBS) estd compuesta por casi 47 millones de personas
residentes en la Peninsula Ibérica.

Los toscanos (TSI) son un grupo de unos 3,5 millones de personas que habitan la region de
la Toscana en Italia.

Los britanicos (GBR) son un grupo de unos 65 millones de personas que habitan Reino
Unido.

Los fineses (FIN) son un grupo de unos 5 millones de personas que habitan Finlandia. Los
fineses muestran muy poco o ningun gen mediterraneo y africano, pero por otro lado, casi el 10%
de los genes finlandeses parecen compartirse con las poblaciones siberianas. Sin embargo, mas del
80% de los genes finlandeses provienen de una sola poblacién antigua del noreste de Europa,
mientras que la mayoria de los europeos son una mezcla de 3 o mds componentes principales.
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La poblacién con ancestria del norte y oeste de Europa (CEU) de Utah (EEUU) es un grupo
de unos 2,8 millones de personas.

En cuanto a las englobadas en el grupo de poblaciones asiaticas, cabe destacar primero que
son el grupo mas numeroso. Asi, pertenecen a este grupo PJL, BEB, CHS, KHV, CDX, JPT, CHB, GIH,
ITU y STU. Ademads es el grupo continental que mds poblaciones tiene en didspora: GIH ha sido
muestreada en Houston (Texas, EEUU), mientras que ITU y STU han sido muestreadas en Reino
Unido.

Los punyabies o punjabis (PJL) de Pakistan son el grupo étnico mas numeroso del pais, que
con casi 92 millones de personas, representan casi el 45% de la poblacidn total del pais. El pueblo
punjabi ha emigrado en gran nimero a muchas partes del mundo. A principios del siglo XX,
muchos Punjabis comenzaron a establecerse en los Estados Unidos. El Reino Unido tiene un
nuimero significativo de Punjabis de Pakistan e India.

Los bengalies de Bangladesh (BEB) son un grupo de casi 163 millones de personas. Son un
grupo étnico indo-ario nativo de la regién de Bengala en el sur de Asia, especificamente en la parte
oriental del subcontinente indio, actualmente dividido entre Bangladesh y los estados indios de
Bengala Occidental, Tripura y el valle de Assam Barak, que hablan bengali, un idioma de la familia
de lenguas indo-arias.

Los chinos han (CHS del sur de China, CHB de Pekin) son el grupo étnico mas numeroso del
mundo con alrededor de 1300 millones de personas, un 18% del total de la poblacion mundial. La
mayoria (1200 millones aproximadamente) viven en la China continental, y el resto se dividen
entre las regiones administrativas especiales de Hong Kong y Macao, asi como Taiwan, regiones del
sudeste de Asia y diversos paises del todo el mundo. Por ejemplo, en 2016, residian en Espafia algo
mas de 200.000 ciudadanos chinos, la mayoria procedentes de la regién de Zhejiang, al este de
China.

El pueblo vietnamita o el pueblo Kinh (KHV), son un grupo étnico de unos 86 millones de
personas del sudeste asiatico, originario de Vietnam. Hablan vietnamita, el idioma austroasiatico
mas comun. En el censo de 1999 constituian el 86% de la poblacién del pais, y se conocen
oficialmente como Kinh para distinguirlos de otros grupos étnicos en Vietnam. Los analisis
gendmicos de KHV junto con otras poblaciones asiaticas sirvieron para constatar que KHV y otras
poblaciones del sudeste de Asia derivaron principalmente de la misma poblacion original del
sudeste asidtico. Los resultados de diferentes andlisis gendmicos son generalmente consistentes y
respaldan la hipétesis de la migracién de la poblacién de Africa a Asia siguiendo la ruta Sur.

Los chinos Dai (CDX) son una minoria étnica de alrededor de 1,2 millones de personas de la
prefectura auténoma Xishuangbanna Dai y de la prefectura autonoma Dehong Dai-Kachin en la
provincia de Yunnan (China). También se encuentran grupos Dai en Laos, Birmania, Tailandia,
Vietnam e India. Aunque oficialmente forman una Unica etnia, el pueblo Dai estd compuesto por
diferentes grupos culturales y linglisticos.
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Los japoneses (JPT) son un grupo étnico de unos 129 millones de personas, nativo del
archipiélago japonés donde constituyen el 98,5% de la poblacién total (unos 125 millones de
personas). El término japonés étnico se usa a menudo para referirse a los integrantes de la etnia
Yamato o Wajin. Los japoneses son uno de los grupos étnicos mas grandes del mundo.

Los guyaraties o gujaraties (GIH) son un grupo étnico de unos 60 millones de personas cuyo
origen se situa en el estado indio de Gujarat. Los gujaraties tienen una larga tradicion de
navegacidon maritima y una historia de emigracion a paises como Yemen, Oman, Bahréin, Kuwait y
otros paises del Golfo Pérsico. Los paises con las mayores poblaciones de gujaraties son Pakistan,
Reino Unido, Estados Unidos, Canadd y varios paises de Africa meridional y oriental. A nivel
mundial, se estima que los gujaraties comprenden alrededor del 33% de la didspora india en todo
el mundo y se pueden encontrar en 129 de 190 paises listados como naciones soberanas por las
Naciones Unidas.

Los telugu (ITU) son un grupo étnico dravidico de unos 85 millones de personas que habla
telugu como lengua materna y remontan su ascendencia a los estados indios de Andhra Pradesh y
Telangana. Unos 4 millones de personas del total de poblacién telugu se encuentra repartido por
diversos paises de todo el mundo, principalmente Estados Unidos, Arabia Saudi y la Unidn
Europea.

Los tamiles (STU) son un grupo étnico de unos 3 millones de personas, de las que
aproximadamente 2,3 millones son nativos del estado insular de Sri Lanka en el sur de Asia, y el
resto se encuentran repartidos en diversos paises, principalmente en Canadd y reino Unido.

En lo referente a las poblaciones americanas (CLM, MXL, PEL y PUR) es importante destacar
el alto grado de mestizaje que presentan dado que, en general, son el resultado del
entrecruzamiento de la poblacién indigena original y poblacidn inmigrante del suroeste europeo a
partir del siglo XVI.

Los colombianos (CLM) son un grupo de unos 52 millones de personas que forman una
sociedad multiétnica. La mayoria de la poblaciéon colombiana estd compuesta por inmigrantes del
Viejo Mundo y sus descendientes. Después del periodo inicial de conquista e inmigracidon
espafiolas, se produjeron diferentes oleadas de inmigracién y asentamiento de pueblos no
indigenas en el transcurso de casi seis siglos, proceso que aun continta hoy. No sorprende pues
gue la poblaciéon mestiza de Colombia represente el 49% de la poblacion total.

La poblacidn de ancestria mejicana de Los Angeles (MXL) es un grupo de unos 1,3 millones
de personas que representa casi el 32% de la poblacién total de la ciudad de Los Angeles de unos 4
millones de personas.

La poblacion de Lima en Peru (PEL) es de unos 9 millones de personas, y esta fuertemente
influenciada por procesos de mestizaje con poblaciones inmigrantes como en el caso de CLM. Asi
los mestizos componen el 47% de la poblacidn.
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Los puertorriquefios (PUR) son un grupo de unos 3 millones de personas, aunque si
incluimos a los individuos con ancestria puertorriquefia la cifra aumenta hasta los 6 millones de
personas aproximadamente. Al igual que ocurre con el resto de poblaciones americanas, es una
poblacion fuertemente mestizada.

HapMap

Ademas, se han usado datos de 550 individuos agrupados en 4 poblaciones del proyecto
HapMap (Fase 3), a fin de estudiar patrones de seleccidn (Tabla M.2). En dichas poblaciones se han
seleccionado los individuos que forman trios (madre, padre y descendiente). Se han descartado los
individuos que no forman trios validos o cuyo genotipo no esté incluido en la ultima actualizacién
emitida por el proyecto HapMap.

Cddigo Descripcion Individuos analizados Numero de trios
ASW Afroamericanos (SO EEUU) 87 10
CEU Ancestria del norte y oeste de Europa |174 52
(Utah, EEUU)
MXL Ancestria mexicana (Los Angeles, 86 24
EEUU)
YRI Yoruba (lbadan, Nigeria) 203 57

Tabla M.2: Poblaciones del proyecto HapMap incluidas en los estudios de seleccion realizados en
esta tesis. Se incluyen el numero de individuos analizados, asi como el numero de trios estudiados.

Genoma Neandertal

Para estudiar la relacién de los genes del CMH de Neandertal con los de Homo sapiens se
han usado datos de la secuencia de los genes HLA de Neandertal obtenidos del proyecto Genoma
Neandertal (https://www.eva.mpg.de/genetics/genome-projects/neandertal/index.html, Figura
M.3) a través de la base de datos de Ensembl. Para las poblaciones humanas actuales se han usado
los datos de las secuencias de los genes HLA obtenidos del servidor FTP del European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) (https://www.ebi.ac.uk/, Figura M.4).

53



Presiones selectivas en la region HLA

£ Home | | Contact [l B 1mprint [l < Sitemap i £ Webmail

Department of

SAX-PLANCK-GESELLSCHAFT Evolutionary Genetics
[N
L
Institute Behavioral Ecology Human Evolution Psychology Research Groups Leipzig School

A A

I > Genetics » Genome Projects » Neandertal » Home .

= Press Release

= Ancient Genome Browser

. * Draft Neandertal Genome [® View these genomes in our ancient genome browser.

P A high-quality Neandertal genome sequence

The genome sequence was generated from a toe bone discovered in Denisova Cave in southern
Siberia in 2010. The bone is described in Mednikova (Ethnology & Anthropology of Eurasia 2011.

Prof. Dr. Svante Paabo 39: 129-138).

Director, Department of Genetics DNA sequences were generated on the Illumina HiSeq platform and constitute an average 50-fold

Max Planck Institute for Evolutionary coverage of the genome. 99.9% of the 1.7GB of uniquely mappable DNA sequences in the human
Anthropology genome are covered at least ten times.

Deutscher Platz 6 Contamination with modern human DNA, estimated from mitochondrial and nuclear DNA
04103 Leipzig sequences, is around 1%.

phone: +49 341 3550 - 500 .

fax: +49 341 3550 - 555 The figure shows a tree relating this genome to the genomes of Neandertals from Croatia, from

Germany and from the Caucasus as well as the Denisovan genome recovered from a finger bone
excavated at Deniosva Cave. It shows that this individual is closely related to these other
Neandertals. Thus, both Neandertals and Denisovans have inhabited this cave in southern Siberia,
presumably at different times.

e-mail: paabo@eva.mpg.de

Figura M.3: Portada de la web del proyecto Genoma Neandertal.
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Figura M.4: Portada de la web del European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI).

Programas para mineria de datos

Si bien existen diversos programas capaces de hacer diferentes analisis estadisticos con
datos genéticos (como Arlequin, Fstat o mddulos de Python como BioPython), la casi totalidad de
los mismos carecen de la capacidad de tratar datos brutos de manera masiva, requiriendo la
fragmentacién del conjunto de datos para poder analizarlos o su conversién a formatos propios y
exclusivos, lo que dificulta aln mas el poder analizarlos con programas que no sean para el cual
estan disefiados esos formatos. Ante la necesidad que se presentd de analizar los datos del CMH
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de 2504 individuos distintos, se hizo obligado el desarrollo de una herramienta capaz de tratar con
la gran cantidad de datos necesarios, evitando la pérdida por compartimentacién de los datos para
poder tratarlos, y que al mismo tiempo fuera capaz de tratar con los datos en bruto de los
archivos.

FstMap

Nuestro equipo ha desarrollado la herramienta FstMap con el objetivo de poder analizar
gran cantidad de datos en bruto a partir de archivos VCF y popVCF. Ha sido desarrollado en
lenguaje Java. Por ello, no precisa de compilacion, sino que las instrucciones son interpretadas por
el propio ordenador donde se ejecuta el programa, generando asi un entorno de trabajo mas claro
y atractivo, lo cual teniendo en cuenta la cantidad de datos generado en los outputs, es
indispensable. FstMap presenta una interfaz de usuario simple y facil de usar (Figura M.5).

| FstMap — a &
Input HW Fst Geographic patterns Output Help Finish

FstMap v1.0

Please, select a vcf populations data file

Figura M.5: Interfaz de FstMap al iniciar el programa.

El punto de partida para comenzar con los analisis de FstMap son los archivos VCF vy
popVCF. Es importante que ambos archivos contengan datos para la misma regién objetivo, puesto

55



Presiones selectivas en la region HLA

gue son archivos interrelacionados, y si fueran de distintas regiones, los resultados carecerian muy
posiblemente de sentido alguno, y con toda seguridad, de validez. Sin embargo, la herramienta
“1000 Genomes Browser” del proyecto 1000 Genomes permite descargar ambos archivos para una
misma region de manera sencilla y rapida.

Debemos clicar en la pestaiia “Input”, y después en la primera opcién “Read vcf populations
data”. Se abrird una ventana donde veremos el explorador de archivos. Deberemos localizar el
archivo popVCF descargado de la regién que queramos analizar y seleccionarlo. Una vez hecho
esto, la interfaz general de FstMap mostrard una informacion bdsica sobre la region de interés:
numero de poblaciones y SNPs que incluye, cromosoma donde se sitUa, y posiciones del primer y
del ultimo locus que la definen (Figura M.6). Igualmente nos informara que la lectura de los datos
de poblaciones ha sido completada, y que procedamos a incluir el archivo de datos VCF de los
individuos.

'ﬂFstMap - a x
| Input HW Fst Geographicpatterns Output Help Finish

FstMap v1.0

Number of populations: 26
Number of SNPs: 36
Chromosome: 6

First position: 31321652
Last position: 31322067

/

. Read Populations Data is done
Please, select a vef individual data file

Figura M.6: Interfaz de FstMap tras leer el archivo popVCF.

A continuacién, volvemos a seleccionar la pestafia “Input”, pero esta vez elegimos “Read vcf
individual data”. Se abrird una ventana pequefia con el titulo “Work in progress” donde se
mostrard el nimero total de SNPs que se van a analizar. De igual manera que con el archivo
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popVCF anterior, se abre una ventana de explorador de archivo donde deberemos buscar y
seleccionar el archivo VCF descargado de la regidn que queramos analizar. Una vez hecho esto,
veremos que en la ventana “Work in progress” va mostrando el avance en el andlisis (Figura M.7),
hasta completar el total de SNPs indicados con anterioridad. Una vez completado, la interfaz
general de FstMap mostrard, ademas de la informacién bdsica que mostré al incluir el archivo
popVCF, el numero de individuos que ha detectado en el archivo VCF de datos de individuos.
Igualmente informara que la lectura de dicho archivo ha sido completada (Figura M.8).

=

Input HW Fst Geographicpatterns Output Help Finish

FstMap v1.0

Number of populations: 26 |£] Work in progress = a X
Number of SNPs: 36
Chromosome: 6

First position: 31321652
Last position: 31322067

SNP 20/ 36

J
. Read Populations Data is done
Please, select a vef individual data file

Figura M.7: Interfaz de FstMap durante el andlisis de los SNPs de los archivos introducidos.
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|# FstMap
_Inpul HW

. o X
Fst Geographic patterns Output Help Finish

FstMap v1.0

Number of populations: 26
Number of SNPs: 36
Chromosome: 6

First position: 31321652
Last position: 31322067
Number of individuals: 2535

| Read Individual Data is done

Figura M.8: Interfaz de FstMap una vez completado el andlisis de la region objetivo.

Es importante destacar 3 factores que influyen en la velocidad del analisis de FstMap:

El procesador del ordenador: Si bien el programa no requiere de unas especificaciones

técnicas fuera de lo comun hoy en dia, y de hecho puede usarse en la mayoria de los
ordenadores con procesadores de generaciones anteriores, en los ordenadores mas
antiguos puede suponer la ralentizacidon del ordenador. En los portatiles mas antiguos
puede provocar una ligera subida de temperatura, pero nada fuera de lo comun cuando se
usan programas que cargan el procesador de este tipo de aparatos.

El propio programa FstMap: Al ser un programa interpretado y no compilado, el tiempo que

necesita para ser interpretado es superior. Al tener que ser traducido a lenguaje maquina
con cada ejecucién, este proceso es mas lento que en los lenguajes compilados. Ademas,
otra desventaja de un lenguaje interpretado es que, para ser ejecutado, se debe tener
instalado el interpretador. Sin embargo, algunos lenguajes de programacién poseen una
maquina virtual que hace una traduccion a lenguaje intermedio con lo cual el traducirlo a
lenguaje de bajo nivel toma menos tiempo.
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e El nimero de SNPs: El niumero de SNPs que se encuentren en la region objeto de estudio

sera el mayor factor limitante en cuanto a la velocidad de ejecucion del analisis. Cuanto
mas grande, y por regla general, cuantos mds SNPs tenga la region objetivo, mas tardara en
completarse el analisis. Una seccién que contenga un par de cientos de SNPs tardara entre
menos de 1 minuto y 3 minutos (dependiendo de otros factores como los expuestos
anteriormente), mientras que un andlisis de una regién cromosdémica mas amplia, como
por ejemplo la regiéon completa del CMH, puede llegar a tardar varias horas.

Una vez completada la lectura de ambos archivos (popVCF y VCF), FstMap permitira
obtener una gran variedad de resultados.

Si seleccionamos la pestaia “HW” podremos acceder a datos y calculos relativos al
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Una vez elegida la primera opcion, “HW equilibrium”, mostrard un plano de coordenadas
cartesianas con el eje horizontal x representando la posicion de cada SNP que el programa ha
leido, y con el eje vertical y representando un valor de Fst, o indice de fijacién, para cada posicidn
(Figura M.9). Sefalard los valores maximo y minimo encontrados para Fst, asi como la primera y
ultima posicion del fragmento analizado. Veremos una nube de puntos de color azul, que
representan cada uno de los SNPs analizados con su posicidn y valor de Fst asociados. En el caso de
gue un SNP presente desequilibrio HW en al menos una poblacion, el punto serd de color rojo. Esta
opcion calcula el nimero total de poblaciones que estan en desequilibrio Hardy-Weinberg (p<0,05)
para cada SNP, asi como el valor de p del desequilibrio para cada SNP en cada poblacién. Los
resultados se muestran en el fichero Results.xls. FstMap diferencia si el desequilibrio produce
exceso de homocigotos o de heterocigotos. A fin de diferenciar estas dos situaciones, los valores
de p para cada poblacion y SNP serd menor de 0,05 si se observan menos heterocigotos de los
esperados (defecto de heterocigotos o pérdida de heterocigosidad), y sera mayor o igual a 99 si
hay mas heterocigotos de los esperados (exceso de heterocigotos o ganancia de heterocigosidad).
El “99” no tiene significado real, es una solucidon que el programa afiade a posteriori, a fin de
diferenciar ambos casos donde una poblacién presente desequilibrio para un SNP. Asi, un valor de
p de 0,035 significa que hay un 3,5% de probabilidad de que las diferencias de genotipo se deban
al azar y un 96,5% de probabilidad de que no se deban al azar. Este valor p es significativo (p<0,05),
la hipdtesis nula es rechazada, y decimos que la poblacién no estad en equilibrio Hardy-Weinberg
con exceso de homocigotos o pérdida de heterocigosidad. Un valor de p de 99,02 significa que hay
un 2% de probabilidad de que las diferencias en las frecuencias genotipicas se deban al azar y un
98% de probabilidad de que no se deban al azar. Este valor p es significativo, la hipdtesis nula es
rechazada, y decimos que la poblacién no estd en equilibrio Hardy-Weinberg con exceso de
heterocigotos y ganancia de heterocigosidad.
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Figura M.9: Resultado de FstMap al seleccionar la opcion “HW equilibrium”. Se observan
numerosos SNPs en desequilibrio HW.

La opcidn “Searching for selection” sirve para efectuar un anadlisis pormenorizado de
potenciales efectos de la seleccién bajo diferentes modelos en los SNPs de la region estudiada.
Realiza el analisis para cada marcador (Figura M.10) en cada una de las 4 poblaciones de la base de
datos de HapMap (Tabla M.2). Una vez terminado el analisis, informara de ello y se generard un
archivo XLS con el nombre “Selection” donde el programa guardara toda la informacidn de este
analisis (Figura M.11). Los resultados incluyen, para cada SNP en cada una de las cuatro
poblaciones, el cddigo del SNP, su posicidn, frecuencias alélicas, frecuencias genotipicas
observadas y esperadas de acuerdo al equilibrio HW, el valor de p del test Chi cuadrado de
equilibrio HW vy el valor del test exacto de p, las frecuencias alélicas y genotipicas entre los
progenitores, entre los no progenitores (como poblacidn control) y entre los descendientes, con las
correspondientes comparaciones entre frecuencias genotipicas observadas y esperadas en cada
caso. Ademas, compara mediante un test exacto de p las frecuencias alélicas entre cada par de
grupos (poblacién general, progenitores, no progenitores y descendientes). Y por ultimo, establece
las frecuencias observadas y esperadas (de acuerdo a un modelo panmictico) de cruzamientos
genotipicos en las parejas de progenitores, con su correspondiente Chi cuadrado de contingencia.
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(#| Work in progress - O X

Population: YRI Chromosome 6, SNP rs2806192

Figura M.10: Interfaz de FstMap durante el andlisis de seleccion. En el instante capturado en esta
imagen el programa estd analizando el SNP rs2806192 para la poblacion YRI (Yoruba de Ibaddn,
Nigeria).
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Figura M.11: Vista parcial de una seccion del archivo “Selection” generado por FstMap. Este
archivo en concreto contaba con 145 filas y 59 columnas de resultados.

Las opciones “Inconsistencies” y “Simulating illegitimacy” revisa los trios putativos de las
poblaciones HapMap para verificar que las combinaciones genotipicas son compatibles,
permitiendo eliminar aquellos casos con una inconsistencia fruto de una ilegitimidad, error de
genotipado o de otro tipo. Esto permite verificar la validez de los datos, y excluir aquellos
inadecuados, que pudieran afectar a los analisis posteriores.

En la opcién del menu Fst se realizan diferentes andlisis en relacién al indice de fijacidn.

En la primera opcion, “Fst Map”, mostrara un plano de coordenadas cartesianas con el eje
horizontal (x) representando la posicion de cada SNP, y con el eje vertical (y) representando un
valor de Fst, o indice de fijacidn, para cada posicion (Figura M.12). Sefialara los valores maximo y
minimo encontrados para Fst, asi como la primera y ultima posicidon del fragmento analizado.
Veremos una nube de puntos, donde cada punto representa uno de los SNPs analizados con su
posicion y valor de Fst asociados. Estos valores corresponden con la medida de la varianza del

61



Presiones selectivas en la region HLA

efecto Wahlund para cada marcador en todo el conjunto de poblaciones de la base de datos de
1000 Genomes. Este grafico es similar al obtenido con la opcién “HW equilibrium”, pero los analisis
subyacentes permitiran realizar una serie de andlisis diferenciados en esta seccién en relacién a la
distribucién geografica de los valores del indice.

Fst
0,146 .

0‘004 _: . ';l’o:b. -'."l PR - b 0-‘ I T R :"'.. et e v w, :

29909911 29913981
Position

Figura M.12: Resultado de FstMap para el andlisis de Fst o indice de fijacion.

La siguiente opcion, “Fst Map > 1 pop”, calculara la varianza de Wahlund sélo en aquellos
marcadores que presenten polimorfismo en mas de una poblacidn en el conjunto de poblaciones
de la base de datos de 1000 Genomes (Figura M.13).
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Figura M.13: Resultado de FstMap para el andlisis de Fst Map >1 pop. Podemos observar como
varios marcadores con valores de Fst bajos desaparecen en comparacion con el grdfico de la Figura
M.12.

La opcion “Fst Map AIMs” permitira calcular la varianza de Wahlund para el conjunto de
poblaciones de los marcadores que correspondan con las caracteristicas de los AlMs (Ancestry
Informative Marker), es decir, marcadores que exhiben frecuencias sustancialmente diferentes
entre diferentes poblaciones, con al menos una diferencia de 0,3 entre dos de ellas (Figura M.14).
Se puede usar un conjunto de AlMs para estimar la proporcién de ancestros de unas poblaciones
de referencia en una poblacion determinada, asi como para categorizar diferentes individuos de
una poblacion mestiza.
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Figura M.14: Resultado de FstMap para el andlisis de Fst Map AIMs. Podemos observar como casi
todos los marcadores desaparecen en comparacion con los grdficos de las figuras anteriores.

En la pestaia “Geographic patterns” se realiza un analisis de busqueda automatica de
patrones de distribucidon geografica, para eventualmente determinar el posible origen geografico
de cada patrén y marcador.

La opcién “Detect patterns” es la primera de esta serie. Analiza todos los patrones de
distribucién de frecuencias por poblaciones para cada SNPs y busca similitudes entre ellos.
Mediante un analisis de minimos cuadrados, agrupa las distribuciones en una serie de patrones en
funciéon de su similitud. Al acabar muestra un plano de coordenadas cartesianas con el eje
horizontal (x) representando la posicion de cada marcador, y con el eje vertical (y) representando
el patrén al cual se asocia el marcador en cuestion segun el programa. Se observa una nube de
puntos, donde cada punto representa un SNP con su posicién y el patrén al que pertenece (Figura
M.15).

64



Materiales y Métodos

Pattern

29909911 29913981
Position

Figura M.15: Resultado de FstMap para el andlisis de patrones de distribucion de los marcadores.
Se puede observar que hay marcadores que comparten el mismo patron de distribucion.

La opcién “Show patterns” muestra una ventana donde puede seleccionarse un patrén
concreto. El programa muestra un grafico de frecuencias donde en el eje horizontal (x) se
representan las 26 poblaciones de la base de datos del proyecto 1000 Genomes y en el eje vertical
(y) se representa la frecuencia alélica para los marcadores que comparten ese patron (Figura
M.16). Las poblaciones estan divididas en grupos segln su origen geografico: africanas (LWK, YRI,
ESN, GWD, MSL, ACB y ASW), europeas (IBS, TSI, CEU, GBR y FIN), sur de Asia (PJL, BEB, GIH, ITU y
STU), este de Asia (CHB, CDX, CHS, KHV y JPT) o americanas (CLM, MXL, PEL y PUR). Ademds, se
informa del nimero de SNPs que presentan este patron de distribucion, y para cada SNP se
muestra su propia linea representando sus frecuencias alélicas.
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Figura M.16: Interfaz de FstMap para el andlisis de un patron determinado. Se informa que hay 11
SNPs que comparten este patron y se observa que las frecuencias de dichos SNPs son casi
totalmente coincidentes en todas las poblaciones.

La opcidn “Locate patterns” muestra de nuevo la nube de puntos generada al seleccionar la
opcién “Detect patterns”, pero sefialando en este caso con un circulo azul la posicién de cada SNP
gue se ajusta al patrén seleccionado (Figura M.17). Esto permite visualizar a la vez las posiciones
gue ocupan los loci asociados a ese patrdn concreto.
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Input HW Fst Geographic patterns Output Help Finish

Locate patterns is done
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]
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Figura M.17: Interfaz de FstMap para la localizacion de un patron determinado. Podemos observar
en la zona inferior del grdfico 11 circulos azules indicando los SNPs que comparten dicho patrdn de
distribucion.

Las siguientes tres opciones permiten identificar marcadores que se asocian con los
diferentes grupos continentales (Africa, Europa y el este de Asia), teniendo en cuenta sus valores
de Fst y los patrones analizados por el programa. “Identify patterns: Africa” mostrard una nube de
puntos con los SNPs que haya asociado con un patrén de distribucién africano en un grafico con el
eje horizontal (x) representando la posicién de cada SNP, y con el eje vertical (y) representando un
valor de Fst para cada posicion (Figura M.18). También mostrara un grafico con las frecuencias en
las diferentes poblaciones de los SNPs asociados a este patron (Figura M.19). Se entiende como
patrén africano aquél en el que las frecuencias del alelo de referencia son, en la mayor parte de las
poblaciones africanas, mas altas o mas bajas que en el resto de poblaciones. “Identify patterns:
Europe” (Figuras 11.20 y 11.21) e “Identify patterns: East Asia” (Figuras 11.22 y 11.23) mostraran los
mismos graficos asociados a Europa y el Este de Asia respectivamente. No se ha desarrollado la
rutina correspondiente al continente americano, dado que las poblaciones que lo representan son
eminentemente mestizas. Tampoco se ha estimado la opcidon del sur de Asia, por presentar
caracteristicas intermedias entre Europa y el Este de Asia.
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Figura M.18: Resultado de FstMap para los marcadores con patron de distribucion africano. Los
marcadores estdn representados con puntos azules.
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Figura M.19: Distribucion geogrdfica de frecuencias del SNP asociado al patron africano.
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Figura M.20: Resultado de FstMap para los marcadores con patréon de distribucion europeo. El
marcador estd representado con un punto rojo.
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Frequency Pattern: Europe 1 SNPs
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Figura M.21: Distribucion geogrdfica de frecuencias del SNP asociado al patron europeo.
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Figura M.22: Resultado de FstMap para los marcadores con patron de distribucion del Este de Asia.
Los marcadores estdn representados con puntos verdes.
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Figura M.23: Distribucion geogrdfica de frecuencias del SNP asociado al patron del Este de Asia.

La opcidn “Fst Map by continents” muestra una superposicidon de las nubes de puntos de las

tres opciones anteriores (“Identify patterns”) a fin de poder visualizar la distribucién y variabilidad

continental de los marcadores en conjunto. Los puntos azules, rojos y verdes representan a los

marcadores con patrdon de distribucidn africana, europea y del este asiatico respectivamente. Los

puntos grises representan los marcadores que no pueden ser incluidos en una de estas 3

categorias, al carecer de una distribucion de frecuencias y valores de Fst que puedan asociarse de

manera inequivoca y exclusiva a uno de los 3 grupos continentales (Figura M.24).

73



Presiones selectivas en la region HLA

Fst

0,146

0,004 -

29909911 29913981
Position

Figura M.24: Resultado de FstMap para los marcadores segun su distribucion continental.

La pestafia “Output”, con la opcion “Save results”, permite generar un archivo XLS
(Results.xls), que contiene, para cada SNP, las frecuencias alélicas promedio y por poblacién, test

de equilibrio Hardy-Weinberg por poblacién (incluyendo los valores de p) y valores de Fst (Figura
M.25).
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A B | € | D E EL G H J | K | L M N 0
1 FstMapv.1.0 @Jose A. Pena 2017
2 |Population 26 Chromosor
3 |SNPs 420 N of popul: Frequencies
4 Allele Position  Mean frequ Wahlund v Wahlund >1 pop AlMs Group Continent disequilibri LWK YRI ESN GWD MSL
5 rs1828643 29909911 0,000205 0,005116 0 0 0 0 0 0 0
6 [rs9260111 29909916 0,681731 0,035172 0,035172 1 0 0717172 0,634259 0,722222 0,769912 0,658824
7 |rs9260112 29909918 0681731 0,035172 0,035172 1 0 0717172 0,634259 0,722222 0,769912 0,658824
8 [rs2734903 29909924 0,363671 0,030873 0,030873 2 3 0,444444 0324074 0,40404 0,376106 0,317647
9 [rs7923133 29909957 0088711 0,031504 0,031504 3 0 0035354 0,083333 0,060606 0,154867 0,123529
10 |rs1163951 29909970 0,068301 003117 0,03117 0 0 0111111 0,12037 0,146465 0,110619 0,088235
11 rs9260114 29909988 0,732192 0,062711 0062711 5 1 0,868687 0,773148 0,808081 0,867257 0,870588
12 |rs3515822 29909999 0,151854 0,031385 0,031385 6 1 0,070707 0,115741 0,121212 0,146018 0,117647
13 |rs2735115 29910022 0,02789 0,028226 0,028226 7 1 0,065657 0,009259 0,005051 0,035398 0,011765
14 rs9260115 29910027 0,675107 0,03437 0,03437 1 0 0,707071 0,611111 0,707071 0,761062 0,629412
15 |rs4154122 29910033 0,10101 0,141866 0,141866 8 3 0 0 0 0 0,004425 0
16 [rs2735114 29910034 0,39801 0,045933 0,045933 9 2 0308081 0,25463 0,313131 0,300885 0,311765
17 |rs4127254 29910057 0,088526 0,031055 0,031055 3 0 0,035354 0,083333 0,060606 0,154867 0,123529
18 |rs3132688 29910083 0,925851 0,049358 0,049358 10 0 0944444 0912037 0,90404 0969027 0929412
19 [rs5657000 29910094 0,000372 0,004479 0,004479 0 0 0,005051 0,00463 0 0 0
20 rs9260116 29910105 0,040314 0,017137 0,017137 11 0 0,060606 0,027778 0,035354 0,070796 0
21 rs1196425. 29910122 0,056677 0,068009 0,068009 12 1 0 0,161616 0,157407 0,10101 0106195 0,229412
22 rs1875141. 29910132 0,003911 0,009197 0,009197 13 1 0 0,005051 0,013889 0,015152 0,00885 0,017647
23 irs1157431 29910135 0,003027 0,018024 0,018024 0 1 0 0,005051 0,023148 0,025253 0,004425 0
24 [rs2735113 29910167 0,067236 0,022564 0,022564 15 0 0,151515 0,083333 0,116162 0,075221 0,064706
25 rs5698751 29910175 0,023817 0,021263 0,021263 16 0 0,025253 0,037037 0,025253 0,022124 0,082353
26 rs9260118 29910176 0666816 0,03109 0,03109 ;] 0 0,69697 0,606481 0,712121 0,743363 0611765
27 |rs5556148. 29910179 0,023817 0,021263 0,021263 16 0 0,025253 0,037037 0,025253 0,022124 0,082353
28 rs5723850 29910180 0,023817 0,021263 0,021263 16 0 0,025253 0,037037 0,025253 0,022124 0,082353
29 irs5411034- 29910182 0,023817 0,021263 0,021263 16 0 0,025253 0,037037 0,025253 0,022124 0,082353
30 |rs9260119 29910188 0,68462 0,035167 0,035167 1 1 0712121 0,666667 0,732323 0,769912 0,688235
31 rs5780343 29910217 0,000226 0,005657 0 0 0 0 0 0 0

Figura M.25: Vista parcial de una seccion del archivo “Results” generado por FstMap. Este archivo
en concreto contaba con 40 filas y 62 columnas de resultados.

Cabe senalar que cada una de los graficos generados por el programa, ya sea una nube de
puntos o una distribucidn de frecuencias, se guardara automaticamente en un archivo PostScript
encapsulado (EPS, Encapsulated PostScript). Tanto estos archivos como los de Selection y Results se
guardardn en la carpeta donde esta el ejecutable del programa FstMap. Para cada regién
cromosémica analizada se generara una carpeta de manera automadtica cuyo nombre sera el
cédigo de tiempo (afio/mes/dia/hora/minuto/segundo) del momento en que se inicid el analisis. El
renombrado de esta carpeta no generara incompatibilidades de ningun tipo una vez acabados los
analisis.

MEGA

El programa MEGA (versidén 7.0.26) ha sido utilizado para realizar los alineamientos de las
secuencias y generar los arboles que explican las relaciones evolutivas de los distintos alelos de los
genes HLA (Figura M.26). La historia evolutiva representada por cada arbol se infirid utilizando el
método Neighbor-Joining con un bootstrap de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el método Tamura de 3 parametros. Se eliminaron todas las posiciones que contenian
huecos o datos desaparecidos.
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MEGA 7.0.26(7170509-x86_64) - [m] X
File Analysis Help
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Align Data Models Distance Diversity Phylogeny User Tree  Ancestors Selection Rates Clocks Diagnose

® | & = & ® . £ . &
Help Docs Examples Citstion Report = Bug Updstes?  MEGA Links Toolbar Prefersnces
MEGA release #7170803-406 64

Figura M.26: Interfaz de MEGA.

Una vez obtenidas las secuencias tanto de poblaciones humanas actuales como de
Neandertal de sus respectivas bases de datos, procederemos a introducirlas en MEGA. Para ello
seleccionamos la pestafia “File” y elegimos la opcion “Open A File/Session”. Seleccionamos el
archivo que contiene las secuencias de humanos modernos. Preguntard como deseamos abrir este

archivo FASTA (Figura M.27).

E . B * A T & B & K _E_O_ T |
Algn Data Models Qistance  Diyersity Phylogeny Lser Tree  Ancestors  Selection Rates Clocks Diagnose |
m Analyze or Align File?
\?/ How would you lice to open this fasta file?
N |

® | & 2 e e <z . e .

Help Docs Examples Chatcn Report 3 Bug Updates?  MEGA Uinks Toobar Praferences
MEGA release H7170503486 64 B_gen.fasta

Figura M.27: Interfaz de MEGA después de seleccionar el archivo que deseamos introducir al

programa.

Elegimos “Align” y el programa abrird una ventana donde veremos los distintos haplotipos
y sus secuencias (Figura M.28)
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MT: Alignment Explorer (B_gen.fasta) = O X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DB =@M wY 8l cRIEX X BB A ABH K
DNASequences Translated Protein Sequences

Species/Abbrv Group Name |

1. HLA'HLA00132_B*07:02:01:01_4081_bp
2. HLAHLA16169_B*07:02:01:02_3323_bp
3. HLAHLA16634_B*07:02:01:03_3986_bp
4. HLAHLA16855_B*07:02:01:04_3323_bp
5. HLAHLA17044_B*07:02:01:05_3040_bp
6. HLAHLA17045_B*07:02:01:06_3040_bp
7. HLAHLA17071_B*07:02:01:07_3323_bp
8. HLA'HLA00134_B*07:02:03_2801_bp

9. HLA'HLA01763_B*07:02:04_3323_bp
10. HLA'HLA03900_B*07:02:10_2990_bp
11. HLAHLA04058_B*07:02:13_3323_bp
12. HLAHLA12872_B*07:02:45_3323_bp
13. HLA'HLA13791_B*07.02:48_3323_bp
14. HLA'HLA16264_B*07:02:50_3323_bp
15. HLA'HLA16268_B*07:02:51_3323_bp
16. HLA'HLA16740_B*07:02:52_3040_bp
17. HLA'HLA18118_B*07:02:53_3304_bp
18. HLA'HLA00135_B*07:03_4066_bp

19. HLA'HLA00136_B*07:04:01_3323_bp
20. HLA'HLA18432_B"07:04:02_2712_bp
21. HLAHLA00137_B*07:05:01:01_4081_bp

<

Site # ﬁ - @with O wio Gaos

Figura M.28: Vista parcial de una seccion de la ventana de MEGA después de introducir el archivo
de las secuencias. En este caso, cada fila corresponde a un alelo del gen HLA-B. A la derecha
podemos observar parte de las secuencias de cada alelo.

A continuacién, debemos incluir la secuencia de ADN Neandertal que deseamos comparar.
Para ello seleccionamos la pestaiia “Edit” y la opcién “Insert sequence from file”. En la ventana que
se abre, buscamos la secuencia de ADN Neandertal y la seleccionamos. Dicha secuencia se cargara,
y afladira a la lista anterior de secuencias (Figura M.29).
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[ M7: Alignment Explorer (B_gen fasta) - O X
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DA% TSaamwV|l o'l B YBX ¥ BB a4 HaH 8
DNASequences Translated Protein Sequences
Species/Abbrv Group Name A
1. chromosome:NCBI36:6:31343905:314335 AGGAAACTGGTCTCTATGAGAATCCCTATGECGETG!
2. HLAHLA00132_B*07:02:01:01_4081_bp EATfcEEEAcEAAETcccAB@TicccEBrRceeggcmc|
3. HLAHLA16169_B"07:02:01:02_3323_bp EAFcAEEAcEAlErcccAgE@frccceEgAceEegecmct
4. HLAHLA16634_B*07:02:01:03_3986_bp EATcAGEACEAAETcccABETcTcEEAcEee ecTc|
5. HLA'HLA16855_B*07:02:01:04_3323_bp EATCAGEACEAAETCcccABETcccEgAc llllclcl
6. HLAHLA17044_B*07:02:01:05_3040_bp llcllllccllc el

TccHABEATACTCcETEACEC
GATAcTcETEAC

7. HLAHLA17045_B*07:02:01:06_3040_bp

8. HLA'HLA17071_B*07:02:01:07_3323_bp ll .lll lllll e ,
9. HLAHLAO0134_B*07:02:03_2801_bp c Gllllllllllllllllc TAGABAABCCHATCHAE
10. HLAHLA01763_B*07:02:04_3323_bp EATCcEEEACEANETCC llllc cc lllcllllc mc
11. HLAHLA03900_B*07:02:10_2990_bp EATCAGEACEAAETcccAE@TcccEEaceEgEcTC
12. HLAHLA04058_B*07:02:13_3323_bp GATCAGBAC lllllcc cAgEeTc! ce GeAcgeeecrc
13. HLAHLA12872_B"07:02:45_3323_bp EATCAGEACEAABTcccABETcccEEACEBEEECTC
14. HLAHLA13791_B*07:02:48_3323_bp GATcCAGEACEAAETCcccABETcccEEACEEEBCcHC
15. HLAHLA16264_B*07:02:50_3323_bp EATCAEEACEAAETCcccAB@ETcccEBAcEEBgcTC
16. HLA'HLA16268_B*07:02:51_3323_bp lllc.ll.c.l.llc CCAG@Tccc@gacee@eecme
17. HLAHLA16740_B"07:02:52_3040_bp c@E@fccmmcmmc l...llc.c.l..clc gmc:
18. HLAHLA18118_B*07:02:53_3304_bp { i<} cREegmcm:
19. HLAHLA00135_B*07:03_4066_bp ccAB@fcccEBACER TcAEEETcTicABBCcH«
20. HLA'HLA00136_B*07:04:01_3323_bp .llc llllc lllllc cHE@mccce lllc llllc [ [<]]
21. HLAHLA18432_B*07:04:02_2712_bp CHcce HAcc c GeAcTc ‘ | cl

< >

Site # P9631 S @with O wio Gaps

Figura M.29: Vista parcial de una seccion de la ventana de MEGA después de introducir el archivo
de la secuencia de ADN Neandertal. La fila resaltada corresponde con la secuencia de HLA-B
Neandertal.

El siguiente paso es alinear las distintas secuencias. Para ello debemos seleccionar todas las
secuencias a alinear, y luego en la pestaiia “Alignment” elegir la opcidn “Align By Muscle”. Se abrird
una ventana donde podremos elegir entre distintas configuraciones para realizar el alineamiento
(Figura M.30). Una vez decididas, seleccionamos “Compute” para que el programa alinee las

secuencias.
8 M7: MUSCLE - Applink — o b4
Dption |Selection |
[ Presets None |
Gap Penalis 1
Gap Open -400
Gap Extend 1]
Mooy Meratons N
Max Memory in MB 9582
M Ierations 1000
More Advanced Options O
Clustering Method [lteration 1.2) Neighbor Joining
Clustering Method (Dther lterations] neighbe joiring
Min Diag Length (lambda) 24
Algrment Info MUSCLE Ciatior: Edgar. Roben C. [2004). MUSCLE:

mukiple sequence alignment with high accurscy and
high thoughput, Mucleic Acids Research 32(5). 1792
17497,

o Compute X Carcel | | Restore Defouts

Figura M.30: Ventana de MEGA para la configuracion del alineamiento de secuencias.
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Una vez que el programa termina de realizar los calculos, ofrece una ventana en la que
vemos las secuencias ya alineadas (Figura M.31). Deberemos guardar el archivo de alineamiento.

I w7 Alignment Explorer (Alineamiento HLA-B Baja Res.fas) - = >
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
Do A% =@ m w Vv 8l N R E L IRy I

DMASequences Translated Protein Sequences

Species/Abbne ) )

1. chromosome:NCBI36:6:31343905:31433535:-1
2. HLAHLADD132_B*07:02:01:01_4081_bp
3 HLAHLADD146_B"08:01:01:01_4080_bp
4. HLAHLADD152_B"13:01:01:01_3985_bp
5. HLAHLAD0157_B"14:01:01:01_3343_bp
6. HLAHLAD0162_B"15:01:01:01_4094_bp
7. HLAHLAD0213_B"18:01:01:01_4081_bp
8 HLAHLADO220_B"27:01_2991_bp

9. HLAHLAD0237_B*35:01:01:01_3327_bp
10. HLA'HLAOD265_B"37:01:01:01_4082_bp
11, HLA'HLADD267_B*38:01:01:01_4070_bp
12 HLAHLADD271_B*39:01:01:01_3155_bp
13, HLAHLAOD291_B*40:01:01_2676_bp
14, HLAHLADD312_B*41.01:01_3322_bp

15, HLAHLADO315_B*42:01:01_4080_bp
16. HLA'HLADD318_B*44:02:01:01_4081_bp
17. HLAHLADD329_B*45.01:01_4088_bp
18. HLAHLADD331_B*46:01:01_4094_bp
19. HLAHLA00332_B*47:01:01:01_3041_bp
20. HLAHLA00335_B*48:01:01:01_4081_bp
21. HLAHLAO0340_B"49:01:01:01_4098_bp
<

Group Mame

~

Site # P-ﬂza s ®with O wio Gaps

Figura M.31: Vista parcial de una seccion de la ventana de MEGA después de realizar el
alineamiento de secuencias. La secuencia de HLA-B Neandertal aparece resaltada. El programa

marca los loci desaparecidos en alguna de las secuencias con un guion.

Entonces procederemos a realizar el arbol de relaciones evolutivas. Para ello, en la ventana
de graficos seleccionamos la pestafia “Phylogeny” y dentro, la opcién “Construct/Test Neighbor-

Joining Tree” (Figura M.32).

m MEGA 7.0.26(7170509-x86_64)
File Analysis Help
E . % o  w_ @m & B & . m, E
Align Data Models Distance  Diversity ~ Phylogeny UserTree Ancestors Selection  Rates
— Int.  Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
= %3 Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
% Construct/Test Minimum-Evolution Tree...
& Construct/Test UPGMA Tree...
S8 Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)
M Open Tree Session
® | & = ¢ ® [ L | &
Help Docs Examples Citation Report a Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferences
MEGA release #7170509-486 64

o T

Clocks Diagnose

Figura M.32: Ventana de grdficos de MEGA.

Se abrird una ventana en la que deberemos buscar el archivo del alineamiento que hemos

guardado antes, y una vez seleccionado, pedira que digamos qué tipo de secuencia es la que

hemos introducido. En nuestro caso son secuencias nucleotidicas, por lo que seleccionamos esa
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opcion. Se abrira otra ventana donde podremos elegir las opciones de configuracién a la hora de
realizar arboles evolutivos (Figura M.33). Una vez elegidos los parametros de configuracion,
pinchamos en “Compute”.

¥ M7: Analysis Preferences - m} X
Options Summary

Option Selection

Analysis Phylogeny Reconstruction

Scope &l Selected Taxa

Statistical Method Neighbor-joining

Phylogeny Test

Test of Phylogeny Bootstrap method

No. of Bootstrap Replications | 1000
Substitution Model

Substitutions Type Nuclectide
Model/Method Tamura 3-parameter model
Substitutions to Include d: Transitions + Transversions

Rates and Patterns

Rates among Sites Uniform rates

Pattern among Lineages Same (Homogeneous)
Data Subset to Use

Gaps/Missing Data T Complete delet

? oo X gonce

Figura M.33: Ventana de MEGA para la configuracion de los drboles de relaciones evolutivas.

Una vez acabados los cdlculos, el programa abrird una nueva ventana con el arbol ya
construido e informacién sobre el mismo (Figura M.34)

[ M7: Tree Explorer: Alineamiento HLA-B Baja Res.fas = m) X
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The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method [1). The optimal tree with the sum of branch length = 0.21143180 is shown
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M. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches
[2]. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. The
W
evolutionary distances were computed using the Tamura 3-parameter method [3] and are in the units of the of base L per site. The
=] analysis involved 37 nucleotide sequences. All positions containing gaps and missing data were eliminated. There were a total of 2657 positions in the
i) final dataset Evolutionary analyses were conducted in MEGA7 [4].
2
a 1. Saitou N. and Nei M. (1987). The neighbor-joining method: A new method for reconstructing phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution
4:406-425 2
SBL =0.21143180 ! ldle

Figura M.29: Ejemplo de drbol de relaciones evolutivas para secuencias de HLA-B de humanos
modernos y Neandertal.
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Este arbol podremos guardarlo en formato MTSX para poder abrirlo directamente con
MEGA o como una imagen que se podra afiadir a un documento.

Haploview

Haploview es un software bioinformatico que esta disefiado para analizar y visualizar
patrones de desequilibrio de ligamiento en datos genéticos, asi como para simplificar y acelerar el
proceso de analisis de haplotipos al proporcionar una interfaz comun para varias tareas
relacionadas con dichos analisis. Esta desarrollado y mantenido por el laboratorio del Dr. Mark Daly
en el MIT/ Harvard Broad Institute. Actualmente, Haploview posee las siguientes funcionalidades:

1. Analisis de desequilibrios de ligamiento y de bloques de haplotipos.
Estimacién de frecuencias haplotipicas en una poblacidn.

3. Pruebas de asociacidn entre SNPs y haplotipos concretos, y pruebas de permutacién para la
significacién de la asociacién.
Implementacién del algoritmo de seleccidn tagSNPs.

5. Descarga automatica de datos genotipicos de HapMap.
Visualizacién y trazado de resultados de asociacién de genoma completo de PLINK,
incluyendo opciones de filtrado avanzadas.

Haploview es totalmente compatible con los volcados de datos del proyecto HapMap vy el

Perlegen Genotype Browser. Puede analizar miles de SNP (decenas de miles en modo de linea de
comando) en miles de personas.

Muestras de ADN

Con el fin de estudiar posibles presiones selectivas en la poblacidn gitana se han analizado
94 muestras de individuos del banco de muestras de la Dra. Esther Rebato Ochoa. Dichas muestras
han sido obtenidas del conjunto de la poblacidon gitana residente en el Pais Vasco. El
procedimiento, denominado “Conservacion de muestras de saliva (congeladas a -20°C) y
extraccion posterior de DNA” con nuimero de registro CEIAB/16/2010/REBATO OCHOA de la
Comisién Universitaria de Etica de la Investigacion y la Docencia (CUEID) de la Universidad del Pais
Vasco (UPV/EHU), presentado por la Dra. Rebato para su evaluacion por el Comité de evaluacion
ética CEIAB, se adecud a las exigencias metodoldgicas, éticas y juridicas vigentes, y recibi6 el
informe de certificado favorable. A los voluntarios sanos, debidamente informados y habiendo
dado su consentimiento, se les sometié a un proceso de extraccion de muestras de saliva no
invasivo. Una parte de estas muestras corresponden a parientes (trios madre/padre/descendiente)
y otra parte configuran una muestra de no parientes. Una vez seleccionadas las muestras, se
procedid a la realizacién de la extraccion de material genético. Se ha seguido el protocolo prelT
para la purificacion manual de ADN a partir de una muestra completa, de la empresa DNA

81



Presiones selectivas en la region HLA

Genotek. Este protocolo se basa en la precipitacién por etanol y el uso del reactivo purificador
preplT-L2P. El proceso seguido es el siguiente:

1) Mezclamos la muestra del vial de recogida por inversion y agitacidon suave durante unos
segundos, a fin de asegurar que las muestras viscosas se mezclen adecuadamente.

2) Transferimos 500ul de muestra a un tubo de centrifuga de 1,5ml.

3) Las muestras se deben incubar en agua a 50°C durante una hora, asegurandonos de que la
parte de tubo que contiene la muestra esté sumergida completamente. Este tratamiento
térmico es esencial para maximizar el rendimiento del ADN y garantizar que las nucleasas
se inactiven permanentemente.

4) Anadimos 20ul de reactivo purificador preplT-L2P al tubo y lo pasamos por el vértex unos
segundos para asegurar que el conjunto se mezcle adecuadamente. La muestra se
enturbiara dado que las impurezas e inhibidores empezaran a precipitar.

5) Incubar la muestra en hielo durante 9 minutos.

6) Centrifugar durante 10 minutos a temperatura ambiente (20°C) a 13000 rpm.

7) Con cuidado de no tocar el pellet de impurezas depositado en el fondo del tubo,
pipetearemos el sobrenadante a un nuevo tubo de centrifuga de 1,5ml, y descartamos el
pellet. Es recomendable dejar una pequeia cantidad de sobrenadante a fin de no arrastrar
parte del pellet de impurezas al intentar apurarlo todo.

8) Afadimos 500ul de etanol al 95% al sobrenadante y mezclamos por inversidon suave un
minimo de 10 veces. Durante la mezcla con etanol, el ADN precipitara. El ADN precipitado
puede aparecer como un coagulo de fibras de ADN. Incluso si no se ve coagulo, el ADN se
recuperara en los siguientes pasos.

9) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (20°C) para permitir que el ADN precipite
completamente.

10) Centrifugar durante 10 minutos a temperatura ambiente (20°C) a 13000 rpm.

11) Descartar el sobrenadante de etanol, teniendo cuidado de no tocar el pellet de ADN del
fondo. EI ADN precipitado también puede aparecer como como una mancha en el costado
del tubo mas alejado del centro de la centrifuga.

12) Limpiaremos la muestra con etanol. Afadir 250ul de etanol al 70% sin dafiar el pellet o la
mancha de ADN. Esperar un minuto a temperatura ambiente (20°C) y retirar el etanol
apurando lo maximo posible, pero teniendo cuidado de no coger el pellet o0 mancha de
ADN.

13) Rehidratamos la muestra anadiendo 100ul de agua. Pasar por vortex de forma vigorosa
para resuspender la muestra.

14) Para asegurar la completa rehidratacion de la muestra de ADN, incubaremos a
temperatura ambiente 1 6 2 dias. La rehidratacién incompleta del ADN es una causa de
imprecision en la estimacién de la concentracién de ADN y del fallo potencial de
aplicaciones posteriores como la PCR.

15) Almacenaje a -20°C por tiempo indefinido.
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Analisis genéticos

Los ADNs se procesaron en los Servicios Generales de la Facultad de Ciencia y Tecnologia

para el analisis de un grupo de 16 SNPs mediante la técnica RT-PCR Biomark de Fluidigm.

SNPs analizados

Los SNPs incluidos en este trabajo se muestran en la Tabla M.3, con sus principales

caracteristicas.

SNP Posicion | Alelo de referencia
rs3823324 29912766 A
rs79244404 | 29913483 C
rs2770 31321807 C
rs9273352 32625928 G
rs369150 32975720 A
rs9277332 33028638 A
rs200789833 | 33028653 G
rs72873921 | 33028685 C
rs72873922 | 33028686 A
rs2071350 33043526 C
rs9277413 33051720 A
rs9277418 33051749 C
rs116818505| 33051900 G
rs9277498 33054141 C
rs72500564 | 33055197 C
rs9374640 117207488 A

Tabla M.3: SNPs incluidos en el andlisis. Se especifica su posicion en el cromosoma 6 y el alelo de

referencia.

Hubo ademas una serie de SNPs que no pudieron ser analizados por diferentes problemas

de la plataforma tecnoldgica. Se muestran en la Tabla M-4.
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SNP Posicidn
rs9260122 29910419
rs3132687 29911356
rs2770 31321807
rs3179865 31324194
rs1050556 31324586
rs9273352 32625928
rs200160235| 32628070
rs28746821 | 32633348
rs558793154 | 32899695
rs576193745| 32965189
rs375256 32975869
rs9277498 33054141
rs9277522 33054353
rs9374640 117207488

Tabla M.4: SNPs propuestos inicialmente para su andlisis, pero desechados por problemas
metodoldgicos de la plataforma.

Analisis estadisticos

En los siguientes parrafos se enumeran los analisis estadisticos que se realizaron sobre los
diferentes tipos de datos.

Test Chi-2

El test chi-cuadrado es una prueba de hipdtesis estadistica en la que la distribucién de
muestreo del estadistico de prueba es una distribucién de chi-cuadrado cuando la hipdtesis nula es
verdadera. La prueba de chi-cuadrado a menudo se usa como abreviatura para la prueba de chi-
cuadrado de Pearson. La prueba de chi cuadrado se usa para determinar si hay una diferencia
significativa entre las frecuencias esperadas y las frecuencias observadas en una o mas categorias.

En las aplicaciones estandar de esta prueba, las observaciones se clasifican en clases
mutuamente excluyentes, y existe una hipétesis nula que da la probabilidad de que cualquier
observacion se encuentre en la clase correspondiente. El propdsito de la prueba es evaluar la
probabilidad de ocurrencia de las observaciones que se hagan, suponiendo que la hipdtesis nula
sea verdadera.

La hipdtesis alternativa o de investigacion (H1) es que existe una diferencia en la

distribucién de respuestas a la variable de resultado entre los grupos de comparacion (es decir,
que la distribucion de respuestas "depende" del grupo). Para probar la hipotesis, medimos la
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variable de resultado discreta en cada participante en cada grupo de comparaciéon. Los datos de
interés son las frecuencias observadas.

Test exacto de Fisher

El test exacto de Fisher es una prueba de significacion estadistica utilizada para el analisis
de tablas de contingencia. Se utiliza sobre todo en tablas 2x2, para las que fue disefiado
originalmente, aunque puede extenderse a tablas de mayor tamafio. Como indica su nombre, en
esta prueba el significado de la desviacidon de la hipétesis nula se puede calcular con exactitud.

Tablas de contingencia

Las tablas de contingencia se emplean generalmente para analizar la asociaciéon entre dos
variables, habitualmente de naturaleza cualitativa.

El test Chi-2 que se utilizard en este tipo de tablas contrastard la hipétesis nula de que los
valores de la tabla se distribuyen al azar.

Andlisis de componentes principales

El analisis de componentes principales es una técnica de analisis multivariante utilizada
para reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, describiéndolo mediante unas nuevas
variables o componentes ortogonales, es decir, no correlacionadas. Los componente o vectores
propios se ordenan por la cantidad de varianza que describen. La eficacia del método radica en su
capacidad para concentrar la mayor parte de la cantidad de informacidn disponible en la matriz
original de datos en las primeras componentes. De este modo, mediante la representacién e
interpretacion de los primeros eigenvectores, se obtendra la mayor parte de la informacién, con
una pérdida residual.

El método parte de una matriz de correlaciones (o covarianzas) entre las variables
introducidas, por lo que es recomendable que sigan una distribucién normal.
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RESULTADOS

En la presente tesis doctoral se han generado un total de 4,41 GB de datos de resultados
divididos en 11.867 archivos repartidos en 3.862 carpetas. Solo los andlisis basicos de los genes
HLA obtenidos con el programa FstMap ocupan 2,08 GB divididos entre 11.433 archivos repartidos
en 3.838 carpetas. Dada esta enorme cantidad de informacion, se hace necesario priorizar el
analisis de resultados en funcién de los objetivos de la tesis doctoral, e imposible incluir todos los
datos y tablas generados en anexos. En este capitulo se va a dividir la presentacién de los
resultados en 5 grandes apartados: Desequilibrio de Hardy-Weinberg, Varianza de Wahlund,
Marcadores de ancestralidad, Procesos de selecciéon y Relacion de los genes HLA de humanos
actuales con los genes HLA de Neandertal, con un analisis previo de control de calidad de los datos.

En lo referente a las presiones evolutivas observadas sobre los genes HLA, vamos a utilizar
datos de desequilibrio Hardy-Weinberg y de varianza de Wahlund, con el fin de valorar posibles
efectos de la selecciéon y su interaccién con el equilibrio flujo génico — deriva. Para ello,
analizaremos las grandes diferencias entre continentes y entre genes HLA, asi como las diferencias
intracontinentales, analizando las variaciones entre los distintos genes y las poblaciones.
Finalmente, realizaremos un estudio de la relacion de los genes HLA de humanos actuales con los
genes de Neandertal, tanto a nivel de conjunto, como pormenorizando gen por gen, mediante
arboles evolutivos que nos permitan dilucidar la posicion evolutiva del gen HLA neandertal
respecto a diversas poblaciones humanas actuales concretas.

Analisis de control de los datos

Al considerar una gran cantidad de datos, su volumen dificulta el andlisis pormenorizado,
por lo que es dificil detectar factores que puedan afectar a su calidad. Por ello es importante hacer
un estudio previo de los datos que se van a usar, a fin de comprobar que no haya anomalias que
desvirtuen los andlisis y hagan que los resultados sean erréneos o equivocos.

Con este fin, se ha realizado una busqueda de artefactos que pudieran introducir ruido en
la muestra, como variaciones en el nimero de copias de un fragmento de ADN (CNV), pequefiias
inserciones-delecciones (indels) cerca de SNPs que pudieran afectar a su presencia (Tabla R-1).

Para el caso de los CNV se revisé si cada uno de los genes se incluia dentro de algin CNV
descrito en la base de 1000Genomas, y en caso afirmativo se descartaron unicamente los SNPs
afectados por el mismo, esto es, un gen podia tener parte de sus SNPs afectados por la presencia
del CNV y parte de los SNPs no afectados, pasando estos ultimos el filtro. En el caso de los indels,
se establecié un rango de seguridad upstream de 30 bases en el que la presencia de una insercién
o delecién podria afectar al patrén de herencia de cada SNP y por tanto a los resultados de los
analisis.
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HLA- | HLA- HLA- HLA- | HLA- HLA- HLA- HLA- | HLA- HLA- | HLA- e
A B C DRA | DMA | DMB | DOA | DPA1 | DPB1 | DQA1 | DQB1
% CNV 0 43,13 100 0 0 0 0 0 32,6 100 25 27,3391
% indel 54,55 43,13 50,88 50 0 100 25 25 28,3 24,4 32,5 39,4327
%
. 31,82 41,18 31,58 50 0 100 25 8,33 8,7 4,9 0 27,41

polialélicos
% SNPs no

18,18 7,84 0 0 100 0 75 66,67 34,78 0 50 32,0427
afectados
Wahlund

. 0,0042 0 0 0 0 0,0043 0 0 0 0,0043 0 0,0012

min.
Wahlund
media 0,0306 | 0,0364 | 0,0271 | 0,0542 | 0,0158 | 0,0152 | 0,0233 | 0,0622 | 0,0673 | 0,0423 | 0,0479 0,0384
Wahlund
max 0,1460 | 0,1918 | 0,1309 | 0,8504 | 0,1276 | 0,1215 | 0,1778 | 0,3713 | 0,3713 | 0,1201 | 0,1912 0,2545
Wahlund
rango 0,1418 | 0,1918 | 0,1309 | 0,8504 | 0,1276 | 0,1172 | 0,1778 | 0,3713 | 0,3713 | 0,1158 | 0,1912 | 0,2534

Tabla R-1: Resumen de los andlisis de bondad de la muestra para cada uno de los 11 genes HLA
estudiados. Se representa el porcentaje de SNPs de cada gen para cada tipo de variacion
estructural. Ademds se presentan datos de los valores de la varianza de Wahlund para facilitar una
vision de conjunto.

Lo primero que llama la atencién es que no son pocos los SNPs que estdn afectados por
mas de un evento estructural: si sumamos los porcentajes de SNPs afectados por CNVs, indels,
cualidad polialélica y los no afectados, en muchos genes nos da mas de un 100%. También llama la
atencién la baja proporcién de SNPs que no estan afectados por un gran indel en forma de CNV,
un pequefio indel upstream o una caracterizacion errénea en las distintas bases de datos:
unicamente un 32,04% de los SNPs serian validos para realizar analisis de seleccidon. Cabe destacar
gue en los casos de HLA-C, HLA-DRA, HLA-DMB y HLA-DQA1 no hay ningin SNP que no esté
afectado por alguno de los artefactos tenidos en cuenta. En conjunto, los pequefios indels son los
gue mas SNPs involucran, seguidos de la cualidad polialélica y la presencia de CNVs. Cabe sefialar
gue HLA-DMA es el Unico gen en el que la totalidad de los SNPs no estan afectados por ningln
artefacto.

Resulta llamativo que tanto HLA-C como HLA-DQA1 estén afectados al 100% por un CNV.
En el caso de HLA-C, esv3608531 (en la posicion 31131451) es el nombre que recibe el CNV que lo
afecta (Figura R-1). Este CNV ocupa una region de 140857 pares de bases, se han identificado 346
variantes de este CNV y afecta a 10 genes: HLA-C, TCF19, HCG27, LINC02571, WASF5P, PSORS1C3,
POUS5F1, LOC112267902, RPL3P2 y USP8P1.

HLA-C pertenece al grupo de paralogos de cadenas pesadas de la clase | de los genes HLA

del CMH. Es un heterodimero que consiste en una cadena pesada y una cadena ligera
(microglobulina beta-2). La cadena pesada esta anclada en la membrana. Las moléculas de clase |
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juegan un papel clave en el sistema inmunitario. Se expresan en casi todas las células. La cadena
pesada es de aproximadamente 45 kDa y su gen contiene 8 exones. El exdn 1 codifica el péptido
lider, los exones 2 y 3 codifican el dominio alfal y alfa2, que se unen al péptido, el exdn 4 codifica
el dominio alfa3, el exdn 5 codifica la regidén transmembrana y los exones 6 y 7 codifican la cola
citoplasmatica. Los polimorfismos dentro del exén 2 y el exdn 3 son responsables de la
especificidad de unién al péptido de cada molécula de clase I.

TCF19 codifica una proteina que contiene un dominio de “dedo de zinc” de tipo PHD y
probablemente funciona como un factor de transcripcién. La proteina codificada desempeiia un
papel de proliferacién y apoptosis de las células beta pancredticas. Tiene una expresion ubicua en
los ganglios linfaticos, el apéndice y otros 25 tejidos.

HCG27 es una secuencia de ARN no codificante que forma parte del grupo de genes del
complejo de histocompatibilidad relacionado con los genes HLA. Se ha observado una amplia
expresion en bazo, apéndice y otros 25 tejidos.

LINC02571 es un ARN no codificante intergénico largo (en inglés Long Intergenic Non-
Coding RNA). Los LINC son ARN no codificantes transcritos de forma autonoma de mads de 200
nucledtidos que no se superponen a los genes codificadores anotados. Comparten caracteristicas
con las otras transcripciones de la LNC-RNA y constituyen mas de la mitad de las transcripciones
de LNC-RNA en humanos. Los LINC tienen diversas caracteristicas que los distinguen de los genes
gue codifican ARNm y ejercen funciones como la remodelacién de la arquitectura de la cromatina,
la estabilizacion del ARN vy la regulacion de la transcripcion. Los LINC pueden servir, de forma
amplia, para ajustar la expresién de genes vecinos con especificidad de tejido a través de una
diversidad de mecanismos.

WASF5P es un pseudogen perteneciente a la familia de genes que codifican las proteinas
del sindrome de Wiskott-Aldrich, que participan en la transmisién de sefiales al citoesqueleto de
actina. El sindrome de Wiskott-Aldrich es una rara enfermedad recesiva del sistema inmune ligada
al cromosoma X caracterizada por eccema, trombocitopenia (recuento bajo de plaquetas),
inmunodeficiencia y diarrea con sangre (derivada de la trombocitopenia). Este pseudogen, que
aparentemente no se transcribe, se asemeja al gen que codifica el miembro 3 de la familia de
proteinas WAS, que se encuentra en el cromosoma 13.

PSORS1C3 (Psoriasis Susceptibility 1 Candidate 3) es un gen de ARN y esta afiliado a la
clase de ARN no codificante. Como su nombre indica esta relacionado con la psoriasis,
enfermedad inflamatoria crénica de la piel de origen autoinmune, que produce lesiones
escamosas engrosadas e inflamadas, con una amplia variabilidad clinica y evolutiva. Este gen
presente una amplia expresion en duodeno, vesicula biliar y otros 16 tejidos.
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POUS5F1 codifica un factor de transcripcién que contiene un homeodominio POU que
desempefia un papel clave en el desarrollo embrionario y la pluripotencia de células madre. La
expresion aberrante de este gen en tejidos adultos se asocia con tumorigénesis. Este gen puede
participar en una translocacién con el gen del sarcoma de Ewing en el cromosoma 21, lo que
también conduce a la formacién de tumores. Uno de los codones de inicio AUG es polimérfico en
poblaciones humanas. Se han identificado pseudogenes relacionados en los cromosomas 1, 3, 8,
10 y 12. Este gen presenta una amplia expresidn en el pulmdn, el intestino delgado y otros 21
tejidos.

LOC112267902 es un fragmento de ARN no codificante que actualmente esta sin
caracterizar.

RPL3P2 (Ribosomal Protein L3 Pseudogene 2) es un pseudogen que se relaciona con el
gen RPL3. El gen RPL3 codifica una proteina ribosémica que es un componente de la subunidad
60S. La proteina pertenece a la familia L3P de proteinas ribosémicas y se encuentra en el
citoplasma. Puede unirse al ARNm de TAR del VIH-1, y se ha sugerido que la proteina contribuye a
la transactivacion mediada por la proteina TAT. Este gen se cotranscribe con varios genes de ARN
nucleolar pequefos, que se encuentran en varios de los intrones de este gen. Se han caracterizado
variantes de splicing transcripcional alternativas que codifican diferentes isoformas. Como es
tipico para los genes que codifican proteinas ribosdmicas, existen multiples pseudogenes de este
gen dispersos a través del genoma, como es el caso de RPL3P2.

USP8P1 es un pseudogen que se relaciona con el gen de la peptidasa especifica de
ubiquitina 8 (USP8). La proteina USP8 pertenece al grupo de peptidasas deubiquitinizantes, que
son un gran grupo de proteasas que escinden la ubiquitina de las proteinas y otras moléculas. La
ubiquitina se une a las proteinas para regular la degradacién de las proteinas a través del
proteosoma y el lisosoma; coordinar la localizacidn celular de proteinas; activar e inactivar
proteinas y modular las interacciones proteina-proteina.

ILIZ0 K 31,148 K SLLEE K 31,180 K 31,208 K LEEE K 31,248 K 31,268 K 31,288 K

Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 105.20170113 E
Hil—=1 PoUSF1 1+100 HCE27 HLA-C HASFEP

|FI WP _BE47a72 PSOREICE HR_A2E7911 —=— WP_ae21684 [HEH HH_Bsez117 s B =xon

PLL - corcrt e =+ NR_pzeaIEL usrerL I

TCF19 +81 HiH -2
lsics axon ll

 HM_B14BE9.2
dbVar 1000 Genomes Consortium Fhase 3 (eatd214) £
eswIEE53L [+346]

[3L128 K |3L14a K [3L188 K [3L188 K |3L288 K [3L228 K 31248 K |aLz8m K |3L238 K

Figura R-1: Posicion del CNV esv3608531 (en morado) y genes a los que afecta (en verde).
El caso del CNV esv3608602 (en la posicion 32604936) es algo mas sencillo (Figura R-2).

Ocupa 11197 pares de bases, se han identificado 3480 variantes y afecta Unicamente a dos genes:
HLA-DQA1 y LOC107986589.
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HLA-DQA1 pertenece al grupo de genes MHC clase Il. La proteina producida a partir del
gen HLA-DQA1 se une a la proteina producida a partir de otro gen MHC de clase Il, HLA-DQB1.
Juntos, forman un complejo proteico funcional llamado heterodimero DQaf de unidn a antigeno.
Este complejo muestra péptidos extraios al sistema inmune para activar la respuesta inmune del
cuerpo.

LOC107986589 es un fragmento de ARN no codificante que actualmente esta sin
caracterizar.

|
Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 105.20170113 E
HLA-DOAL

NH_paz1223 = l——E1——l—00F0 e _aez113 2
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Figura R-2: Posicion del CNV esv3608602 (en morado) y gen al que afecta (en verde). No se
muestra LOC107986589.

Dada la importancia de muchos de los genes afectados por estos dos CNVs se hace
necesario analizar en profundidad las frecuencias y posibles implicaciones en las distintas
poblaciones estudiadas (Tabla R-2).

En primer lugar, llaman la atencidn las diferencias que se observan entre ambos CNVs. Por
ejemplo, en el caso de esv3608531, unicamente en la poblacién afrocaribeiia de Barbados (ACB)
hay duplicacién del genoma, si bien la frecuencia alélica apenas supera el 1,6%. Sin embargo, en el
caso de esv3608602, todas las poblaciones presentan alelos que caracterizan una duplicacién de
esa regién gendmica, con frecuencias que van del 13,5% de los peruanos de Lima (PEL) al 41,9% de
los chinos Dai de Xishuangbanna (CDX), con una frecuencia alélica media del 31,9%.

Ademas, en el caso de esv3608531, las poblaciones LWK, ESN, ASW, TSI, CEU, GBR, FIN, CDX,
CHS y CLM son monomorficas para el alelo normal. En el resto de poblaciones el alelo que indica
una delecidon (CNO) estd presente en frecuencia variable: desde el 0,4% de la poblacién de la
Division Oeste de Gambia (GWD) hasta el 40,2% de la poblacién Telugu (ITU), con una media de
frecuencia alélica del 6,7%. En el caso de esv3608602 el alelo que indica una deleciéon (CNO) tiene
una frecuencia alélica media del 38% entre las poblaciones, yendo desde un minimo de 28,8% en
los Telugu (ITU) hasta un maximo del 49,2% en la poblacién de ancestria mejicana de Los Angeles
(MXL).
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v lvar. POBLACIONES
LWEK | YRI | ESN |GWD| MSL | ACB | ASW | I1BS | TSI | CEU | GBR| FIN | PIL | BEB | GIH | ITU | STU | CHB | €DX | CHS | KMV | JPT | CLM | MXL | PEL | PUR

CNO o 0,005 o|o0,004| 0,012| 0,094 o 0,009 0 0 0 0| 0,370{ 0,006| 0,005| 0,402| 0,373 0,005 0 o|0,157|0,014 0| 0,016|0,124| 0,149
esv3608531|C 1| 0,995 1|0,996| 0,988| 0,891 1| 0,991 1 1 1 1| 0,630{ 0,934| 0,995| 0,598/ 0,627 0,995 1 1|0,843| 0,986 1| 0,984 0,876| 0,851
CN2 0 0 0 0 0|0,016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

CNO |0,313(0,398|0,298| 0,385| 0,418| 0,297| 0,377 0,402| 0,430( 0,404 0,423| 0,369| 0,354 0,297| 0,393| 0,289 0,319| 0,379( 0,306| 0,390| 0,465( 0,418| 0,367| 0,492| 0,488( 0,413
esv3o08602 A 0,288|0,218|0,374| 0,336|0,341| 0,328| 0,246| 0,313| 0,252| 0,283| 0,258| 0,278| 0,297| 0,366(|0,233|0,402| 0,368|0,330|0,274|0,286(0,197(0,202|0,335|0,283(0,377( 0,351
CN2 |0,399|0,384|0,328|0,279|0,241| 0,375| 0,377 0,285|0,318(0,313|0,319| 0,354/ 0,343(0,337(0,374(0,309| 0,314| 0,291(0,419(0,324|0,338| 0,380| 0,298| 0,219| 0,135| 0,236

Tabla R-2: Frecuencias alélicas de cada variante de los CNVs estudiados en cada una de las poblaciones. La columna “VAR.” indica la variante del
CNV: CNO indica una gran delecion comparado con el genoma normal, CN2 es una gran duplicacion del genoma, y Cy A indican la base del alelo
en el genoma normal en esa posicion respectivamente, para cada uno de los CNVs.
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Desequilibrio de Hardy-Weinberg

Existen diferentes métodos disefiados con el objetivo de valorar la posible accion de
seleccion. A menudo, su uso depende del tipo de datos disponible. Asi, la pérdida de diversidad
genética en un grupo de SNPs es muy util en especies domésticas, cuando se dispone de la
referencia de una poblacién originaria. Puesto que no es el caso, hemos optado por analizar de
forma combinada la existencia de desequilibrio para el test de Hardy-Weinberg y la presencia de
un alto valor de la varianza de Wahlund. Particularmente, un alto nivel de varianza se considera
muy buen indicio, si bien no es una condicién suficiente.

Presumiblemente, la regidn estudiada es objeto de intensas presiones evolutivas, puesto
gue es responsable de una parte de la respuesta inmune y en consecuencia es una regién
gendmica hipervariable. Se han considerado 11 genes de las regiones HLA clase | y HLA clase Il:
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRA, HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1
y HLA-DQB1. No se ha considerado HLA-DRB1 debido a que los datos de este gen no se encuentran
disponibles en la base de datos de 1000 Genomas y no fue posible recabar informacidn acerca de
la razén para ello. En total se han hallado 80647 puntos de presién evolutiva potencial (entendidos
como marcadores en desequilibrio Hardy-Weinberg) distribuidos a lo largo de los 11 genes y 26
poblaciones estudiadas. Se han hallado diferencias significativas en las distribuciones alélicas de
multitud de marcadores, tanto entre poblaciones de un mismo grupo continental como entre
grandes grupos continentales. Igualmente, estas diferencias son independientes para cada gen HLA
estudiado. Es decir, que la variacion observada en cada gen no sigue una relacion lineal con su
tamano, siendo posible que un gen con mds marcadores presente, en cuanto a porcentaje, una
menor variacidon en algunas poblaciones o grupos continentales. Asimismo, se han hallado
distribuciones alélicas coincidentes con las explicaciones aceptadas actualmente sobre el proceso
de expansidon de Homo sapiens por los diferentes continentes.

Diferencias entre genes HLA

Se observan diferencias sustanciales entre los distintos genes (Tabla R-3) en numero de
SNPs, lo cual no es extraiio teniendo en cuenta las diferencias de tamano entre ellos. De igual
manera se han hallado diferencias en la existencia de desequilibrios Hardy-Weinberg en cada gen
para el conjunto de poblaciones. De manera analoga que con el nimero de SNPs para cada gen (a
mayor tamafio del gen, mayor nimero de SNPs), podemos observar una relacién entre el nimero
de SNPs del gen y el total de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg para el conjunto de
poblaciones. Sin embargo, la relacién observada no es tan lineal como en el caso anterior.
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GENES SNP GEN |SNP HW| HW/GEN |SUMA GEN | MEDIA GEN | MEDIANA GEN
HLA-A 475 173 0,36 479 18,88 13
HLA-B 4702 2431 0,52 18248 701,85 684
HLA-C 3139 1026 0,33 2547 97,96 76,5
HLA-DRA 1277 303 0,24 573 22,04 12,5
HLA-DMA 731 61 0,08 84 3,23 2,5
HLA-DMB 1046 172 0,16 241 9,27 2,5
HLA-DOA 894 113 0,13 169 6,5 5
HLA-DPA1 2885 963 0,33 2073 79,73 42,5
HLA-DPB1 782 367 0,47 958 36,85 24,5
HLA-DQA1 917 799 0,87 11130 428,08 427,5
HLA-DQB1 4388 3264 0,74 44133 1697,42 1656

Tabla R-3: Resumen de las diferencias entre los genes HLA estudiados. La columna "SNP GEN" hace
referencia al numero de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) que se han encontrado para
cada gen. “SNP HW” representa el numero de SNPs que se encuentran en desequilibrio Hardy-
Weinberg en al menos una de las poblaciones analizadas. La columna “HW/GEN” es el cociente
entre las columnas “SNP HW” y “SNP GEN”. "SUMA GEN" representa el total de SNPs en
desequilibrio Hardy-Weinberg para ese gen teniendo en cuenta todas las poblaciones estudiadas.
“MEDIA GEN” hace referencia al valor de la media para la variable "niumero de SNPs en
desequilibrio Hardy-Weinberg" entre el conjunto de poblaciones para cada gen. La columna
"MEDIANA GEN" representa el valor en la posicion central de la variable "nimero de SNPs en
desequilibrio Hardy-Weinberg" en el conjunto de poblaciones para cada gen.

El gen HLA-DQB1 presenta un total de SNPs en desequilibrio para el conjunto poblacional
casi 2,5 veces mayor que el gen HLA-B aun cuando este ultimo gen tiene 314 SNPs mas. Otro caso
curioso es el del binomio formado por HLA-A y HLA-DOA. Mientras que HLA-A tiene casi la mitad
de SNPs que HLA-DOA, presenta un total de SNPs en desequilibrio para el conjunto poblacional
casi 3 veces mayor que HLA-DOA. Es preciso destacar también el caso de HLA-DMA: si bien
presenta un nimero de SNPs cercano a la mediana entre el conjunto de genes estudiados, su
nimero total de SNPs en desequilibrio es el menor de todos. En cuanto a los valores de las
medianas, ocurre algo similar que en el caso del total de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg
para el conjunto de poblaciones. Los genes HLA-A, HLA-DRA, HLA-DMA, HLA-DMB y HLA-DOA
presenta valores de SNPs en desequilibrio de ligamiento significativamente mas bajos que los del
resto de genes. Mencidn especial para el trinomio HLA-DMA, HLA-DMB y HLA-DOA, que presenta
valores de la mediana de SNPs en desequilibrio muy bajos. En cuanto a la proporcion de SNPs en
desequilibrio frente a SNPs presentes en cada gen, HLA-DQA1 es el que presente el valor mas alto
(un 87% de sus SNPs estdn en desequilibrio HW), mientras que HLA-DMA presenta el valor mas
bajo (Unicamente el 8% de sus SNPs estan en desequilibrio HW).
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Hemos utilizado la prueba Chi-2 con el fin de comparar A) el nimero de SNPs en
desequilibrio en cada gen frente al numero de SNPs en equilibrio, B) el nimero de SNPs total
frente a la media de la variable “niumero de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg" entre el
conjunto de poblaciones para cada gen”; y C) el nUmero de SNPs total frente a la mediana de la
variable "nimero de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg" en el conjunto de poblaciones para
cada gen (Tabla R-4)

Chi-2 p p Monte Carlo
A) SNP EQ vs SNP HW 3981,3 0,0000 0,0001
B) SNP GEN vs MEDIA GEN 2829,6 0,0000 0,0001
C) SNP GEN vs MEDIANA GEN 3008,8 0,0000 0,0001

Tabla R-4: Resultados de los test Chi cuadrado. El valor de significacion viene dado por el valor de p:
si es menor de 0,05 se rechaza la hipdtesis nula de homogeneidad de muestras y concluimos que
hay diferencias. La prueba de Monte Carlo usa 10,000 permutaciones.

Los resultados muestran que hay diferencias en las 3 pruebas realizadas, esto es, hay
diferencias significativas entre el nUmero de SNPs en desequilibrio HW entre los diferentes genes
HLA.
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Figura R-3: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-A, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.
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En la Figura R-3 se muestra la distribucién de SNPs en el gen HLA-A de acuerdo a su
posicidon y el nimero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio. Se observan
valores mas altos en la zona media del gen. Dicho esto, cabe destacar la baja media (1,008421) del
valor “numero de poblaciones en desequilibrio”. Este hecho, junto con que 302 de los 475 SNPs
del gen HLA no estén en desequilibrio en ninguna poblacién, nos permite aventurar que los
valores de desequilibrio Hardy-Weinberg son, en general, bajos. De los 475 SNPs representados en
la Figura R-1, unicamente 13 SNPs estdn en desequilibrio en mas de 5 poblaciones, Unicamente 2
SNPs se encuentran en desequilibrio en mas de 15 poblaciones y solamente 1 SNP (rs29028878, en
la posicidn 29911727) esta en desequilibrio en todas las poblaciones. Se aprecian también zonas
de alta densidad de SNPs que no estan presentes en desequilibrio en ninguna poblacion en los
extremos del gen, concentradas particularmente entre las posiciones 29910000 y 29911000.
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Figura R-4: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-B, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

Se muestra en la Figura R-4 la distribucién de SNPs en el gen HLA-B segun su posicién vy el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio. Se observa una distribucion de
valores en forma de meseta: valores bajos a ambos extremos, mientras que en la zona central, se
observa una zona de alta densidad de marcadores en desequilibrio Hardy-Weinberg en al menos 5
poblaciones. El hecho de que la media del valor “nimero de poblaciones en desequilibrio” sea
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3,881727, junto con que sdlo 2271 de los 4702 SNPs del gen no estén en desequilibrio en ninguna
poblacién, nos permite aventurar que, en general, el gen HLA-B estd bastante afectado por
factores de desequilibrio Hardy-Weinberg. De los 4702 SNPs representados en la Figura R-2, 962
SNPs estan en desequilibrio en mas de 5 poblaciones, 470 SNPs se encuentran en desequilibrio en
mas de 15 poblaciones y 102 SNPs estda en desequilibrio en todas las poblaciones. Es preciso
destacar también el hecho que de que en la zona central, aproximadamente entre las posiciones
31296418 y 31299053, hay un pico de alta densidad de valores altos con 52 SNPs en desequilibrio
en 20 o mas poblaciones.
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Figura R-5: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-C, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

En la Figura R-5 se muestra la distribucion de SNPs en el gen HLA-C segun el niumero de
poblaciones en las que estdn presentes en desequilibrio. Se observa que aparecen valores mas
altos en la zona final del gen, con algunos valores dispersos entre el resto de las posiciones. Hay
gue destacar la bajisima media (0,811405) del valor “nimero de poblaciones en desequilibrio”.
Este hecho, junto con que 2113 de los 3139 SNPs del gen HLA-C no estén en desequilibrio en
ninguna poblacion, permite aventurar que los valores de desequilibrio Hardy-Weinberg son muy
bajos a lo largo del gen HLA-C. De los 3139 SNPs representados en la Figura R-3, Unicamente 67
SNPs estan en desequilibrio en mas de 5 poblaciones, sélo 21 SNPs se encuentran en desequilibrio
en mas de 15 poblaciones y solamente 2 SNP (rs9264648 en la posicion 31238661, y rs9264649 en
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la posicion 31238662) esta en desequilibrio en todas las poblaciones. Se aprecia una zona entre las
posiciones 31191744 y 31201763 en las que no hay ningun SNP, es decir, no se ha observado
variacion polimérfica.
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Figura R-6: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DRA, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

En la Figura R-6 se muestra la distribucién de SNPs en el gen HLA-DRA con el niumero de
poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio. Se observan valores muy bajos de
desequilibrio a lo largo de todo el gen. HLA-DRA tiene un valor medio del nimero de poblaciones
en desequilibrio de 0,044871, lo que junto a que 974 de los 1277 SNPs del gen no estén en
desequilibrio en ninguna poblacidn, refleja unos valores de desequilibrio realmente bajos. De los
1277 SNPs representados en la Figura R-6, solo 3 se encuentran en desequilibrio en 5 0 mas
poblaciones, uno (rs9268645 en la posicion 32408527) en 5 poblaciones y 2 SNPs (rs574027387 en
la posicion 32379313, y rs78348693 en la posicién 32379319) en 23 poblaciones. El resto de
marcadores que se encuentran en desequilibrio, lo estan en 4 poblaciones (23 SNPs), 3 (45 SNPs),
2 (63 SNPs) o 1 poblacién (169 SNPs).
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HLA-DMA
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Figura R-7: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DMA, segtn el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

Podemos observar en la Figura R-7 que la distribucién de SNPs en el gen HLA-DMA segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio muestra valores de 0 en la
mayor parte de las posiciones, esto es, HLA-DMA tiene muy pocos marcadores que estén en
desequilibrio en alguna poblacién. El valor de la media (0,11491) del valor “numero de
poblaciones en desequilibrio” si bien no es el mas bajo de los observados en el conjunto de genes,
sigue siendo un valor extremadamente bajo. De los 731 SNPs del gen HLA-DMA, 670 SNPs no
estén en desequilibrio en ninguna poblacién. Del total de SNPs representados en la Figura R-7, 43
SNPs estdn en desequilibrio en 1 poblacidon, 14 SNPs se encuentran en desequilibrio en 2
poblaciones, 3 SNP estan en desequilibrio en 3 poblaciones, y unicamente 1 SNP (rs373900326 en
la posicién 32925315) se encuentra en desequilibrio en 4 poblaciones. No es posible discernir
zonas de concentracion de valores, mas alla de la alta cantidad de SNPs que no se encuentran en
desequilibrio en ninguna poblacién.
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Figura R-8: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DMB, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

En la Figura R-8 se muestra la distribucion de SNPs en el gen HLA-DMB de acuerdo al
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio. Se observa una distribucion de
valores similar al de HLA-DMA (Figura R-5). Sin embargo, el valor de la media para la variable
“numero de poblaciones en desequilibrio” es mayor (0,2304). De los 1047 SNPs del gen HLA-DMB
no estén en desequilibrio en ninguna poblacién 874 SNPs. Del total de SNPs representados en la
Figura R-8, 112 SNPs estan en desequilibrio en 1 poblacién, 54 SNPs se encuentran en
desequilibrio en 2 poblaciones, 5 SNPs estan en desequilibrio en 3 poblaciones, y Unicamente 1
SNP (rs558793154 en la posicion 32899695) se encuentra en desequilibrio en 6 poblaciones. Si
bien se aprecia una mayor concentracion de valores para SNPs que presentan desequilibrio en al
menos una poblacién, del mismo modo que en HLA-DMA, no es posible discernir zonas de
concentracion de valores, mas alld de la alta cantidad de SNPs que no se encuentran en
desequilibrio en ninguna poblacién.
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HLA-DOA
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Figura R-9: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DOA, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

Se observa en la Figura R-9 que la distribuciéon de SNPs en el gen HLA-DOA en funcién del
numero de poblaciones en las que estdn en desequilibrio tiene una distribucidon de valores similar
al de HLA-DMA (Figura R-5) y HLA-DMB (Figura R-6), en tanto que los tres genes presentan muchos
SNPs que no se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg, y comparativamente, pocos SNPs
gue estén en desequilibrio en alguna poblacidon. Sin embargo, el valor de la media para la variable
“nimero de poblaciones en desequilibrio” se situa entre las de HLA-DMA y HLA-DMB (0,189038).
De los 894 SNPs del gen HLA-DOA 781 SNPs no estan en desequilibrio en ninguna poblaciéon. Del
total de SNPs representados en la Figura R-9, 77 SNPs estan en desequilibrio en 1 poblacién, 28
SNPs se encuentran en desequilibrio en 2 poblaciones, 4 SNPs estan en desequilibrio en 3
poblaciones, 3 SNPs se encuentran en desequilibrio en 5 poblaciones, y Unicamente 1 SNP
(rs67808968 en la posicion 32967762) se encuentra en desequilibrio en 9 poblaciones. Del mismo
modo que con el caso de los dos genes anteriores, no es posible discernir zonas de concentracién
de valores, mas alla de la alta cantidad de SNPs que no se encuentran en desequilibrio en ninguna
poblacién, y de una mayor concentracién de SNPs con desequilibrio en la segunda mitad del gen.
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Figura R-10: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DPA1, segtn el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

En la Figura R-10 se muestra la distribucién de SNPs en el gen HLA-DPA1 segln el niumero
de poblaciones en las que estan en desequilibrio. Se observan unos valores relativamente bajos a
lo largo de todo el gen, excepto en el ultimo tercio. HLA-DPA1 tiene un valor de media del nimero
de poblaciones en desequilibrio de 0,718544, lo que junto con el hecho de que 1922 de los 2885
SNPs del gen no estén en desequilibrio en ninguna poblacién, cataloga los valores de desequilibrio
como relativamente bajos. De los 2885 SNPs representados en la Figura R-10, 930 SNPs estan en
desequilibrio en 1 a 5 poblaciones, 20 SNPs se encuentran en desequilibrio en 6 a 15 poblaciones,
y 13 SNPs estan en desequilibrio en 16 a 25 poblaciones. Es importante destacar que los 11 SNPs
gue estan en desequilibrio para 25 poblaciones se encuentran en una region relativamente
estrecha del gen, entre los loci 33026742 y 33028543, donde hay un total de 36 SNPs y 19
presentan desequilibrio para alguna poblacién.
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Figura R-11: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DPB1, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.

Podemos observar en la Figura R-11 la distribucién de SNPs en el gen HLA-DPB1 segun el
numero de poblaciones en las que estan en desequilibrio. El grafico muestra, de forma similar a
HLA-DPA1, valores comparativamente mads bajos a lo largo de todo el gen que en el ultimo tercio.
HLA-DPB1 tiene un valor de media del numero de poblaciones en desequilibrio de 1,225064, uno
de los valores mas altos para esta variable entre los genes HLA. De los 782 SNPs del gen HLA-DPB1,
415 no estén en desequilibrio en ninguna poblacién, 329 SNPs estan en desequilibrio en 1 a 5
poblaciones, 13 SNPs se encuentran en desequilibrio en 6 a 10 poblaciones, y 25 SNPs estan en
desequilibrio en 11 a 15 poblaciones. Es importante destacar que los 2 SNPs que estdn en
desequilibrio para 15 poblaciones (rs549336625 y rs560721463) y los 3 SNPs en desequilibrio en
13 poblaciones (rs9277512, rs9277513 y rs9277514) se encuentran ligados entre si, dado que los
valores de sus frecuencias en cada poblacién son iguales, y se encuentran dispuestos muy
proximos y algunos de forma consecutiva en el cromosoma. Asi, en un analisis mediante
Haploview, el programa detecta un bloque de ligamiento que incluye, entre otros, estos SNPs
(Figura R-12).
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Figura R-1: Deteccion mediante Haploview de un bloque de ligamiento (en la parte central del
grdfico) en la region 6:33054000-33055000, correspondiente a un fragmento del gen HLA-DPB1.
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Figura R-2: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DQA1, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.
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Se muestra en la Figura R-13 la distribuciéon de SNPs en el gen HLA-DQA1 de acuerdo al
nimero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio. Se observa que presenta una
distribucién de valores en forma de cuadrado irregular: hay una distribucion relativamente
homogénea de frecuencias a lo largo del gen. El hecho de que la media del valor “nimero de
poblaciones en desequilibrio” para el gen HLA-DQA1 sea el mds alto entre los genes estudiados
(12,1374), junto con el que Unicamente 118 de los 917 SNPs del gen HLA no estén en desequilibrio
en ninguna poblacién, permite aventurar que el gen HLA-DQA1 esta bastante afectado por
desequilibrios Hardy-Weinberg. De los 917 SNPs representados en la Figura R-13, 570 SNPs estan
en desequilibrio en mas de 5 poblaciones, 365 SNPs se encuentran en desequilibrio en mas de 15
poblaciones, y 122 SNPs estd en desequilibrio en todas las poblaciones. Pueden destacarse
también dos hechos: primero, los marcadores que estdn en desequilibrio para todas las
poblaciones son mayoria, incluso por encima de los marcadores que no estan en desequilibrio
para ninguna poblacién; y segundo, dichos SNPs estan concentrados en las regiones inicial y final
del gen, habiendo un cierto vacio en la zona central.
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Figura R-3: Grdfico de puntos con la posicion de los SNPs presentes en el gen HLA-DQB1, segun el
numero de poblaciones en las que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg.
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Como se observa en la Figura R-14, la distribucién de SNPs en el gen HLA-DQB1 en funcién
del numero de poblaciones con desequilibrio tiene una distribucion de valores similar a la del gen
HLA-DQA1, esto es, en forma de cuadrado irregular. El hecho de que la media del valor “ndimero
de poblaciones en desequilibrio” para el gen HLA-DQB1 sea el segundo valor mas alto (10,05766),
junto con el que solo 1124 de los 4388 SNPs del gen HLA no estén en desequilibrio en ninguna
poblacién, permite aventurar que el gen HLA-DQA1 se encuentra notablemente afectado por
desequilibrios Hardy-Weinberg. De los 4388 SNPs representados en la Figura R-14, 2119 SNPs
estan en desequilibrio en mds de 5 poblaciones, 1451 SNPs se encuentran en desequilibrio en mas
de 15 poblaciones, y 804 SNPs estd en desequilibrio en todas las poblaciones. Este ultimo valor
convierte a HLA-DQB1 en el gen con mas SNPs en desequilibrio para todas las poblaciones entre
los genes estudiados. Es interesante destacar que estos SNPs se concentran sobre todo en la
primera mitad del gen. También cabe destacar la baja concentracion de SNPs con un alto niumero
de poblaciones en desequilibrio hacia el final del gen, asi como la menor concentracion de SNPs
con pocas poblaciones en desequilibrio al inicio.

Diferencias entre grupos continentales

Podemos observar diferencias entre los distintos grupos continentales (Tabla R-5). Se han
realizado andlisis de Chi-cuadrado para cada par de poblaciones a fin de comparar el nimero de
SNPs en desequilibrio entre cada una de ellas (Tabla R-6), asi como entre cada par de grupos
continentales (Tabla R-7). Si bien Asia es el continente que mas marcadores en desequilibrio
presenta (31386), seguida de Africa (19852), Europa (16430) y América (12979), el hecho de que el
nimero de poblaciones sea distinto entre estos grupos continentales desvirtia el andlisis de los
datos, por lo que debemos comparar las medias de cada grupo continental. Asi, Europa (3286) es
el continente que tiene una media mayor en el nimero de SNPs en desequilibrio en el conjunto de
genes, seguido de América (3245), Asia (3139) y por Ultimo Africa (2836). También hemos realizado
los calculos para la mediana a fin de evitar los efectos de los valores muestrales extremos sobra la
media. Asi, América es el continente con una mediana del valor de desequilibrio Hardy-Weinberg
mas alta entre sus poblaciones (3403), seguida de Asia (3244), Europa (3235) y Africa (2832). Si
tenemos en cuenta que el principio de equilibrio Hardy-Weinberg establece que la composicidon
genética de una poblacidon permanece en equilibrio mientras no actue la seleccién natural, entre
otros factores, diriase que se observa aproximadamente un aumento de dichos factores a lo largo
del proceso de expansiéon de Homo sapiens (Out of Africa, colonizacién de Europa y Asia, y mds
tarde, de América).
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POBLACIONES
AFRICA EUROPA ASIA AMERICA

GENES LWK | YRI |ESN | GWD | MSL |ACB |ASW | IBS | TSI |[CEU |GBR| FIN | PJL [BEB| GIH | ITU | STU |CHB | CDX | CHS |KHV | JPT | CLM | MXL | PEL | PUR
HLA-A 13 51 31 35 21 16 10 24 10 6 10 8 9 33 13 8 12 57 5 12 17 16 20 6 0 39
HLA-B 1034 | 635| 495 638 | 529 | 799 457 | 605 (1239 | 705 | 1026| 791 | 571 | 662 | 749 | 887 | 750| 774| 487 | 837| 673| 675| 791 | 431| 315| 693
HLA-C 35| 213 68 255 50 69 87| 118 49| 141 | 110 31 75 73 26| 212 84 78 34 82| 106 | 303 43 43 [ 111 51
HLA-DRA 5 36 14 8 5 82 9 11 39 36 1 70 4 7 21 3 45 24 8 52 2 19 11 6 15 40
HLA-DMA 1 1 1 5 0 0 o] 13 6 0 7] 8| 3 3 5 6| 4 4 0 1 5 1 2 1 6 1
HLA-DMB 25 1 0 2 2 1 4 19 4 3 6 2 1 1 27 11 36 1 2 2 1 4 0 7 66 13
HLA-DOA 10 2 5 3 3 1 10 6 11 5 14 15 5 2 4 3 2 6 8 5 11 0 13 19 4 2
HLA-DPA1 75| 40| 70| 19| 101| 59| 87| e4| 21| 51| 34| 67| 37| 23| 27| 25| 40| 29| 90| 45| 36| 425| 472| 71| 31| 34
HLA-DPB1 42 44 29 13 14 26 7 21 15 37 6 2 21| 239 27 4 21 23 31 72 39 77 98 3 27 20
HLA-DQA1 448| 372| 412| 553 | 428| 334| 306| 499| 355| 453| 463| 519| 426| 454| 427| 546| 413| 515| 314| 404| 447| 324| 368| 333 | 524| 493
HLA-DQB1 1435 | 1535 | 1693 | 1606 | 1501 | 1445 | 1381 | 1855 | 1816 | 1645 | 1460 | 1898 | 1672 | 1738 | 1928 | 1862 | 1518 | 2061 | 1526 | 1874 | 1504 | 1433 | 1667 | 1513 | 2214 | 2353
SUMAP. | 3123|2930 2818 | 3137|2654 | 2832 | 2358 | 3235 | 3565 | 3082 | 3137 | 3411 | 2824 | 3235 | 3254 | 3567 | 2925 | 3572 | 2505 | 3386 | 2841 | 3277 | 3485 | 2433 | 3322 | 3739
SUMA C. 19852 16430 31386 12979

MEDIA C. 2836 3286 3139 3245
MEDIANA C. 2832 3235 3244 3403

Tabla R-5: Resumen de las diferencias de variabilidad entre poblaciones para cada uno de los genes estudiados. Cada valor indica el nimero de SNPs

que se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg para una poblacion en un gen determinado. Los celdas han sido coloreadas con un gradiente de 3

colores para visualizar los valores menores (rojo), los valores medios (amarillo) y los valores mds altos (verde) para cada poblacion en cada gen. La fila

“SUMA P” indica el total de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg para una poblacion determinada, con los valores mds bajos en rojo y los mds altos

en blanco. La fila “SUMA C.” representa el total de SNPs en desequilibrio para cada grupo continental del conjunto de poblaciones y genes. La fila

“MEDIA C.” representa el valor medio de la variable "numero de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg" de entre el conjunto de poblaciones para

cada grupo continental, mientras que la fila “MEDIANA C.” representa el valor en la posicion central de la variable "numero de SNPs en desequilibrio

Hardy-Weinberg" de entre el conjunto de poblaciones para cada grupo continental.
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(WK | YRI | EsN | ewp | msL | acB | Asw | Bs Tsl | cEU | eBR | FIN piL | BEB | GH ITU stu | cHB | eox | cHs [ knv | opT | om | mxe | PEL | PUR
LWK 311,91| 249,21| 366,74 174,91] 148,68 214,27] 237,27] 136,28] 191,03 101,55 210,22] 197,76] 325,29 158,04 24553 121,60] 232,40| 185,55] 165,23] 141,20] 593,44] 379,67 235,45 641,36] 314,74
YRI | 2,7E-60 127,92| 82,16| 181,16] 141,25| 132,30] 127,12 321,73| 67,01 237,01 283,73| 142,66| 23869 24837 15337] 136,01 129,07| 204,21| 124,37| 99,66| 360,56| 512,51 229,80| 376,12| 217,62
ESN| 4,1E-47| 4,6E-22 174,99 31,37] 157,87] 44,43 43,80 310,90 87,77 263,51 137,68] 37,23] 193,08] 113,10] 202,96] 134,74] 52,18 41,70] 103,26] 79,31 467,66] 352,08] 57,01] 190,06] 64,07
GWD| 6,9€-72| 5,6E-13 1,1E-31 193,77| 271,61| 162,04] 117,52 402,31 116,27| 198,61] 316,11| 129,32| 319,16| 282,89 67,39] 188,05 157,01| 273,21 248,56| 95,58| 506,66| 686,24| 237,29| 344,41| 270,24
MSL | 1,16-31] s5,9€-33] 9,66-04 1,56-35 149,75| 36,03| 58,55 288,50] 103,69] 203,56] 112,89 50,42| 237,95 124,30 183,64] 131,19] 91,35| 38,10] 13571] 85,75] 410,78] 274,02] 49,12] 270,02[ 110,19
ACB | 2,86-26| 9,1E-25| 3,76-28| 8,2€-52| 4,2E-27 141,18| 186,63| 112,52| 79,72| 164,92| 108,50 149,80 292,17| 152,38| 220,83| 64,66| 136,83 150,21 49,89 133,85 473,04| 391,20 199,84| 515,86| 179,30
Asw| 8,1E-40] 6,06-23] 6,16-06| 5,1E-29] 8,3€-05] 2,4E-25 44,85] 267,18] 70,98] 186,32] 126,86] 55,08] 25596] 147,91] 139,28] 117,50] 109,86] 44,93] 120,49] 87,21 319,12] 283,96] 31,08 225,57] 125,60
1BS | 1,36-44| 6,76-22{7,96-06| 5,7E-20| 1,76-08| 4,4E-34| 5,2E-06 313,94| 7555 199,28 157,47| 37,96 247,97| 108,558| 113,20 89,85| 7597| 88,15 136,63] 60,39| 504,55 471,30 68,62 171,40| 98,27
TSI | 9,3€-24] 2,3e-62| 4,4€-60| 2,0E-79] 2,3€-55] 5,76-19] 7,0E-51 1,0E-60 208,89 113,37| 176,78] 220,41 419,88 154,34] 246,78] 138,44] 202,11| 25851 140,31| 200,84] 81596 603,76] 282,94] 711,79] 277,51
CEU| 5,4€-35| 4,56-10| 4,6-14| 1,0E-19]9,96-18| 5,76-13|2,9€-11| 1,1E-11| 1,1E-38 146,13 139,50] 60,98| 223,91| 138,92] 97,05 60,67 94,53| 106,61] 48,15| 4890 414,02| 438,86 131,95 312,51| 148,88
GBR| 88E-17| 1,56-44| 4,1E-50| 1,4E-36| 1,4E-37| 1,3€-29| 5,1E-34| 1,06-36| 3,9E-19(9,2E-26 206,04| 155,89| 363,49 211,13| 82,30] 12543| 190,76| 254,49| 186,85| 90,50| 614,95 548,53 233,19| 612,13]323 86
FIN | 5,66-39| 2,3E-54|4,86-24| 3,56-61|4,86-19| 3,7E-18| 7,56-22| 4,4E-28 4,76-32| 2,1E-24] 4,26-38 113,88| 369,31 101,89 233,82| 113,67| 121,18| 116,25| 123,15| 162,78| 723,01 492,22| 94,22| 410,45] 123,52
PJL | 2,2E-36| 4,76-25| 1,1E-04] 2,4E-22| 5,3€-07| 1,6E-26| 7,5E-08| 8,0E-05| 4,2E-41| 6,16-09 9,3€-28| 3,1E-19 183,75] 75,20| 97,78| 100,0s| 43,26] 57,36| 84,14| 3431| 525,13| 417,56 57,68 199,42] 71,20
BEB | 4,1E-63| 6,56-45] 2,06-35| 8,06-62| 9,36-45| 3,9€-56 1,6E-48| 7,4E-47] 3,76-83] 7,95-42] 3,4E-71] 2,06-72] 1,76-33 248,50 351,57| 266,32] 220,69| 218,45 169,17] 159,62] 651,64] 500,69 275,48] 443 85] 286,00
GIH | 3,4E-28| 6,1€-47| 4,46-19| 3,56-54] 2,56-21| 4,96-27| 4,06-26| 3,56-18| 1,9€-27| 2,76-24| 3,6€-39| 7,6E-17| 1,26-11| 5,56-47 197,56| 76,40 77,32| 96,31| 95,23| 125,08| 722,65| 496,16 109,40| 277,18 52,83
mu | 2,4€-26] 3,16-27] 1,86-37] 3,86-10] 1,86-33] 3,56-41 2,36-24] 4,26-19] 1,3E-46] 6,96-16] 5,36-13| 6,8E-44] 4,9€-16 1,16-68 2,4E-39 124,47 157,27 237,72] 196,93] 7830 591,62] 679,70] 189,48] 391,61] 246,63
STU | 8,6E-21| 1,1E-23 1,9€-23| 2,26-34| 1,08-22| 1,2€-00| 5,56-20| 1,8€-14| 3,4€-24{ 7,06-09| 1,56-21| 3,4€-19| 1,7€-16| 1,16-50 7,3€-12| 2,3E-21 103,48 146,89 71,24 92,18 514,05 460,18| 153,20| 327,67 127,67
cHB | 1,36-43| 2,76-22] 2,56-07| 5,56-28] 9,16-15| 7,2E-24] 2,06-18| 8,86-12] 2,76-37] 2,16-15] 6,16-35| 1,06-20] 9,8-06] 3,76-41| 4,96-12 4,86-28] 3,66-17 116,06] 90,57| 67,40] 692,35] 540,49 117,19] 297,34] 48,20
CDX | 7,3t-34| 9,9-38| 1,86-05 3,8E-52|3,6E-05| 3,4E-27|2,26-06| 3,8E-14| 4,6E-49 2,6€-18| 3,2E-48| 1,0-19| 2,9€-08| 1,1E-40| 9,6E-16| 1,0E-44| 6,4€-26 1,1E-19 97,88| 109,58| 409,86| 239,05| 37,98| 247,16|103 48
cHs | 1,1E-29| 2,4E-21{4,06-17| 5,6E-47]1,26-23 6,56-07 1,4E-20] 7,9€-24] 1,4E-24] 1,36-06| 3,96-34| 4,26-21] 2,36-13] 1,86-30] 1,66-15| 3,26-36] 7,1E-11| 1,3E-14]4,76-16 79,71| 539,16] 417,12 154,28] 391,92 122,84
KHV | 9,3€-25| 2,1E-16| 2,0E-12| 1,3E-15 1,1€-13| 2,96-23| 5,9€-14| 7,86-09| 5,06-37| 9,96-07| 1,36-14| 3,6€-29| 3,2€-04| 1,66-28| 1,76-21| 3,1E-12| 6,26-15 3,8E-10| 2,2€-18| 1,7E-12 457,43 399,30 124,42| 317,29]157,45
JPT [3,56-120| 1,4€-70] 2,5€-93[1,26-101] 3,16-81] 1,8E-94| 8,1E-62[3,4E-1017,1€-168] 6,4E-82(8,96-125] 6,3E-148|1,4E-105] 1, 2E-132[7,5E-148(8, 76-120] 3,26- 103 2,4E- 141 4,9€-81[1,4E-108] 3,8€-91 243,74] 489,67| 863,49] 801,63
CLM | 1,3€-74|6,9E-103| 1,4E-69|4,8E-140) 2,6€-52| 4,5E-77| 2,1E-54| 4,2E-94(2,26-122| 3,4E-87[1,46-110| 1,56-98| 1,1E-82|2,3E-100| 2,1E-991,26-138| 9,8E-92|7,3E-109] 5,5€-45| 1,4E-82] 8,6€-79| 5,7E-46 342,02| 840,37| 608,89
MXL | 3,1E-44| 4,7€-43[3,36-08| 1,3€-44] 9,06-07| 8,0E-37] 1,16-03] 2,2E-10] 3,4E-54] 7,08-23] 9,26-44] 2,56-15| 2,56-08] 1,36-52| 2,4€-18] 1,16-34] 3,3e-27] 6,7E-20( 7,96-05] 2,0E-27{ 2,36-21| 5,1E-98] 1,26-66 190,07] 93,60
PEL [2,06-130| 7,1E-74| 8,56-35| 3,76-67| 1,8E-51|1,3E-103| 3,6€-42| 6,1E-31(1,6E-145| 2,06-60(3,66-124| 3,7E-81| 9,86-37| 2,96-88| 5,56-53( 3,76-77| 1,36-63| 3,26-57|1,16-46| 3,2€-77| 2,06-614,4€-178| 4,1E-173| 8,5€-35 216,37
PUR| 6,8E-61| 1,6E-40| 1,6E-09| 1,6E-51|1,76-18| 1,4E-32| 1,36-21| 3,96-16| 4,76-53| 2,56-26| 8,1€-63| 3,56-21| 7,26-11| 7,86-55| 1,96-07| 1,4€-46| 5,26-22| 1,3E-06| 3,6E-17| 4,9E-21| 4,4€-28]9,2€- 166/ 1,8E-123 3,3€-15| 3,0€-40

Tabla R-6: Pruebas de Chi-2 para cada par de poblaciones estudiadas para las diferencias en el nimero de SNPs
del estadistico Chi-2. Bajo la diagonal, se encuentra el p-valor: si es menor de 0,01 se rechaza la hipotesis nula de homogeneidad de muestras y
concluimos que hay diferencias, esto es, se trata de muestras independientes.
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Diferencias intracontinentales

Se han analizado las diferencias entre las poblaciones de cada grupo continental.

En Africa, la poblacién LWK tiene un nimero de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg para
los genes HLA-B y HLA-DMB bastante mas alto que las demas poblaciones africanas. La poblacién
YRI posee el valor de SNPs en desequilibrio mas alto para el gen HLA-A. La poblacién ESN posee el
valor mas alto en el gen HLA-DQB1. La poblacion GWD tiene muy pocos SNPs en desequilibrio en
el gen HLA-DPA1 en comparacion con el resto de poblaciones, y si bien solo son 5 SNPs en
desequilibrio los que tiene en el gen HLA-DMA, es el valor mas alto entre las poblaciones africanas.
Ademas, GWD es la poblacidon que presenta mds SNPs en desequilibrio para el conjunto de genes
HLA, de entre todas las poblaciones africanas. La poblacién MSL posee 101 SNPs en desequilibrio
para el gen HLA-DPA1, siendo el valor mas alto registrado entre las poblaciones africanas, y, de
manera analoga, en los genes HLA-DRA, HLA-DMA, HLA-DMB, y HLA-DOA presenta valores de SNPs
en desequilibrio por debajo de las respectivas medias para el conjunto poblacional de Africa. La
poblacién ACB presenta 82 SNPs en desequilibrio para el gen HLA-DRA, un valor 4 veces mayor que
la media, y el valor mas alto para ese gen entre las poblaciones africanas. La poblacion ASW
destaca por poseer junto con LWK el valor mas alto de SNPs en desequilibrio para el gen HLA-DOA,
y por tener el valor mds bajo para el gen HLA-DPB1. Ademas, ASW es la poblacidon que presenta
menos SNPs en desequilibrio para el conjunto de genes HLA, de entre todas las poblaciones, tanto
a nivel continental como global. Por ultimo cabe destacar que las poblaciones MSL, ACB y ASW no
poseen ningun SNP en desequilibrio para el gen HLA-DMA, lo mismo que ocurre con la poblacion
ESN y el gen HLA-DMB.

En Europa, la poblacién IBS presenta los valores mas altos de SNPs en desequilibrio de
entre las poblaciones europeas para los genes HLA-A, HLA-DMA y HLA-DMB, y el mas bajo para
HLA-B. La poblacidon TSI posee el valor mas alto para HLA-B, el mas bajo para HLA-DQA1, y ademas
es la poblacién que en el conjunto de genes HLA para las poblaciones europeas presenta mas SNPs
con desequilibrio. La poblacién CEU presenta los valores mas bajos en HLA-A, HLA-DMA y HLA-DOA,
los mas altos en HLA-C y HLA-DPB1, y ademads es la poblacion con menos SNPs en desequilibrio
dentro del conjunto europeo. La poblacion GBR presenta el valor mas bajo para los genes HLA-DRA
y HLA-DQB1. En cuanto a la poblacién FIN, es destacable el gran nimero de SNPs en desequilibrio
gue presenta en los genes HLA-DRA, HLA-DPA1, HLA-DQA1 y HLA-DQB1; y los valores tan bajos que
presenta en HLA-DMB y HLA-DPB1. A diferencia de lo ocurrido en la muestra de poblaciones
africanas donde se han hallado varios casos de poblaciones que no tenian ningin SNP en
desequilibrio para determinados genes, en el caso de Europa solamente se da en el caso de CEU y
el gen HLA-DMA.

Dentro del conjunto de poblaciones asiaticas, la poblacion PJL posee el valor mas bajo en el

gen HLA-DMB junto con las poblaciones BEB, CHB y KHV. La poblacion BEB posee ademas el valor
mas alto para el gen HLA-DPB1, superando en 4 veces la media de todas las poblaciones asiaticas.
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La poblacion GIH posee el valor mas bajo para SNPs en desequilibrio en el gen HLA-C. La poblacion
ITU posee el valor mas alto en los genes HLA-B, HLA- DMA y HLA-DQA1, y el mas bajo en el gen
HLA-DPB1 siendo casi 14 veces menor que la media de SNPs en desequilibrio para el gen HLA-DPB1
para las poblaciones asiaticas. La poblacién STU destaca por ser la que tiene el valor mas alto en el
gen HLA-DMB, algo mas de 4 veces la media asiatica. La poblacion CHB es la que posee mas SNP en
desequilibrio en el gen HLA-A, y ademas es la que presenta un mayor niumero total de SNPs en
desequilibrio para el conjunto de todos los genes HLA estudiados de entre las poblaciones asiaticas.
La poblacion CDX posee el valor mas bajo en los genes HLA-A, HLA-B y HLA-DQA1, no posee ningln
SNP en desequilibrio para el gen HLA-DMA, y ademas posee el menor niumero total de SNPs en
desequilibrio para el conjunto de todos los genes HLA estudiados entre las poblaciones asiaticas.
La poblacién CHS es la que posee el valor mas alto en el gen HLA-DRA. La poblacién KHV posee el
valor mas bajo del gen HLA-DRA y el mas alto para el gen HLA-DOA de entre las poblaciones de
Asia. El caso de JPT es especial dado el aislamiento por insularidad que ha sufrido respecto al resto
de las poblaciones asiaticas. Asi, llama la atencién los valores tan altos de SNP en desequilibrio que
presenta en los genes HLA-C y, en especial, en el gen HLA-DPA1. Cabe igualmente destacar que no
posee ninglin SNP en desequilibrio en el gen HLA-DOA y que tiene el valor mas bajo en el gen HLA-
DQBL1 en las poblaciones de Asia.

En América destaca la variabilidad observada entre las distintas poblaciones. Por ejemplo,
incluso entre los genes HLA-DMB y HLA-DOA que presentan valores generales de SNP en
desequilibrio bajos en el conjunto global de poblaciones estudiadas, en el caso de las poblaciones
americanas presentan un rango mayor que en el resto de grupos continentales. De igual manera
hay una gran dispersién en el total de SNPs en desequilibrio que presentan las poblaciones
americanas respectos al resto de continentes. La poblacién CLM tiene el valor mas alto de HLA-B,
HLA-DPA1 (mds de 3 veces mayor que la media americana) y HLA-DPB1 (mds de 2,5 veces mayor);
mientras que no presenta ningun SNP en desequilibrio en el gen HLA-DMB; y junto con MXL tiene
el valor mas bajo en HLA-C. La poblacidn MXL tiene los valores mas bajos en HLA-A, HLA-C, HLA-
DRA, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, y junto con PUR, en HLA-DMA. Ademas es una de las
poblaciones con menos SNPs en desequilibrio a nivel global, solo superada por ASW. La poblacidn
PEL destaca por tener los valores mas altos de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg en los genes
HLA-C, HLA-DMA, HLA-DMB y HLA-DQA1; y al mismo tiempo ser la poblacién que menos SNPs en
desequilibrio posee en los genes HLA-B y HLA-DPAL. Por ultimo, la poblacién PUR es la que mas
SNPs en desequilibrio presenta a nivel americano en los genes HLA-A, HLA-DRA y HLA-DQB1; y
ademads es la poblacion que mas SNPs en desequilibrio presenta a nivel americano y global. Por
otro lado, PUR es la poblaciéon que menos SNPs en desequilibrio presenta en los genes HLA-DMA
(junto con MXL) y HLA-DOA.

Considerando la Tabla R-6 podemos observar que en todas las comparaciones entre pares
de poblaciones se descarta la homogeneidad de muestras, y por tanto podemos decir que
observamos diferencias, por lo que las muestras son independientes entre si, esto es, en todos los
casos hay menos de un 0,01 de probabilidad de que los resultados puedan ser explicados por el
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azar. De hecho, todas las comparaciones realizadas superan el test con un valor de significacion de
0,01.

Por otra parte, dado el elevado numero de comparaciones realizado, cabe aplicar la
correccion de Bonferroni, con el fin de evitar rechazar incorrectamente una hipétesis nula por la

realizaciéon de comparaciones multiples. En este caso, la significacién deberia ser inferior a 3,08.10
5

En este caso, tan sélo unos pocos emparejamientos no mostrarian significacion. Es el caso
de parejas formadas por ESN/CDX, ESN/MSL, ESN/PJL, ASW/MXL y PIL/KHV. Teniendo en cuenta la
procedencia de estas muestras, podemos concluir que la proporcién de SNPs con desequilibrios de
ligamiento no sigue un patron geografico determinado y se distribuye entre poblaciones al azar.

En la Tabla R-7 se muestra la comparacion entre continentes. Salvo en el caso de Africa/Asia,
todos los pares de poblaciones se descarta la homogeneidad de muestras, y por tanto podemos
decir que observamos diferencias y que las muestras son independientes entre si, esto es, en todos
los casos hay menos de un 0,01 de probabilidad de que las diferencias puedan ser explicadas por el
azar. En el caso de la pareja formada por Africa y Asia el p-valor es de 0,159 por lo que no podemos
decir que observamos diferencias entre este par de continentes, ni que las muestras son
independientes entre si.

En todo caso, podemos afirmar que no hay un patrén geografico de distribucion de las
proporciones de SNPs con desequilibrios entre continentes.

AFRICA EUROPA ASIA AMERICA
AFRICA 35,53 15,55 98,81
EUROPA 2,03E-04 54,24 164,38
ASIA 1,59E-01| 1,07E-07 76,87
AMERICA 3,07E-16| 1,69E-29| 5,93E-12

Tabla R-7: Pruebas de Chi-cuadrado para cada par de agrupaciones continentales estudiadas. Sobre
la diagonal se presenta el valor del estadistico Chi-2. Bajo la diagonal, se encuentra el valor de p: si
es menor de 0,01 se rechaza la hipodtesis nula de homogeneidad de muestras y concluimos que hay
diferencias, esto es, se trata de muestras independientes.

Poblaciones desplazadas

Dado que algunos muestreos de poblaciones se han hecho en grupos emigrantes en paises
diferentes, y en muchos casos también en continentes distintos, es interesante comparar dichas
poblaciones inmigrantes con las poblaciones originarias, con el fin de conocer sus afinidades
genéticas.
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En Norteamérica, se han muestreado 4 poblaciones: ASW (de origen africano), CEU (de
origen europeo central, GIH (de origen asidtico) y MXL (autdéctona americana). La poblacién GIH,
muestreada de Houston (Texas), es con diferencia la que menos se parece al resto, seguida por la
poblacién CEU. Las poblaciones MXL y ASW, si bien difieren en el nimero de SNPs en desequilibrio
de ligamiento en todos los genes, dichas diferencias son menores que en comparacion con el resto
de poblaciones, salvo con los genes HLA-A en el que MXL y CEU presentan el mismo nimero de
SNPs en desequilibrio, y el gen HLA-DMA para el que ASW y CEU no presentan ningun SNP en
desequilibrio.

En el resto de América, concretamente Sudameérica y la zona del Caribe se han muestreado
3 poblaciones: CLM (de origen sudamericano), PUR (de origen caribefio) y ACB (de ancestria
africana). Dado que GIH se ha muestreado en Houston, ciudad a orillas del Golfo de México, se ha
incluido también en esta comparativa. A diferencia de Norteamérica, en este caso es mas dificil
subdividir las poblaciones por diferencias puntuales. Sin embargo, las poblaciones GIH (por
distancia) y PUR (por aislamiento insular) son las que mas difieren del conjunto de poblaciones.
Podemos observar multiples diferencias entre distintas poblaciones para cada gen muestreado, no
siendo siempre las mismas poblaciones las que difieren entre si, lo que vendria a remarcar el
aislamiento poblacional que se da en esta zona.

En Europa, se han muestreado 3 poblaciones: GBR (autdctona de Inglaterra y Escocia), e
ITU y STU, ambas de origen asiatico. La poblacién STU muestra un nimero mayor de SNPs en
desequilibrio en los genes que poseen menos de forma general (HLA-DRA, HLA-DMB y HLA-DPB1).
En general, para el conjunto de todos los genes estudiados, podemos afirmar que ITU se asemeja
mas a GBR que a STU si comparamos el niumero de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg para
cada gen.

Andlisis de Componentes Principales

Un analisis multivariante es un método estadistico utilizado para determinar la contribucidn
de varios factores en un simple evento o resultado, y ayuda a sintetizar la informacién y desvelar
tendencias subyacentes.

El analisis de componentes principales (ACP) se utiliza para describir un conjunto de datos
en términos de nuevas variables no correlacionadas a las que se les da el nombre de componentes.
Los componentes se ordenan por la cantidad de varianza original que describen, por lo que el ACP
resulta de gran utilidad para reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos. El ACP se emplea
sobre todo en andlisis exploratorio de datos y para construir modelos predictivos. Comporta el
calculo de la descomposicidn en autovalores de la matriz de covarianza, normalmente tras centrar
los datos en la media de cada atributo.
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Figura R-15: Andlisis de Componentes Principales de los genes, realizado sobre el numero de SNPs
con desequilibrio Hardy-Weinberg por gen y poblacion. La varianza explicada es del 97,76% para el
primer eje y del 1,48% para el sequndo.

En un ACP realizado sobre el nimero de SNPs en desequilibrio Hardy-Weinberg por gen y
poblaciéon (Figura R-15), se observé un eje predominante, con HLA-DQB1 en el extremo positivo,
seguido de HLA-B, HLA-DQAL1 y finalmente en el otro extremo el resto de genes. Es claramente un
eje de tamafio, ya que ordena los genes por niumero de poblaciones en desequilibrio. El segundo
eje se caracteriza por HLA-B, que parece mostrar un patron de distribucion geografico diferente al
resto de genes. De hecho, en HLA-B se observa un nuimero mas alto de poblaciones en
desequilibrio en Africa y Europa, en tanto que para el resto de genes Africa no muestra valores
maximos.
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Figura R-16: Andlisis de Componentes Principales de las poblaciones, realizado sobre el numero de
SNPs con desequilibrio Hardy-Weinberg por gen y poblacion. La varianza explicada es del 51,02%
para el primer eje y del 31,58% para el segundo. Las poblaciones africanas estdn representadas por
puntos negros, las europeas por puntos rojos, las asidticas por puntos azules y las americanas por

puntos amarillos.

Al realizar un analisis equivalente, considerando las poblaciones como variables (Figura R-
16), se observa una disposicion de éstas poco estructurada. No obstante, las poblaciones africanas
se disponen en el lado negativo del eje 1. El resto de continentes presentan sus poblaciones

-1.54

Component 1

distribuidas a ambos lados, tanto del eje 1 como del eje 2.

Varianza de Wahlund

Como ya se ha explicado, en genética de poblaciones el efecto Wahlund se refiere a la

reduccion de

subpoblaciones. Es decir, si dos 0 mds subpoblaciones muestran diferentes frecuencias de alelos,
entonces la heterocigosidad general se reduce, incluso si las subpoblaciones por separado estdn en

la heterocigosidad en una poblacion,
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equilibrio de Hardy-Weinberg. Las causas subyacentes de esta subdivision de la poblaciéon podrian
ser las barreras (geograficas o de otro tipo) al flujo génico seguidas por la deriva genética entre las
subpoblaciones. Dicho esto, la varianza de Wahlund mide la varianza observada en relacién con el
valor maximo de varianza que podriamos observar si las subpoblaciones estuvieran
completamente diferenciadas para un locus dado. Este valor puede usarse a modo de reloj
molecular relativo para estimar tiempos de divergencia.

Diferencias en la varianza de Wahlund

En lineas generales, en todos los genes estudiados se aprecian multiples regiones cuyos
valores de varianza de Wahlund son exactamente iguales. Esto es debido a que son regiones que
se heredan ligadas, esto es, que no segregan durante la meiosis. Asi, por ejemplo, en el gen HLA-A
hay una regién con varianzas de Wahlund idénticas entre las posiciones 29909674 y 29913588 que
afecta a 34 SNPs que presentan variabilidad en alguna de las poblaciones; en el gen HLA-B hay una
region entre las posiciones 31257685 y 31320559 que afecta a 96 SNPs, etc.

Ademas se aprecia una tendencia a la concentracién de estas regiones de ligamiento en
zonas donde la varianza de Wahlund es mas baja. Esto esta en concordancia con el hecho de que
la presencia de desequilibrio de ligamiento en una regién gendmica tiene una relacién inversa con
la heterocigosidad en los loci de dicha regidn.

Se observan diferencias sustanciales entre los distintos genes (Tabla R-8) en los valores de
la varianza de Wahlund.

Podemos apreciar que los valores minimos de varianza de Wahlund son muy similares,
oscilando entre 0y 0,0043.

Es importante destacar que todos los genes estudiados (exceptuando HLA-A, HLA-DMA y
HLA-DQA1) tienen algunos SNP cuya varianza de Wahlund es igual a cero. Esto tan sélo quiere
decir que la plataforma del proyecto 1000 Genomas caracteriza el SNP como polimérfico, quizd a
partir de trabajos previos, pero en la propia base de datos del proyecto no lo es.

El caso de HLA-DRA es de especial interés ya que tiene un valor mas alto de varianza de
Wahlund en el conjunto de genes. Un valor alto de la varianza de Wahlund indica que ha ocurrido
algo que ha hecho que las diferencias para ese gen entre distintos grupos poblacionales o
subpoblacionales sean grandes. Como ya hemos visto, esto puede deberse a una accién de la
deriva genética que no ha sido correspondida con la accidon contrapuesta del flujo génico, como
por ejemplo en casos de insularidad, pero la razén mas plausible, cuando como en este caso,
todos los genes se refieren al mismo grupo de poblaciones, es que algin proceso diversificador
haya actuado con especial intensidad en este gen.
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GENES WAHLUND MIN. WAHLUND MAX. MEDIA MEDIANA
HLA-A 0,0042 0,1460 0,0306 0,0259
HLA-B 0 0,1918 0,0364 0,0339
HLA-C 0 0,1309 0,0234 0,0225
HLA-DRA 0 0,8504 0,0542 0,0212
HLA-DMA 0,0043 0,1215 0,0152 0,0079
HLA-DMB 0 0,1276 0,0158 0,0089
HLA-DOA 0 0,1778 0,0233 0,0097
HLA-DPA1 0 0,3713 0,0533 0,0286
HLA-DPB1 0 0,3713 0,0622 0,0391
HLA-DQA1 0,0043 0,1201 0,0423 0,0417
HLA-DQB1 0 0,1912 0,0479 0,0468

Tabla R-8: Resumen de los valores de la varianza de Wahlund de los distintos genes HLA estudiados.
Se representan los valores minimo, mdximo, medio y el valor de la mediana para cada gen.

Relacion entre desequilibrio Hardy-Weinberg v varianza de Wahlund

Un criterio utilizado habitualmente para establecer indicios acerca de posibles presiones
selectivas es el valor de la varianza de Wahlund. En efecto, tradicionalmente se ha considerado que
un elevado valor de la varianza podria ser el resultado de algun tipo de seleccién. Por ello, se han
analizado los valores de la varianza de Wahlund para cada SNP y se han contrastado con el nimero
de poblaciones en desequilibrio de Hardy-Weinberg. A continuacidon se muestran los resultados
para todos los genes analizados. Entre todos los que muestran valores muy elevados de la varianza
de Wahlund o un gran nimero de poblaciones en desequilibrio, sélo unos pocos se encuentran en
regiones codificantes o promotoras. Son estos los que se comentaran, puesto que es muy dificil
conocer los factores que afectan a los SNPs en los intrones o regiones intergénicas.
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Figura R-17: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-A en relacion a su posicion.
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Figura R-18: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-A.
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En las figuras R-17 y R-18 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-A.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado 3 en la regién promotora (rs41545520, rs9260120 y rs114945359, marcados en rojo) y
uno en el exdén 3 del gen HLA-A (rs1059517, marcado en verde). Ninguno de estos SNP con un valor
de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ha mostrado desequilibrio Hardy-Weinberg en mas
de 3 poblaciones.

Entre los SNPs que muestran un nimero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg en mas de 10 poblaciones, se encuentra rs12721675. Este SNP aparece en desequilibrio
en 14 poblaciones repartidas por los diferentes continentes, siempre con exceso de heterocigotos
y muestra un valor de varianza de Wahlund moderado (0,033, marcado en marrén). Se encuentra
en el segundo exdn de HLA-A. EI SNP rs9260155 se encuentra en el exdn 3 de HLA-A. Su varianza es
de 0,087 y se encuentra en desequilibrio en 11 poblaciones, con exceso de heterocigotos. Se ha
marcado también en color marrén.

Los SNPs rs558831267 y rs145046067, a dos nucledtidos de distancia, se encuentran en
desequilibrio en 20 poblaciones, pero este hecho se debe a que se ven afectados por sendos indels.
Lo curioso es que se encuentran en un exon, el cuarto de HLA-A. Hemos de suponer, puesto que
son ambos polimdrficos, que corresponden a la variabilidad genética de este gen, configurando
alelos con diferente longitud. A 12 nucleétidos de distancia, se encuentra el SNP rs150028516, con
una varianza de 0,035 y desequilibrio en 10 poblaciones, con exceso de heterocigotos. Se ha
coloreado también en marron.

120



Resultados

HLA-B
0,2

0,18

0,16 &

0,14

0,12

o . m&

Varianza de Wahlund

31255000 31265000 31275000 31285000 31295000

Posicion

31305000

31315000

31325000

Figura R-19: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-B en relacion a su posicion.
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Figura R-20: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en

desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-B.
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En las figuras R-19 y R-20 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-B.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado uno en la regidn reguladora (rs1058067, marcado en rojo) y 4 en el exén 2 del gen
HLA-B (rs41553715, rs41546313, rs707909 y rs1050538, marcados en verde). Ninguno de estos
SNP con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ha mostrado desequilibrio Hardy-
Weinberg en mas de 1 poblacién.

Entre los SNPs que muestran un nimero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg en 25 poblaciones o mas, se encuentran rs151341293 y rs709053 con 25 poblaciones en
desequilibrio. Se encuentran en ambos casos con exceso de heterocigotos y un valor relativamente
bajo de varianza de Wahlund (0,0081 y 0,0123 respectivamente, marcados en marrdn), y se
localizan en el tercer exdn de HLA-B. El SNP rs9266178, localizado en el exdn 2 de HLA-B, con 26
poblaciones en desequilibrio, en las 26 poblaciones se da exceso de homocigotos.
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Figura R-21: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-C en relacion a su posicion.
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Figura R-22: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-C.

En las figuras R-21 y R-22 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-C.

No se han hallado SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ni en la
regién reguladora ni en ninguno de los 8 exones de HLA-C.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg en 25 poblaciones o mas, se encuentran rs3189472 y rs2308585 con 25 poblaciones en
desequilibrio. En el caso de rs3189472, que presenta un valor de varianza de Wahlund moderado
(0,0301, marcado en marrén) y esta localizado en el exdn 8, las 25 poblaciones se encuentran en
desequilibrio con exceso de homocigotos. En el caso de rs2308585, se encuentra con exceso de
heterocigotos y un valor relativamente bajo de varianza de Wahlund (0,0058, marcado en marrén),
y se localiza en el tercer exén de HLA-C.
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Figura R-23: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DRA en relacion a su
posicion.
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Figura R-24: Relacidn entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DRA.
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En las figuras R-23 y R-24 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DRA.

No se han hallado SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ni en la
regién reguladora ni en ninguno de los 5 exones de HLA-DRA.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg (marcados en marrén), se encuentran en la regiéon reguladora 5" el SNP rs14004 con 2
poblaciones en desequilibrio, amabas con exceso de homocigotos, y una varianza de Wahlund de
0,0331. En el exdn 3 tenemos los SNPs rs3135391 y rs8084 con una poblacion en desequilibrio, en
ambos casos es la poblacion FIN (Fineses de Finlandia) y en ambos casos se da un desequilibrio con
exceso de homocigotos. Sus varianzas de Wahlund son 0,0232 y 0,0444, respectivamente.
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Figura R-25: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DMA en relacion a su
posicion.
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Figura R-26: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DMA.

En las figuras R-25 y R-26 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicién y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DMA.

No se han hallado SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 nien la
region reguladora ni en ninguno de los 5 exones de HLA-DMA.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg (marcados en marrdn), se encuentran en la region reguladora 5" el SNP rs116611693 con
2 poblaciones en desequilibrio, ambas con exceso de homocigotos, y una varianza de Wahlund de
0,0195; y los SNPs rs528263420 y rs10679 con una poblacién en desequilibrio con exceso de
homocigotos (FIN e IBS respectivamente). Sus valores de varianza de Wahlund son 0,0801 y 0,0221.
En el exdn 3 tenemos el SNP rs1063478 con una poblacion en desequilibrio con exceso de
homocigotos (ITU, indios telugu) y una varianza de Wahlund de 0,0412.
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Figura R-27: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DMB en relacion a su
posicion.
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Figura R-28: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DMB.
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En las figuras R-27 y R-28 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DMB.

No se han hallado SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ni en la
regién reguladora ni en ninguno de los 6 exones de HLA-DMB.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg (marcados en marrén), se encuentran en la regién reguladora 3" los SNPs rs10751,
rs12206426 y rs11540148 con una poblacién en desequilibrio, todos con exceso de homocigotos, y
una varianza de Wahlund de 0,0234, 0,0113 y 0,0334 respectivamente. En el exén 3 tenemos el
SNP rs1042337 con una poblacién en desequilibrio con exceso de heterocigotos (MXL, poblacién
de ancestria mexicana de Los Angeles) y una varianza de Wahlund de 0,0285. En el exdn 2 tenemos
el SNP rs142107957 con una poblacion en desequilibrio con exceso de homocigotos (PEL,
peruanos de Lima) y una varianza de Wahlund de 0,0093. Y en la regiéon reguladora 5" tenemos el
SNP rs149457045 con una poblacidon en desequilibrio con exceso de homocigotos (ITU, indios
telugu) y una varianza de Wahlund de 0,0192.
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Figura R-29: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DOA en relacion a su
posicion.
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Figura R-30: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DOA.

En las figuras R-29 y R-30 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DOA.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado uno en la regidon reguladora (rs142850513, marcado en rojo) y 3 (rs364950,
rs10947368 y rs378352) en los exones 2, 3y 4 del gen HLA-DOA respectivamente (marcados en
verde). Ninguno de estos SNP con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ha
mostrado desequilibrio Hardy-Weinberg en mas de 3 poblaciones.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg (marcados en marrén), se encuentran en la regién reguladora 3" los rs3128935,
rs79804075, rs416622y rs71565360 con una poblacién en desequilibrio, todos con exceso de
homocigotos y unas varianzas de Wahlund de 0,0603, 0,0112, 0,0595 y 0,0347; y rs9276975 y
rs9276976 con una poblacién en desequilibrio con exceso de heterocigotos, y unas varianzas de
Wahlund de 0,0366 y 0,0243. Igualmente en la region reguladora 3" tenemos los SNPs rs376892 y
rs410168 con 2 poblaciones en desequilibrio. Mientras que rs376892 tiene ambas poblaciones en
desequilibrio con exceso de heterocigotos, en el caso de rs410168, una de la poblaciones (CDX,
chinos Dai de Xishuangbanna) esta con exceso de homocigotos y otra (CLM, colombianos de
Medellin) con exceso de heterocigotos. Sus varianzas de Wahlund son 0,0527 y 0,0245
respectivamente. Ademds en la misma region reguladora tenemos dos SNPs (rs3129304 vy
rs3129303) con 3 poblaciones en desequilibrio. En ambos casos dos de la poblaciones, ASW
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(poblacién afroamericana del suroeste de EEUU) y MXL (poblacién de ancestria mexicana de Los
Angeles), estan en desequilibrio con exceso de homocigotos y la tercera, CLM (colombianos de
Medellin), estd en desequilibrio con exceso de heterocigotos. Sus varianzas de Wahlund son
0,0859 y 0,0832 respectivamente. En el exén 4 tenemos el SNP rs378352 con 3 poblaciones en
desequilibrio con exceso de homocigotos y una varianza de Wahlund de 0,1129. En el exén 3
tenemos el SNP rs365066 con dos poblaciones en desequilibrio: una por exceso de heterocigotos
(BEB, bengalies de Bangladesh) y otra por exceso de homocigotos (GIH, indios guyaraties). Este
SNP posee una varianza de Wahlund de 0,0531. Finalmente, en el exdn 2, tenemos el SNP
rs375256 con una varianza de Wahlund de 0,0872, y en desequilibrio en 5 poblaciones: ESN (Esan
de Nigeria), CDX (chinos Dai de Xishuangbanna), CHS (chinos Han del sur de China) y MXL
(poblacién de ancestria mexicana de Los Angeles) por exceso de homocigotos; y FIN (Fineses de
Finlandia) por exceso de heterocigotos. También estd el SNP rs364950 con una varianza de
Wahlund de 0,148 y desequilibrio en una poblacién (ASW, poblacién afroamericana del suroeste
de EEUU) por exceso de homocigotos.
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Figura R-31: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DPA1 en relacion a su
posicion.
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Figura R-32: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DPAL.

En las figuras R-31 y R-32 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DPAL1.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado 6 en la region reguladora (rs1126504, rs1126506, rs1126509, rs9277348, rs1042117 y
rs1042121, marcados en rojo), 10 en el exdén 2 (rs1126543, rs1126542, rs2308917, rs1042178,
rs2308912, rs2308911, rs1062481, rs1042174, rs1126534 y rs1126533), 7 en el exdn 3 (rs1042308,
rs2308930, rs2308929, rs2308928, rs2308927, rs1042190 y rs1126544), 2 en el exdn 2 (rs1126769
y rs1042434) y 26 en el exon 1 (rs17220927, rs17220934, rs6920294, rs374129814, rs17214555,
rs17214562, rs17214567, rs2071366, rs17220961, rs17220968, rs17214573, rs17214580,
rs17214587, rs17214594, rs2071365, rs1042926, rs1042920, rs1042908, rs1042901, rs1042872,
rs1042866, rs361527, rs8486, rs3077, rs1042688 y rs3211475). Como en casos anteriores, los
marcadores con varianza de Wahlund mayor que 0,1 que se encuentren en exones se han marcado
en verde en los graficos. Ninguno de estos SNP con un valor de la varianza de Wahlund por encima
de 0,1 ha mostrado desequilibrio Hardy-Weinberg en mas de 2 poblaciones.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg (marcados en marrdn), se encuentran en exén 1 los SNPs rs8807 y rs7905, con 3
poblaciones en desequilibrio, todos con exceso de homocigotos en el primer caso y con dos
poblaciones en exceso de homocigotos (ESN, Esan de Nigeria, y CEU, poblacion con ancestria del
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norte y oeste de Europa) y una con exceso de heterocigotos (CLM, colombianos de Medellin). Sus
varianzas de Wahlund son 0,0352 y 0,0752, respectivamente.
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Figura R-33: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DPB1 en relacion a su

posicion.
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Figura R-34: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DPB1.
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En las figuras R-33 y R-34 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DPB1.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado 7 en el exdn 2 (rs1126504, rs1126506, rs1126509, rs9277348, rs1042117, rs1042121 y
rs9277351), uno en el exdn 3 (rs14362), 2 en el exén 4 (rs9276 y rs11551421) y 33 en el exén 6
(rs6760, rs1042634, rs9277535, rs72500564, rs540086241, rs541802787, rs73740309, rs9501257,
rs9501259, rs112170964, rs3117229, rs3128967, rs58649023, rs566978547, rs3130186, rs3128968,
rs9461832, rs3130187, rs3091281, rs9277557, rs9277558, rs9277559, rs9277560, rs9277561,
rs9277562, rs3117227, rs9296075, rs9296076, rs9277565, rs3097649, rs9277567, rs66953188 y
rs3128970). Como en casos anteriores, los marcadores con varianza de Wahlund mayor que 0,1
gue se encuentren en exones se han marcado en verde en los graficos. Ninguno de estos SNP con
un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1 ha mostrado desequilibrio Hardy-Weinberg
en mas de 11 poblaciones, si bien solo rs72500564 y rs73740309 estan en desequilibrio en 11
poblaciones, mientras que el resto de SNPs estan en desequilibrio en 3 poblaciones o menos.

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg (marcados en marrdn), se encuentra en exén 6 el SNP rs1042467, con 12 poblaciones en
desequilibrio, todos con exceso de homocigotos, siendo su varianza de Wahlund igual a 0,0916.
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Figura R-35: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DQA1 en relacion a su
posicion.
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Figura R-36: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DQA1.

En las figuras R-35 y R-36 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el nimero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DQA1.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado 1 en el exén 1 (rs11545686), uno en el exdén 2 (rs12722051) y uno en el exén 5
(rs62404112). Como en casos anteriores, los marcadores con varianza de Wahlund mayor que 0,1
gue se encuentren en exones se han marcado en verde en los gréaficos. Estos SNPs estan en
desequilibrio en 1, 5 y 24 poblaciones respectivamente.

Entre los SNPs que muestran un nimero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg en 25 poblaciones o mds (marcados en marrdn), se encuentran en el exdn 2, rs4193,
rs9272702, rs1142331, rs1142332 y rs1129808 con 25 poblaciones en desequilibrio. Se encuentran
todos con exceso de homocigotos y un valor medio de varianza de Wahlund: 0,0517 para rs4193;
0,0597 para rs9272702, rs1142331 y rs1142332 (al tener el mismo valor exacto cabe esperar que
se hereden ligados); y 0,0605 para rs1129808. En el exén 3 se encuentra rs707950 con 26
poblaciones en desequilibrio, todas con exceso de homocigotos, y un valor de varianza de
Wahlund de 0,0702. En el exdn 5 se encuentran 19 marcadores en desequilibrio en 25 poblaciones:
rs7600, rs1130148, rs1142414, rs1142422, rs1142429, rs3667, rs1130156, rs1130162, rs1064985,
rs707947, rs9272940, rs9272955, rs9272957, rs1064991, rs1064993, rs1065043, rs1065044,
rs1065047 y rs1065048. Presentan valores de varianza de Wahlund variados, entre un minimo de

134



Resultados

0,0301 (correspondiente a rs9272940) y un maximo de 0,0545 (correspondiente a rs1130148 y
rs1142414, que al tener el mismo valor exacto cabe esperar que se hereden ligados). El valor
medio de la varianza de Wahlund para estos 19 SNPs es de 0,0398, y todos presentan exceso de
homocigotos para las 25 poblaciones en las que estdn en desequilibrio. En el exdn 5 también se
encuentran 38 SNPs en desequilibrio en 26 poblaciones: rs7142, rs7143, rs9272917, rs9272918,
rs1130151, rs1130152, rs1130155, rs1130158, rs1048726, rs1065036, rs28376734, rs9272943,
rs28538060, rs9272948, rs9272950, rs9272951, rs9272958, rs9272962, rs9272969, rs9272970,
rs9272971, rs9272972, rs9272973, rs9272974, rs9272975, rs9272976, rs9272978, rs9272980,
rs9272981, rs9272982, rs9272983, rs9272984, rs9272985, rs9272986, rs9272987, rs9272988,
rs9272989 y rs9272990. Presentan valores de varianza de Wahlund variados, entre un minimo de
0,0237 (correspondiente a rs28376734) y un maximo de 0,0679 (correspondiente a rs9272950). El
valor medio de la varianza de Wahlund para estos 19 SNPs es de 0,0504, y todos presentan exceso
de homocigotos para las 26 poblaciones en las que estan en desequilibrio.
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Figura R-37: Valores de la varianza de Wahlund de los SNPs del gen HLA-DQB1 en relacion a su
posicion.
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Figura R-38: Relacion entre los valores de la varianza de Wahlund y el numero de poblaciones en
desequilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs del gen HLA-DQBI1.

En las figuras R-37 y R-38 se muestran los valores de la varianza de Wahlund de cada SNP
en relacion a su posicion y el niumero de poblaciones en desequilibrio para el gen HLA-DQBI1.

Entre los SNPs con un valor de la varianza de Wahlund por encima de 0,1, se han
encontrado 3 en la regién reguladora 5 (rs117789582, rs117067420 y rs113664950), uno en el
exon 3 (rs41542812), 5 en el exén 2 (rs3204379, rs41552812, rs1049073, rs3204373 y rs12722107),
2 enelexdon 1(rs12722106 y rs36222416) y uno en la regién reguladora 3 (rs34236112). Como en
casos anteriores, los marcadores con varianza de Wahlund mayor que 0,1 que se encuentren en
exones se han marcado en verde en los graficos, y lo que se encuentran en regiones reguladoras
estan marcados en rojo. Ninguno de estos SNPs estd en desequilibrio en mas de 3 poblaciones,
salvo los casos de rs3204379 (8 poblaciones) y rs1049073 (20 poblaciones).

Entre los SNPs que muestran un numero de poblaciones con desequilibrio de Hardy-
Weinberg en 25 poblaciones o mas (marcados en marrdn), se encuentran en la regién reguladora
5" 10 SNPs (rs9273424, rs9273425, rs9273426, rs9273427, rs9273430, rs9273432, rs9273433,
rs9273436, rs9273438 y rs28724234) con 25 poblaciones en desequilibrio y un SNP (rs1130451)
con 26 poblaciones en desequilibrio. Se encuentran todos con exceso de homocigotos. Entre los 10
SNPs con desequilibrio en 25 poblaciones destaca el hecho de que en todas la Unica poblacion que
no esta en desequilibrio es KHV (Kinh de Vietnam), y que presentan valores de varianza de
Wahlund variados aunque moderados para el conjunto de SNPs de HLA-DQB1, entre un minimo de
0,0502 (correspondiente a rs28724234) y un maximo de 0,0577 (correspondiente a rs9273427). El
valor medio de la varianza de Wahlund para estos 10 SNPs es de 0,0538. Para el caso de rs1130451
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el valor de la varianza de Wahlund es algo mas bajo: 0,0441. En el exdn 4 se encuentran rs1130432,
rs1130431 y rs1130430 con 25 poblaciones en desequilibrio, todas con exceso de homocigotos, y
un valor de varianza de Wahlund de 0,0472, 0,0463 y 0,0585 respectivamente. En el exdn 5 se
encuentran 5 marcadores en desequilibrio en 25 poblaciones: rs1140322, rs1140321, rs1140320,
rs1140319 y rs1140318. Presentan valores de varianza de Wahlund variados aunque en un rango
relativamente estrecho, entre un minimo de 0,05639 (correspondiente a rs1140320) y un maximo
de 0,05656 (correspondiente a rs1140319 y rs1140318, que al tener el mismo valor exacto cabe
esperar que se hereden ligados). El valor medio de la varianza de Wahlund para estos 5 SNPs es de
0,05650, y todos presentan exceso de homocigotos para las 25 poblaciones en las que estan en
desequilibrio, siendo la poblacién JPT (Japoneses de Tokio) la Unica para la que no estan en
desequilibrio.

Marcadores de ancestralidad

Se han encontrado AIMs (Ancestry Informative Marker, Marcadores de ancestralidad) en
todos los genes y, en muchos casos, ha sido posible asignarlos a un patréon de distribucion
continental (Tabla R-9).

GENES SNPs | AIMs | % AlMs | AFRICA | EUROPA | ASIA | SIN PATRON
HLA-A 475 2 0,421 1 0 1 0
HLA-B 4702 | 120 2,552 11 0 32 77
HLA-C 3139 | 11 0,350 3 0 4 4
HLA-DRA | 1277 3 0,235 2 0
HLA-DMA | 731 7 0,958 0 0 2
HLA-DMB | 1046 6 0,574 0 0 1
HLA-DOA 894 27 3,020 17 0 0 10
HLA-DPA1 | 2885 | 626 | 21,698 36 438 15 137
HLA-DPB1 | 782 | 334 | 42,711 29 245 36 24
HLA-DQA1 | 917 4 0,436 0 0 0 4
HLA-DQB1 | 4388 | 42 0,957 0 0 20 22

Tabla R-9: Resumen de la presencia de AIMs en los genes estudiados. Se incluyen los SNPs totales,
el numero de AlMs, el porcentaje de SNPs que son AIMs, asi como los AIMs que presentan patron
de distribucion continental, y los que no lo presentan para cada uno de los genes estudiados.

Del total de 21236 SNPs encontrados en los 11 genes estudiados, 1182 son marcadores
informativos de ancestralidad, es decir, marcadores que exhiben frecuencias sustancialmente
diferentes entre diferentes poblaciones continentales, con al menos una diferencia de 0,3 entre
dos de ellas. De estos AlMs, 98 son representativos de ancestria africana, 685 de ancestria europea
y 111 de ancestria asiatica. 288 AlMs no han podido ser asociados a un patrén de distribucién
continental.
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De los grupos continentales, Asia es el que tiene AIMs en mas genes (todos salvo HLA-DRA,
HLA-DOA y HLA-DQA1), seguido de Africa (todos salvo HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DQA1 y HLA-
DQB1). En lo referente a Europa Ilama la atencién la dicotomia que presenta: Unicamente tiene
AlMs para HLA-DRA, HLA-DPA1 y HLA-DPB1, y sin embargo, tanto en HLA-DPA1 como en HLA-
DPB1, presenta varios cientos de AlMs, agrupando mas de la mitad de los mismos en cada uno de
esos genes.

En cuanto a genes, cabe destacar que HLA-DPA1 y HLA-DPB1 son los Unicos que presentan
AlMs con los 3 patrones de distribucién continental, y ademas son los genes que mas AlMs
presentan, seguidos de HLA-B. Unicamente HLA-DQA1 y HLA-DQB1 no tienen ningin AIM
asociable a algun patrén continental. En cuanto al porcentaje de SNPs que son AlMs entre el total
de SNPs en cada gen, HLA-DPB1 (42,711%) y HLA-DPA1 (21,698%) son los que mas proporcién de
AlMs presentan entre sus SNPs, seguidos de lejos por HLA-DOA (3,02%) y HLA-B (2,552%).

Diferencias en los procesos de seleccion

En cuanto a los patrones de seleccién se han realizado varios andlisis teniendo en cuenta las
frecuencias alélicas de los trios de las poblaciones HapMap. Asi, para cada uno de los 11 genes
estudiados se han realizado una tabla donde se indica el nimero de SNPs que presentan
desequilibrio Hardy-Weinberg para las frecuencias alélicas del total de la poblacién (HW p1), para
las frecuencias alélicas de los individuos adultos progenitores (HW p2), para los individuos adultos
no progenitores (HW p3), para los descendientes que forman parte de trios (HW p4); y aparte se
han realizado varios test de Fisher a fin de determinar si existe diferentes significativas en las
frecuencias alélicas en cada marcador para los distintos cruces de las subpoblaciones mencionadas:
total vs progenitores (Fisher 12), total vs no progenitores (Fisher 13), progenitores vs no
progenitores (Fisher 23), total vs descendientes (Fisher 14), progenitores vs descendientes (Fisher
24) y no progenitores vs descendientes (Fisher 34). Ademads se ha incluido un analisis de Chi2, a fin
de averiguar si existen diferencias significativas entre el nimero de genotipos observados y los
esperados por azar.
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TEST POBLACIONES
YRI ASW CEU MXL

HW p1 3 2 2 2
HW p2 3 2 2 2
HW p3 0 5 0 0
HW p4 0 0 0 0
Fisher p12 0 0 0 0
Fisher p13 0 0 0 0
Fisher p23 1 0 0 0
Fisher p14 0 0 0 0
Fisher p24 0 0 0 0
Fisher p34 0 0 0 0
Chi2 1 0 0 1

Tabla R-10: Numero de SNPs que muestran significacion para los test estadisticos realizados en el
gen HLA-A.

En la tabla R-10 podemos observar la informacién obtenida para el gen HLA-A. Se han
hallado 4 SNPs distintos que presentan desequilibrio Hardy-Weinberg en el conjunto total de las
poblaciones de la base de datos HapMap. En la poblacién YRI (Yoruba de Ibaddan, Nigeria) se han
identificado rs139109856, rs29028878 y rs41561516, todos en el intrén 3. Estos SNPs presentan
valores de varianza de Wahlund de 0,0562, 0,0463 y 0,0258 respectivamente. Para la poblaciéon
ASW (poblacion afroamericana de suroeste de EEUU) se han identificado rs29028878 y rs2508038,
ambos en el intrén 3, con varianzas de Wahlund de 0,0463 y 0,0146. Para las poblaciones CEU
(poblacién con ancestria del norte y oeste de Europa) y MXL (ancestria mexicana de Los Angeles,
EEUU) se han identificado los SNPs rs29028878 y rs41561516 (ambas en el intron 3) como en
desequilibrio Hardy-Weinberg para el total de la poblacién, siendo sus varianzas de Wahlund
0,0463 y 0,0258. Como podemos observar, hay SNPs que muestran desequilibrio en varias
poblaciones: rs29028878 en todas, y rs41561516 en YRI, CEU y MXL. En ninguin caso ha sido
posible asociar ningln marcador a algun patrén de distribucidon continental.

Para el conjunto poblacional de los adultos progenitores se han identificado 9 SNPs en
desequilibrio Hardy-Weinberg. Para las poblaciones YRI, ASW y CEU los SNPs identificados son los
mismos que en conjunto total de la poblacién. Para la poblacion MXL se han identificado los SNPs
rs139109856 y rs29028878. Del mismo modo que en el caso anterior, hay SNPs que estan en
desequilibrio en varias poblaciones, y en ningun caso ha sido posible asociar ningin marcador a
algln patrdén de distribucién continental.

En el caso de los adultos no progenitores, se han identificado 5 SNPs en desequilibrio y
Unicamente en la poblacién ASW: rs41559412, rs41553212, rs29028878, rs2508038 y rs41551518.
Los SNPs rs41559412, rs41553212 y rs41551518 presentan unos valores de varianza de Wahlund
de 0,0411, 0,0398 y 0,0412 respectivamente, y en los tres casos se ha asociado a un patrén de
distribucién africano.
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No se han hallado resultados significativos en los test de Hardy-Weinberg para el conjunto
poblacional de los descendientes, ni para los test de Fisher, salvo en el caso de Fisher p23 para la
poblacién YRI, donde el SNP rs560554218 presenta diferencias alélicas significativas entre el
conjunto de individuos adultos progenitores y no progenitores. Este SNP presenta una varianza de
Wahlund de 0,0088, y no ha sido posible asociarlo a un patrén de distribucion continental.

En cuanto a los test de Chi2, se ha determinado que los SNPs rs12721675 para la poblacion
YRI y rs572407231 para MXL presentan diferencias significativas entre los genotipos observados y
los esperados por azar. Estos SNPs presentan valores de varianza de Wahlund de 0,0329 y 0,0273, y
no ha sido posible asignar su patrén de distribucion a ningin continente.
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Tabla R-11: Numero de SNPs que muestran significacion para los test estadisticos realizados en el
gen HLA-B.

En la tabla R-11 podemos observar la informacién obtenida para el gen HLA-B. Se han
hallado 36 SNPs distintos que presentan desequilibrio Hardy-Weinberg en el conjunto total de las
poblaciones de la base de datos HapMap, localizados en exones (como por ejemplo rs1140546 en
el exdén 5 o0 rs3180379 en el 2), intrones (como rs16899066 en el intrén 3) y la regién reguladora
5’(como rs9266207); y 32 SNPs distintos que presentan desequilibrio Hardy-Weinberg en el
conjunto de adultos progenitores, localizados en exones (como por ejemplo rs1140546 en el exén
5 0 rs1050543 en el 2), intrones (como rs16899066 en el intrén 3) y la regién reguladora 5 (como
rs9266207).

En el caso de los adultos no progenitores, se han identificado 6 SNPs en desequilibrio:
rs1131212, rs41562914 y rs9266178 para la poblacidn YRI localizados los tres en el exén 2 de HLA-
B; v rs1140412, rs1065386 vy rs1050570 para la poblacion ASW, localizados en el exén 3 en el
primer caso y en el 2 en los dos ultimos. Sus varianzas de Wahlund son 0,0501, 0,0474 y 0,0359; y
0,0311, 0,0429 y 0,0429. Para el caso de los SNPs de la poblacién YRI no ha sido posible asignar un
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patrén continental, pero en el caso del SNP rs1140412 se ha establecido que posee un patrén de
distribucién asiatico.

Para el conjunto de descendientes, se ha hallado un SNP en la poblacién YRI en
desequilibrio: rs2596494, con una varianza de Wahlund de 0,0296 y localizado en el intrén 3 de
HLA-B.

No se han hallado resultados significativos para los test de Fisher 12, 14, 24 y 34. En el test
conjunto total frente a no progenitores se han identificado 2 SNPs en la poblacién YRI: rs3819292
(localizado en el intrén 5) y rs4999718 (localizado en el intrén 2). Sus varianzas de Wahlund son
0,0324 y 0,0314, y en el primer caso es posible asignarle un patrén continental europeo. También
se han identificado 7 SNPs en la poblacién MXL: rs1058067 (en la region reguladora 37), rs3819294
(en el intrédn 5), rs17193012 (en el intrén 5), rs12526858 (en el intrdn 3), rs12528645 (en el intrén
3), rs3179865 (en el exdn 3) y rs4999717 (en el intrén 2). Salvo en el caso de rs3179865, todos
estos SNPs poseen un patron de distribucidn continental asiatico. Las varianzas de Wahlund para el
primer, sexto y séptimo SNP son 0,1026, 0,0315 y 0,0684. Para el resto, el hecho de que posean
una varianza de Wahlund igual (0,0658) y que se encuentren muy proximos hace sospechar que se
heredan ligados. En el test adultos progenitores frente a no progenitores se han identificado 3 SNP
en la poblacién YRI: rs3819292 (localizado en el intrén 5), rs4999718 (localizado en el intréon 2) y
rs9266198 (localizado en el intrén 1). Sus varianzas de Wahlund son 0,0324, 0,0314 y 0,0211, y en
el primer caso es posible asignarle un patrén continental europeo. También se han identificado 5
SNPs en la poblacion CEU, todos localizados en el exén 2 de HLA-B: rs1131214, rs1140404,
rs41541616, rs41543121 y rs1131202. Sus varianzas de Wahlund son 0,0189, 0,0319, 0,0292,
0,0295 y 0,0599; y en ningun caso ha sido posible asignar un patrén de distribucién continental. De
los 12 SNPs localizados para la poblacion MXL, cabe destacar que se encuentran repartidos por
todo el gen. Asi, rs1058067 y rs1056429 se encuentran en la regidon reguladora 37, rs3819294 se
encuentra en el intron 5, rs1050517 estd en el exoén 2,...

En cuanto a los test de Chi2, se ha determinado que el SNP rs709055 para la poblacién CEU
presenta diferencias significativas entre los genotipos observados y los esperados por azar. Este
SNP presenta un valor de varianza de Wahlund de 0,0161, y no ha sido posible asignar su patrén de
distribucidn a ningun continente.
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TEST POBLACIONES
YRI ASW CEU MXL

HW p1l 30 3 27 16
HW p2 19 4 29 11
HW p3 8 1 2 1
HW p4 0 0 0 0
Fisher p12 0 0 0 0
Fisher p13 0 0 1 2
Fisher p23 1 4 2 2
Fisher p14 2 0 11 0
Fisher p24 3 0 8 0
Fisher p34 2 0 8 0
Chi2 1 0 0 0

Tabla R-12: Numero de SNPs que muestran significacion para los test estadisticos realizados en el
gen HLA-C.

En la tabla R-12 podemos observar la informacion obtenida para el gen HLA-C. Se han
hallado 35 SNPs distintos que presentan desequilibrio Hardy-Weinberg en el conjunto total de las
poblaciones de la base de datos HapMap, localizados en la regidn reguladora 3" (como rs67157575
0 rs1130558), exones (como por ejemplo rs41542414 o rs34794906 en el exdn 5) e intrones (como
rs2523609 en el intrén 6); y 38 marcadores distintos que presentan desequilibrio Hardy-Weinberg
en el conjunto de adultos progenitores, localizados en la regién reguladora 3" (como rs3189472 o
rs572896906), exones (como por ejemplo rs1130838 o rs34794906 en el exdn 5) e intrones (como
rs68037221 en el intrén 5).

En el caso de los adultos no progenitores, se han identificado 11 SNPs en desequilibrio:
rs572896906 (region reguladora 3°), rs1130586 (regién reguladora 3°), rs3207555 (region
reguladora 37), rs41542414 (exdn 5), rs1050105 (exén 5), rs9264626 (intrén 4), rs9264627 (intrén 4)
y rs2308628 (exdn 4) para la poblaciéon YRI; rs3189472 (region reguladora 3°) para la poblaciéon
ASW; rs1130554 y rs1130558 para la poblacién CEU, ambos en la region reguladora 37; y rs3189472
para la poblacion CEU, localizado también en la regidn reguladora 3°. Sus varianzas de Wahlund
son no alcanzan en ningun caso un valor de 0,1. Los marcadores rs1130554 y rs1130558 presentan
la misma varianza de Wahlund, por lo que cabe esperar que se hereden ligados. Para el caso de los
SNPs rs1050105 se ha establecido que posee un patrén de distribucidn asidtico.

No se han hallado resultados significativos para los test HW p4 ni Fisher 12. En el test
conjunto total frente a no progenitores se han identificado 1 SNP en la poblaciéon CEU, rs17885557
(localizado en el intrén 7). Su varianza de Wahlund es 0,0662, y no es posible asignarle un patrén
continental. También se han identificado 2 marcadores en la poblacion MXL: rs373826500 (en el
intrén 5) y rs11757919 (en el exdn 5). Sus varianzas de Wahlund son 0,0126 en ambos casos, lo
gue junto a su posicion, sugiere que se heredan ligados. En el test adultos progenitores frente a no
progenitores se han identificado 1 SNP en la poblacion YRI: rs41542414 (localizado en el exén 5),
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siendo su varianza de Wahlund 0,0599, y no siendo posible asignarle un patron continent